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Abstract

Abstract

Nowadays, around a third of the agricultural production is lost due to the damage caused by
pests, resulting in a significant economic impact. It is estimated that about a third of these losses
are provoked by phytopathogens. Currently, the solution to these problems focuses on the use of
pesticides, mainly copper derivatives, antibiotics or fungicides. These compounds are effective,
but they are highly polluting. In addition, antibiotics are not allowed in many countries, because
abusive use causes the rapid appearance of bacterial resistant strains.

The lack of non-polluting and effective treatments for plant disease control has raised the search
for new compounds. Antimicrobial peptides (AMPs) are one of the most promising alternatives to
traditional pesticides, because they show high biological activity, and they are unlikely to prompt
the emergence of pathogen resistant strains. The LIPPSO group, in collaboration with the CIDSAV
group, has identified the peptide H-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP100)
which displays high antibacterial activity against plant pathogens and low hemolysis. For this
reason, BP100 is an excellent candidate for the development of new sequences that can be used
to control plant diseases. Thus, this PhD thesis was centered on the design and synthesis of BP100
derivatives. With this aim, three different strategies were considered, involving the incorporation
of an acyl group into BP100, the conjugation of BP100 with another peptide and the
derivatization of BP100 with a common pesticide.

It has been described that the acylation of a peptide sequence is a useful strategy to increase its
biological activity and improve its stability towards protease degradation. Based on these
considerations, one of the objectives of this thesis was the synthesis of lipopeptides derived from
BP100 by acylation of the N-terminus or of the side chain of a lysine residue placed at each
position of the peptide sequence with a butanoyl, a hexanoyl or a lauroyl group. In addition, the
influence of incorporting b-amino acids or a His residue into the sequence of these lipopeptides
was studied. Results showed that, in general, the lipopeptides derived from BP100 with the best
biological profile were those containing a b-Phe at position 4 and a lysine acylated with a butanoyl
or a hexanoyl group at positions 3, 4, 7, 8, 10, or 11, corresponding to the apolar face of the a-
helix that could adopt these peptides. In particular, the lipopeptide with the best biological profile
was Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COC;H;)-Leu-NH, (BP475), which exhibits MIC
values between 0.8 and 6.2 uM against the 8 tested phytopathogens and it is not hemolytic at 250
UM,

Conjugation of two peptides, with similar or different biological activities, to generate a hybrid
peptide is a useful strategy to reinforce the properties of the two individual sequences. Thus, the
second objective of this thesis was focused on the design and synthesis of peptide hybrids
resulting from the conjugation of a lipopeptide derived from BP100 (BP387 or BP475) with an
AMP (BP143), a cell-penetrating peptide (CPP) (BP16 or BP100) or a plant defense elicitor peptide
(flg15 or Pip1). In general, lipopeptide conjugates incorporating a CPP or an AMP showed a low
antibacterial activity and a high hemolytic activity. In contrast, lipopeptide conjugates containing a
plant defense elicitor peptide displayed a moderate or high antibacterial activity and a low or
moderate toxicity. The lipopeptide conjugates with the best biological profile were Pip1-BP475
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and BP475-Pipl, with MIC values between 0.8 and 6.2 uM against 5 out of the 6 tested
phytopathogens and a hemolysis <26% at 250 pM.

On the other hand, the covalent linkage of an antibiotic or a fungicide with a peptide sequence
has also been reported as a useful strategy to achieve more effective compounds. Based on this,
the third objective of this thesis was centered on the conjugation of BP100 with the antibiotic
streptomycin, and with the fungicides valifenalate and quinoxyfen. Thus, peptides BP493, BP523
and BP524 were obtained, which incoporate at the N-terminus of BP100 a quinolone derived
from quinoxyfen, a derivative of valifenalate and streptomycin, respectively. BP524 showed the
best biological profile with MIC values <6.2 uM against the 6 tested bacteria and a hemolysis of
57% at 50 uM.

In the last part of this thesis, lipopeptide BP475 was characterized by nuclear magnetic resonance
(NMR). From this characterization, it was determined that five C-terminal amino acids of BP475
can adopt a a-helix structure. On the other hand, the LIPPSO group had previously described
strategies for the solid-phase synthesis of fengycin and arylomycin A derivatives, but their NMR
characterization had not been achieved. In this thesis, six fengycin derivatives and one arylomicin
A analogue were synthesized and purified, and were characterized by NMR.
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Resum

Actualment, es calcula que, aproximadament, un terg de la produccié agricola es perd a causa dels
danys provocats per les plagues, resultant en un impacte economic molt important. S’estima que
al voltant d’un ter¢ d’aquestes perdues sén provocades per fitopatdogens. Avui en dia, la solucié a
aquests problemes es centra en I'Gs de pesticides, fonamentalment derivats de coure, antibiotics
o fungicides. Aquests compostos, tot i ser eficagcos, sdn altament contaminants. A més, els
antibiotics no estan permesos en molts paisos, perquée un Us abusiu provoca l'aparicid rapida de
soques bacterianes resistents.

La manca de tractaments no contaminants i efectius per al control de malalties de plantes ha
motivat la recerca de nous compostos. Els peptids antimicrobians (AMPs) sén una de les
alternatives més prometedores als pesticides tradicionals, perqué mostren una activitat biologica
elevada, alhora que és dificil que provoquin I'aparicié de soques bacterianes resistents. En aquest
ambit, el grup LIPPSO, en col-laboracié amb el grup CIDSAV, ha identificat el péptid H-Lys-Lys-Leu-
Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP100) que presenta activitat antibacteriana elevada enfront
patogens de plantes i baixa hemolisi. Aquest perfil biologic fa que BP100 sigui un candidat
excel-lent per a la cerca de noves seqiéncies que puguin ser emprades per al control de malalties
de plantes. Per aquest motiu, en aquesta tesi doctoral es va plantejar el disseny i la sintesi de
derivats de BP100. Amb aquest objectiu es varen considerar tres estratégies, concretament, la
incorporacié d’un grup acil a la seqiieéncia de BP100, la conjugacié de BP100 amb un altre péptid i
la derivatitzacié de BP100 amb un pesticida convencional.

A la bibliografia s’ha descrit que I'acilacié d’'una seqliéncia peptidica és una estrategia util per a
augmentar la seva activitat biologica, aixi com per millorar la seva estabilitat a la degradacié per
proteases. En base a aquestes consideracions, un dels objectius d’aquesta tesi va ser preparar
lipopéptids derivats de BP100 per acilacié (amb un grup butanoil, hexanoil o lauroil) de I'extrem
N-terminal o de la cadena lateral d’un residu de lisina localitzada en cadascuna de les posicions de
la seqiencia. A més, es va estudiar la influencia d’incorporar b-aminoacids o un residu d’His a la
sequencia d’aquests lipopéptids. Els resultats obtinguts varen mostrar que, en general, els
lipopéptids derivats de BP100 amb un millor perfil biologic sén els que contenen una D-Phe a la
posicié 4 i una lisina acilada amb un grup butanoil o hexanoil a les posicidns 3, 4, 7, 8, 10 o 11,
corresponents a la cara apolar de I'helix a que podrien adoptar aquests péptids. Concretament, el
lipopeptid amb el millor perfil biologic va ser Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Lys(COC;H;)-Leu-NH, (BP475), que presenta una CMI entre 0,8 i 6,2 uM enfront els 8 fitopatogens
testats i no és hemolitic a 250 uM.

La conjugacid de dos peptids, amb activitats biologiques semblants o diferents, per generar un
péptid hibrid és una estrategia atil per tal de sumar les propietats de cadascuna d’aquestes
unitats. En el segon objectiu d’aquesta tesi es varen dissenyar i sintetitzar péptids conjugats
resultants de la unié d’un lipopéptid derivat de BP100 (BP387 o BP475) amb un AMP (BP143), un
péptid penetrador de ceél-lules (CPP) (BP16 o BP100) o un péptid elicitor de defenses de plantes
(flg15 o Pipl). En general, es va observar que els lipopéptids conjugats que incorporen un CPP o
un AMP presenten una activitat antibacteriana baixa i una activitat hemolitica elevada. En canvi,
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els lipopeptids conjugats que contenen un peptid elicitor de defenses de plantes mostren una
activitat antibacteriana moderada o elevada, i una toxicitat baixa o moderada. Els lipopeptids
conjugats que presenten el millor perfil biologic varen ser Pip1-BP475 i BP475-Pip1, amb una CMI
entre 0,81 6,2 uM enfront 5 dels 6 fitopatogens testats i una hemolisi <26% a 250 uM.

D’altra banda, esta descrit que la unié covalent d’un antibiotic o un fungicida a una seqiéncia
peptidica és una estrategia Util per aconseguir compostos més efectius. En base a aixo, en el
tercer objectiu d’aquesta tesi es va plantejar la conjugacio de BP100 amb ['antibiotic
estreptomicina, i els fungicides valifenalat i quinoxifén. Aixi, es varen obtenir els peptids BP493,
BP523 i BP524, resultat de la incorporacié a I'extrem N-terminal de BP100 d’una quinolona
derivada de quinoxifen, d’'un derivat de valifenalat i de I’estreptomicina, respectivament.
D’aquests, BP524 va ser el que presenta un millor perfil d’activitat biologica, amb una CMI <6,2
UM enfront els 6 bacteris testats i una hemolisi del 57% a 50 pM.

En I'Gltima part d’aquesta tesi, es va caracteritzar mitjancant ressonancia magneética nuclear
(RMN) el lipopéptid BP475. A partir d’aquesta caracteritzacid, es va determinar que cinc
aminoacids de lI'extrem C-terminal de BP475 poden adoptar una estructura d’helix a. D’altra
banda, en el grup LIPPSO, s’havien descrit estrategies de sintesi en fase solida derivats de
fengicines i d’arilomicina A, pero els compostos obtinguts no s’havien pogut caracteritzar
mitjancant RMN. En aquesta tesi es varen sintetitzar i purificar sis derivats de fengicines i un
derivat d’arilomicina A i es varen caracteritzar mitjangant RMN.
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Resumen

Actualmente se calcula que, aproximadamente, un tercio de la produccién agricola se pierde a
causa de los dafios provocados por las plagas, resultando en un impacto econédmico muy
importante. Se estima que alrededor de un tercio de estas pérdidas son provocadas por
fitopatégenos. Hoy en dia, la solucién a estos problemas se centra en el uso de pesticidas,
esencialmente derivados de cobre, antibidticos o fungicidas. Estos compuestos, aunque eficaces,
son altamente contaminantes. Ademas, los antibidticos no estdn permitidos en muchos paises,
porque un uso abusivo provoca la aparicién rdpida de cepas bacterianas resistentes.

La ausencia de tratamientos no contaminantes y efectivos para el control de enfermedades de
plantas ha motivado la busqueda de nuevos compuestos. Los péptidos antimicrobianos (AMPs)
son una de las alternativas mds prometedoras a los pesticidas tradicionales, porque muestran una
actividad biolégica elevada, a la vez que es dificil que provoquen la aparicién de cepas bacterianas
resistentes. En este ambito, el grupo LIPPSO, en colaboracién con el grupo CIDSAV, ha identificado
el péptido H-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP100) que presenta actividad
antibacteriana elevada frente a patégenos de plantas y baja hemdlisis. Este perfil biolégico hace
qgue BP100 sea un candidato excelente para la busqueda de nuevas secuencias que puedan ser
usadas para el control de enfermedades de plantas. Por este motivo, en esta tesis doctoral se
planted el disefio y la sintesis de derivados de BP100. Con este objetivo se consideraron tres
estrategias, concretamente, la incorporacién de un grupo acilo a la secuencia de BP100, la
conjugacion de BP100 con otro péptido y la derivatizaciéon de BP100 con un pesticida
convencional.

En la bibliografia se ha descrito que la acilacion de una secuencia peptidica es una estrategia util
para aumentar su actividad biolégica, asi como para mejorar su estabilidad a la degradacion por
proteasas. En base a estas consideraciones, uno de los objetivos de esta tesis fue la preparacion
de lipopéptidos derivados de BP100 por acilacidn (con un grupo butanoilo, hexanoilo o lauroilo)
del extremo N-terminal o de la cadena lateral de un residuo de lisina localizada en cada una de las
posiciones de la secuencia. Ademas, se estudid la influencia de incorporar D-aminoacidos o un
residuo de His en la secuencia de estos lipopéptidos. Los resultados obtenidos mostraron que, en
general, los lipopéptidos derivados de BP100 con un mejor perfil biolédgico son los que contienen
una D-Phe en la posicion 4, una lisina acilada con un grupo butanoilo o hexanoilo en las posiciones
3,4,7,8, 10 o 11, correspondientes a la cara apolar de la hélice a que podrian adoptar estos
péptidos. En concreto, el lipopéptido con el mejor perfil bioldgico fue Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-
Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COC;3H5)-Leu-NH, (BP475), que presenta una CMI entre 0,8 i 6,2 uM frente a los
8 fitopatdgenos testados y no es hemolitico a 250 uM.

La conjugacién de péptidos, con actividades bioldgicas parecidas o diferentes, para generar un
péptido hibrido es una estrategia util para sumar las propiedades de cada una de estas unidades.
En el segundo objetivo de esta tesis se disefiaron y sintetizaron péptidos conjugados resultantes
de la unidn de un lipopéptido derivado de BP100 (BP387 o BP475) con un AMP (BP143), un
péptido penetrador de células (CPP) (BP16 o BP100) o un péptido elicitor de defensas de plantas
(flg15 o Pipl). En general, se observd que los lipopéptidos conjugados que incorporan un CPP o
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un AMP presentan una actividad antibacteriana baja y una actividad hemolitica elevada. En
cambio, los lipopéptidos conjugados que contienen un péptido elicitor de defensas de plantas
muestran una actividad antibacteriana moderada o elevada, y una toxicidad baja o moderada. Los
lipopéptidos conjugados que presentan el mejor perfil bioldgico fueron Pip1-BP475 y BP475-Pip1,
con una CMl entre 0,8 y 6,2 uM frente a 5 de los 6 fitopatdgenos testados y una hemolisis <26% a
250 puM.

Por otro lado, estda descrito que la unidn covalente de un antibiético o un fungicida a una
secuencia peptidica es una estrategia util para conseguir compuestos mas efectivos. En base a
esto, en el tercer objetivo de esta tesis se planted la conjugacion de BP100 con el antibidtico
estreptomicina, y los fungicidas valifenalato y quinoxifeno. Asi, se obtuvieron los péptidos BP493,
BP523 y BP524, resultantes de la incorporacién en el extremo N-terminal de BP100 de una
quinolona derivada de quinoxifeno, un derivado de valifenatalo y de estreptomicina,
respectivamente. De estos, BP524 fue el que presentd un mejor perfil de actividad bioldgica, con
una CMI <6,2 uM frente a las 6 bacterias testadas y una hemolisis del 57% a 50 uM.

En la Ultima parte de esta tesis, se caracterizd mediante resonancia magnética nuclear (RMN) el
lipopéptido BP475. A partir de esta caracterizacién, se determind que cinco aminodcidos del
extremo C-terminal de BP475 pueden adoptar una estructura de hélice a. Por otro parte, en el
grupo LIPPSO se habian descrito estrategias de sintesis en fase solida de derivados de fengicinas y
de arilomicina A, pero los compuestos obtenidos no se habian podido caracterizar mediante RMN.
En esta tesis se sintetizaron y purificaron seis derivados de fengicinas y un derivado de arilomicina
A, y se caracterizaron mediante RMN.
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1.1 Malalties de plantes

Ara fa aproximadament 10.000 anys certes cultures de I'actual zona del Kurdistan, observant els
cicles de creixement de les especies vegetals del seu entorn, van aprendre que si es plantava una
llavor aquesta germinaria i acabaria donant fruit. Amb el descobriment de I'agricultura la
humanitat va entrar en el periode que anomenem neolitic. Aquells primers pagesos ja van haver
de lluitar contra plagues, és a dir, contra altres organismes del seu entorn, per a I'obtencié de
I'aliment que conreaven. Entre aquests organismes s’hi troben des d’insectes fins a rosegadors o
ocells; aixi com també males herbes i microorganismes fitopatogens, com virus, fongs o bacteris.
Totes aquestes plagues poden disminuir la produccié abans de la collita o un cop els fruits han
estat emmagatzemats.

Actualment, es calcula que aproximadament un ter¢ de la produccidé es perd a causa de les
diverses plagues i que al voltant d’un ter¢ d’aquestes perdues sén provocades per fitopatogens.*
Concretament, en el cas del conreu de blat, es calcula que es perd un 28% de la produccié a causa
de les plagues. D’aquestes perdues, un 9% sén causades per virus, un 27% per males herbes, un
28% per animals i un 36% per I'efecte de fitopatogens. A aquesta problematica s’hi afegeix el fet
gue es preveu que la poblacié mundial continui augmentant. Segons calculs de I'Organitzacid de
les Nacions Unides, s’estima que I'any 2100 la poblacié arribi als 11.000 milions de persones,” amb
la qual cosa, en un futur no tant llunya, es necessitara augmentar la produccié d’aliments,
millorant-ne la produccid i la conservacio.

La humanitat va entendre ja fa milers d’anys que s’havien de combatre els diferents agents
perjudicials de diverses formes, des del simple gest d’arrencar fisicament les males herbes fins a
I’Gs de compostos quimics. Concretament, els primers pesticides per intentar combatre aquestes
plagues, compostos sulfurats o d’origen vegetal, daten d’entre el 2500 i el 1500 aC a Sumeéria i
Xina. Tanmateix, va ser a partir del segle XIX que es va comencar a desenvolupar el control quimic
de les malalties que afecten a les plantes. En particular, el 1885 es va comengar a utilitzar un dels
fungicides més coneguts, la pedra blava o barreja de Bordeus.™?

Des de llavors, s’han descrit centenars de compostos Utils per a la lluita contra els diversos
patogens de plantes. Tot i aix0, actualment a la Unié Europea només estan aprovats 157
compostos pel seu Us en agricultura com a fungicides; 14, com a bactericides; i 11, com a elicitors
de les defenses de les plantes.” Alguns d’ells presenten una efectivitat reduida i certs patogens
estan desenvolupant resisténcies a aquests tractaments. D’altra banda, la Comissié Europea
reavalua peridodicament els compostos permesos, desaprovant aquells que generen problemes
secundaris, com ara bioacumulacid i persisténcia en el medi, falta de selectivitat danyant altres
organismes de |'ecosistema o generacié de resisténcia dels patogens. Aixi doncs, tot i que hi ha
171 compostos aprovats com a bactericides i antifingics, cal tenir present que 180 han sigut
avaluats i el seu Us no ha sigut aprovat o se li ha retirat I'aprovacié. Un exemple seria el
quinoxifén, antifingic d’ds habitual a I'agricultura europea i mundial. Aquest compost va ser
reavaluat per la Comissidé Europea, se li va retirar I'aprovacio I'octubre de 2018 i va ser retirat del
mercat europeu entre el juny de 2019 i el mar¢ de 2020 a causa de la seva persisténcia en el
medi.*
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Per tant, a causa de les pérdues economiques i de productivitat que provoquen els diversos
fitopatogens juntament amb la falta de tractaments eficients és necessari desenvolupar
alternatives als pesticides actuals. Per aquest motiu, el grup LIPPSO, en col-laboracié amb el grup
de Patologia Vegetal (CIDSAV), de la UdG, estudia i desenvolupa nous tractaments de control de
les malalties causades pels patogens descrits a continuacio.

1.1.1 Erwinia amylovora

Erwinia amylovora (Ea) és un bacteri gramnegatiu considerat com un dels 10 bacteris
fitopatogens més importants tant cientificament com economica. De fet, és responsable del foc
bacteria que és la malaltia més destructiva de les plantes de la familia de les rosacies, que inclou
plantes ornamentals o d’interes agricola com els gerds, les pomeres i les pereres. No només
redueix la produccio de les plantes d’una temporada, siné que causa la mort de la planta sencera.’
La malaltia va ser descrita per primera vegada el 1817 als Estats Units i des d’alla s’"ha escampat a
més de 50 paisos d’arreu del mén. Es calcula que el 1999 a Estats Units va causar perdues
economiques de més de 68 milions de dolars i que aquell mateix any a Italia es van perdre
aproximadament 500.000 arbres fruiters.®

Els primers simptomes s’observen a les flors i en els brots joves que s’enfosqueixen, fins a acabar
guedant marrons. A continuacid, la malaltia s’escampa rapidament dels brots joves cap a les
branques més grans i madures. A [l'inici, les fulles de les zones infectades presenten un
enfosquiment del nervi foliar i, en pocs dies, acaben presentant un aspecte completament
necrotic semblant a I'efecte d’'una cremada (Figura 1 A-H). Finalment, apareixen al llarg de la
planta diversos xancres (Figura 1 I-J) i s’observa una caiguda de fulles general que acaba derivant
en la mort de la planta.

Figura 1. Simptomes del foc bacteria en diferents hostes. A-B, pomera silvestre; C-E, perera; F-G, ar¢ blanc; H,
pomera; I-J, perera.8
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El millor tractament descrit fins el moment es basa en I'Us d’estreptomicina, oxitetraciclina o
kasugamicina durant la floracié. Tot i aixd, s’ha observat |'aparici6 de soques resistents a
I’estreptomicina a Estats Units i Canada i, d’altra banda, cap d’aquests tres antibidtics estan
aprovats a la Unié Europea. De fet, E. amylovora esta considerat un organisme de quarantena ala
Unié Europea ja que no existeix cap tractament especific efectiu per combatre el foc bacteria.
Concretament, les Uniques substancies aprovades per la Comissid Europea pel control d’aquesta
malaltia sén I'acibenzolar-S-metil, descrit com a activador de defenses de la propia planta; la
laminarina, un sucre descrit també com a elicitor de defenses; i el vinagre, utilitzat per la neteja i
desinfeccié de les eines que entren en contacte amb les plantes.*

1.1.2 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria

Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav) és un bacteri gramnegatiu causant de la taca
bacteriana de les pebroteres i les tomateres. En un estudi realitzat a Macedonia, pais situat a una
latitud similar a la catalana, Mitrev et. al. varen estimar que la taca bacteriana reduia la produccié
de les plantes afectades entre un 10-20%. De tota manera, si es donen les condicions adequades
de temperatura i humitat, els danys poden ser extremadament superiors.” Aquesta malaltia va ser
identificada per primer cop el 1914 a Sud-africa i el 1921 a Indiana, als Estats Units. Actualment,
és present en uns 85 paisos d’arreu dels cinc continents.®*°

El primer simptoma visible és I'aparicié de lesions circulars que es necrosen, tornant-se marrons o
negres amb un halo clorotic al voltant (Figura 2). En certes condicions d’alta humitat i clima
xafogos, la infeccid pot derivar en una defoliacié de la planta. Tot aixo provoca una reduccié del
creixement i també de la qualitat i quantitat dels fruits.

Figura 2. Simptomes de la taca bacteriana causada per X. axonopodis pv. vesicatoria en fulles de pebrotera.10

El tractament més habitual per combatre la taca bacteriana és I'Us d’estreptomicina o de
compostos cuprics, com I'hidroxid o el sulfat de coure. Tanmateix, |'estreptomicina no esta
permesa a la Unié Europea. De fet, el 1985 es van trobar soques resistents a Méxic, a principis
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dels 90 a Estats Units i a Barbados, i el 2007 a Turquia. Aixi doncs, I'Us de compostos cuprics
constitueix I'Unic tractament aprovat per combatre la infeccié. A més, el vinagre s’utilitza de
forma preventiva per netejar les eines de poda.™

1.1.3 Xanthomonas fragariae

Xanthomonas fragariae (Xf) és també un bacteri del génere Xanthomonas, causant de la taca
angular de les fulles de maduixeres. Aquesta malaltia va ser detectada per primer cop el 1959 a
plantacions comercials de Minnesota, a Estats Units, des d’on s’ha escampat a més de 20 paisos,
principalment d’America i Europa, a través del transport internacional de plancons de maduixera i
d’altre material vegetal.**

Actualment, no es coneix cap control quimic efectiu enfront X. fragariae. Tot i que alguns
compostos de coure mostren certa efectivitat, es requereix una concentracié i una freqiiéncia
d’aplicacié que poden causar fitotoxicitat.”> Aixi doncs, X. fragariae esta considerat un bacteri de
quarantena i I'Ginica solucidé és un estricte control del comer¢ de material vegetal potencialment
afectat. Tot i que la malaltia generalment no és mortal per la planta, provoca una reduccié de la
qgualitat i de la quantitat de fruita produida. A més, la industria estatunidenca de vivers de
maduixeres calcula que aquest estricte control comporta una pérdua anual d’entre 700.000 i
1.100.000 de dolars.**

Els primers simptomes de la infeccid consisteixen en I'aparicié de ferides angulars impregnades
d’aigua i translucides al revers de la fulla (Figura 3 A-B). Al cap de dues setmanes apareixen taques
irregulars marré vermelloses a I'anvers de la fulla (Figura 3 C), principalment en els nervis
principals i secundaris (Figura 3 D), que pot continuar amb un ennegriment dels sepals, la

podridura de les tiges i la mort de la planta.***®

Figura 3. Simptomes de la taca angular de les fulles de la maduixera causada per X. fragariae. A-B, simptomes inicials

al revers de les fulles; C, simptomes del progrés de la malaltia per I’anvers de la fulla; D, progressié de la malaltia en
. 6

els nervis de la fulla.
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1.1.4 Xanthomonas arboricola pv. pruni

La taca bacteriana dels fruiters de pinyol, causada per Xanthomonas arboricola pv. pruni (Xap), va
ser descrita per primer cop el 1903 a Michigan, els Estats Units, en plantacions de pruneres
japoneses, presseguers i nectarines. Actualment, pero, es troba present en més de 35 paisos
d’arreu del mdén i és una de les malalties més importants dels arbres fruiters del génere Prunus,
com ara presseguers, pruneres, ametllers, cirerers o albercoquers. Tot i que normalment no és
mortal, causa una important reduccié de la productivitat dels arbres, alhora que redueix la
qualitat i la comercialitzacié del fruit, incrementant el cost de produccié. **

En els albercoquers, cireres, ametllers i presseguers els simptomes sdn unes taques petites,
pal-lides i irregulars al revers de la fulla, i unes taques evidents i fosques, amb el boral grogés a
I'anvers (Figura 4 A). A més, en alguns casos, les taques poden evolucionar formant perforacions.
D’altra banda, a la superficie del fruit s’observen unes taques petites de color marré, sovint
acompanyades d’un halo clorotic (Figura 4 B). També es desenvolupen xancres lleugerament
foscos impregnats de liquid a les branques.*

A les fulles de les pruneres apareixen unes lesions angulars impregnades de liquid (Figura 4 C) que
rapidament adquireixen un color marré vermellds i, sovint, amb perforacio necrotica. En els fruits
apareixen grans taques negres a la pell (Figura 4 D). En el cas dels cirerers, els fruits poden arribar
a desenvolupar-se de forma distorsionada.®

A

Figura 4. Simptomes d'infeccié de X. arboricola pv. pruni en pruneres i presseguers. A, fulles de presseguer amb

nombroses taques i amb un halo groc al voltant; B, simptomes en préssecs; C, fulla de prunera amb lesions
. . . . 6

angulars impregnades de liquid; D, taques bacterianes en una pruna.
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Actualment, no existeix cap tractament efectiu aprovat a la Unié Europea, sent un bacteri declarat
de quarantena. En les arees infectades el tractament es limita a aplicacions preventives de
compostos de coure quan el bacteri es troba en estadi latent o a I'inici de I'etapa de creixement.
Aguests compostos, pero, presenten una eficacia moderada, una certa fitotoxicitat i existeix el risc
que el bacteri generi resistencia.”

1.1.5 Pseudomonas syringae pv. syringae

Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) és un ampli i heterogeni patovar del bacteri gramnegatiu
Pseudomonas syringae. Aquest bacteri ocupa la primera posicié del ranquing dels 10 bacteris
fitopatogens més importants segons I'impacte econdmic que causen.’

P. syringae pv. syringae es troba present a tots 5 continents i afecta a més de 200 espeécies

1718 incloent plantes ornamentals d’interior, com el filodendre;*® cereals, com el blat o

1

vegetals,
I'ordi;*® herbacies, com la userda;'® cucurbitacies, com la xindria, el meld o el carbassé;’
lleguminoses, com els pésols;'’ la vinya;** i arbres fruiters, com la pomera, el presseguer, el
cirerer, la perera, el mango o la figuera.”*

P. syringae pv. syringae causa perdues economiques anuals molt grans en els diversos cultius
sobretot perque redueix considerablement la produccié de la planta. Es calcula, per exemple, que
en el cas dels pesols aquesta reduccié és d’un 75%," d’un 50% en la userda™ o d’un 30% en les
curcubitacies.”

P. syringae pv. syringae produeix una gran disparitat de simptomes en els diversos hostes.
Tanmateix, de forma general s’observen ferides necrotiques a les fulles, els fruits, els brots joves o
en altres parts de la planta, podent causar, en casos severs, la seva mort.

Aquesta activitat necrotica és causada, en part, pels lipodepsipéptids ciclics siringomicina A, E i G,
essent el més comu el derivat E. Aquests péptids contenen un cicle de nou aminoacids que
presenta un enllag ester entre I'hidroxil de la cadena lateral d’una Ser i el grup acid carboxilic
d’una 4-clorotreonina. Les diferents siringomicines es diferencien per la llargada del grup 3-
hidroxiacil de I'extrem N-terminal, essent de 10, 12 o 14 carbonis per la siringomicina A, E i G,

respectivament (Figura 5).2%%

Figura 5. Siringomicines A, E i G.
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1.1.6 Pseudomonas syringae pv. actinidiae

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) és un altre patovar del bacteri gramnegatiu
Pseudomonas syringae i és el causant del xancre bacteria del kiwi, considerada la malaltia més
greu i destructiva que afecta aquest cultiu. De fet, es calcula que provoca una greu pérdua de
productivitat amb una reduccié d’aproximadament dos tercos respecte a cultius no infectats. Es
va identificar per primera vegada al Japd el 1984 i, actualment, es troba en més de 15 paisos
d’América del Sud, Asia, Oceania i Europa.®>**%’

Les actinidies infectades per P. syringae pv. actinidiae presenten xancres a les branques i troncs
que, principalment a la primavera, expulsen un liquid blanc o rogenc fosc (Figura 6 A-C). A més, les
lenticel-les de les branques infectades solen ser pronunciades. Les fulles presenten lesions
angulars humides que deriven a punts necrotics foscos amb un halo clorotic al voltant (Figura 6
D). Els brots joves i les flors s’enfosqueixen, necrosen i acaben caient. Per ultim, els fruits poden
caure abans d’hora a causa del pansiment de les branques, generant fruits immadurs i impossibles
de comercialitzar. En casos greus pot acabar provocant la mort completa de la planta. **
Actualment, les estrategies de control es limiten a mesures preventives que passen per la
desinfeccié de I'equipament que entra en contacte amb les plantes, el control en els vivers i la
destruccié de la materia vegetal infectada. A Japd es va intentar el control quimic mitjangant I'Us
d’antibiotics i de compostos cuprats, pero el seu Us ha donat lloc a I'aparici6 de soques
resistents.”

Figura 6. Simptomes del xancre bacteria del kiwi causat per P. syringae pv. actinidiae. A, exsudat vermell en un brot
. e 6
jove; B, xancre amb exsudat vermell en un tronc; C, exsudat blanc en una branca; D, taques necrotiques en una fulla.
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1.1.7 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum (Fo) és un complex de més de 120 formae speciales que causen pansiment i
podridura fusariana en més de 100 hostes diferents: lleguminoses, com les mongeteres o
cigroneres; cucurbitacies, com les meloneres; palmeres datileres o d’oli; tomateres; plataners o
cotoners. F. oxysporum fins i tot pot infectar mamifers, com ara els humans, en casos
d’'immunodeficiéncia. Per aix0, F. oxysporum és considerat un dels 10 fitopatogens fungics més
importants del mén.*?!

F. oxysporum es troba present en el sol en forma d’espores dorments des d’on infecta les arrels
de la planta i colonitza el seu sistema vascular provocant-ne I'enfosquiment (Figura 7 A), epinastia
(encorbament de les fulles), reduccié del creixement de la planta, engroguiment del revers de la
fulla, pansiment progressiu de les fulles (Figura 7 B) i les tiges i, finalment, defoliacié i mort de
I’hoste. Aquestes conseqiiéncies provoquen greus pérdues econdomiques en tot el mén.>**
Actualment, existeixen diversos compostos antiflingics aprovats a la Unidé Europea per combatre
la infeccié amb F. oxysporum de cultius de cereals, com el blat o la civada, tant en camp com en el
tractament i esterilitzacié de les llavors. Tot i aix0, la seva eficacia és qliestionable i el control es fa
majoritariament mitjangant I'Us de varietats de plantes resistents o mitjangant I'esterilitzacio del

sol en el cas dels hivernacles.**°

Figura 7. Simptomes de malalties causades per F. oxysporum en plantes d'enciam. A, simptomes en el sistema
vascular de I'enciam; B, fulles d'enciam pansides.

1.1.8 Penicillium expansum

Penicillium expansum (Pe) és el fong responsable de la floridura blava en la fruita un cop collida,
causant perdues en 'emmagatzemament de pomes, peres, kiwis, nectarines, préssecs, cireres,
albercocs, prunes, maduixes i mores, entre altres. Concretament, es calcula que a Estats Units es
perden anualment 4,4 milions de dolars en pomes, sent el patogen més perjudicial per aquesta
fruita un cop collides.***

P. expansum actua secretant un conjunt d’acids organics, principalment acid D-gluconic, que
afavoreixen la degradacié enzimatica de les parets cel-lulars del fruit, provocant la seva podridura
(Figura 8). A més, P. expansum també secreta patulina, una micotoxina toxica pels humans i altres
especies animals, amb efectes teratogenics, carcinogénics i immunotoxics. Tot i aix0, la patulina
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es troba en concentracions baixes en la zona que no esta visiblement afectada per la floridura,

amb la qual cosa, eliminant la zona afectada, s’elimina la contaminacié.***

A la UE s’han aprovat dos fungicides per combatre P. expansum, I'imazalil i el tiabendazole.
També s’utilitza bicarbonat de sodi per desinfectar la fruita abans de ser emmagatzemada.
Tanmateix, I'eficacia d’aquest darrer és limitada i, d’altra banda, s’han descrit resisténcies per part

de P. expansum als fungicides anteriors.**

Figura 8. Simptomes de P. expansum en una poma.36

1.2 Peéptids antimicrobians

1.2.1 Interes i estructura dels peptids antimicrobians

La manca de tractaments no contaminants i efectius per al control de malalties de plantes ha
motivat la recerca de nous compostos. Els péeptids antimicrobians (AMPs) sén una de les
alternatives que es troben sobre la taula i que en aquests Ultims anys esta agafant forga tal com
queda palés a partir de I"'augment significatiu del nimero d’articles cientifics publicats en aquest
camp els darrers anys (Figura 9).%’

Figura 9. Articles cientifics publicats entre el 1997 i el 2017 sobre péptids antimicrobians.®
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Durant la segona meitat del segle XIX ja es va descriure que els fluids corporals d’animals
presentaven propietats antimicrobianes, pero el primer péptid antimicrobia, la nisina, no va ser
aillat i caracteritzat fins el 1947. La nisina és un peptid policiclic de 34 aminoacids que conté
diversos aminoacids no ribosomals com la lantionina, la metil-lantionina, la dehidroalanina i I’acid
dehidroaminobutiric (Figura 10). Es activa contra bacteris grampositius amb concentracions
minimes inhibitories (CMI) nanomolars de manera que, encara avui en dia, s’utilitza en la industria
alimentaria.*

De forma general, els AMPs sén peptids relativament petits de fins a uns 50 aminoacids. Solen
presentar una carrega neta positiva i una proporcié d’aproximadament un 50% de residus
hidrofobics. Aquesta definicié engloba milers de compostos diferents tant naturals com sintétics.
Els AMPs naturals son un element clau en els mecanismes de defensa de diferents organismes
vius de tots els regnes (bacteris, arqueus, plantes, animals, fongs i protists).>”*° De fet, bases de
dades com “The antimicrobial peptide database”*! inclouen més de 3.000 péptids.

La naturalesa cationica dels AMPs, amb una carrega neta compresa normalment entre +2 i +13, és
deguda a la preséncia a la seqliencia de residus de Lys, Arg i, en menor proporcié, d’His. D’altra
banda, el caracter hidrofobic deriva de la presencia de residus de Val, Leu, lle, Ala, Met o Phe. La
naturalesa cationica i la presencia de residus hidrofobics, conjuntament amb una estructura
secundaria concreta, afavoreix que molts AMPs siguin amfipatics, és a dir, que presentin dos
dominis diferenciats, un polar i un altre apolar.

Figura 10. Estructura de la nisina, primer péptid antimicrobia identificat i caracteritzat.
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Els AMPs es poden classificar segons |'estructura secundaria que presenten: helix a, lamina B o
desestructurats (Taula 1). Els péptids amb una estructura d’hélix o sén els més abundants i els
més estudiats. Molts d’ells s’han aillat d’insectes, com sén les cecropines o la melitina; o
d’amfibis, com la magainina-2. Tot i aix0, també se’n troben en mamifers, com seria el cas del
peptid LL-37 en humans. Molts d’aquests peptids no presenten aquesta estructura en solucid
aquosa, perd adopten la conformaciéd d’hélix a quan estan en contacte amb les membranes
biologiques.>***™*

D’altra banda, els peptids que presenten una estructura de lamina B solen contenir residus de Cys
formant enllacos disulfur que estabilitzen aquesta estructura. Alguns exemples de péptids que
presenten fragments amb estructura lamina B sén la protegrina-1, aillada de leucocits porcins, o
la gomesina, aillada d’aracnids com les tarantules.>*>*%

Per ultim, els peptids desestructurats no presenten una conformacio determinada i solen contenir
una gran proporcido de residus d’Arg, Pro o Trp. La indolicidina, present en bovins, o la

crotalicidina(15-34), aillada del veri d’algunes espécies de serp en sén alguns exemples.***434¢
Taula 1. Classes de péptids antimicrobians en base a la seva estructura.
Estructura Peéptid Seqiiéncia Origen Ref.
Cecropina A KWKLFKKIEKVGQONIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAK-NH, Insectes 39
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH, Abelles 39
Helix a
Magainina-2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS Amfibis 39,42
LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES-NH, Humans 42,43
Protegrina-1 RGGRLCYCRRRFCVCVGR Porcs 42,43
Lamina B
Gomesina ZCRRLCYKQRCVTYCRGR Aranyes 45,47
Indolicidina ILPWKWPWWPWRR-NH, Bovins 39,42,43
Desestructurada
Crotalicidina(15-34) RFKKFFKKVKKSVKKRLKKIFKKPMVIGVTI Serps 39,46

1.2.2 Mecanisme d’acci6 dels peptids antimicrobians enfront bacteris

Tot i que el mecanisme d’accié dels AMPs no és del tot conegut, s’ha determinat que la majoria
d’aquests peptids provoquen la disrupcié de la membrana bacteriana. Ara bé, també s’ha descrit
qgue alguns, com la nisina, actuen en receptors especifics amb un mecanisme similar al dels

antibiotics tradicionals.?’3%%8->°
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Degut a la seva cationicitat, els AMPs interaccionen electrostaticament amb la membrana
bacteriana, que presenta carrega negativa. Després d’aquesta interaccié i quan el peptid assoleix
una certa concentracié sobre la membrana, té lloc la seva disrupcid. S’han proposat tres models

mecanistics per explicar aquesta disrupcio: el barrel-stave, el toroidal pore i el carpet (Figura
11) 37,39,44,51

En el model barrel-stave, els peptids, després d’interaccionar amb la membrana, s’introdueixen
perpendicularment en la bicapa formant porus transmembrana. Els peptids es col-loquen en el
porus amb la cara hidrofobica en contacte amb els fosfolipids i amb la cara hidrofilica cationica a
la part interior (Figura 11 A).

En canvi, en el model toroidal-pore els péptids s’insereixen perpendicularment en la bicapa
lipidica amb la cara polar hidrofilica a la part exterior, en contacte amb els grups fosfats dels
fosfolipids. Aquesta insercié resulta en una reordenacid dels fosfolipids i en la curvatura de la
membrana (Figura 11 B).

Finalment, en el model carpet els péptids s’acumulen en la superficie exterior de la bicapa
provocant tensions que acaben en la seva disrupcid i en la formacié de micel-les amb un efecte de
tipus detergent (Figura 11 C).

Barrel-stave \ 4
B Carpet

Toroidal-pore

Figura 11. Models mecanistics de disrupcié de la membrana bacteriana pels péptids antimicrobians.”’

1.2.2.1 Resistencia bacteriana enfront els peptids antimicrobians

La generacié de resistencia bacteriana enfront els antibiotics és un dels problemes més greus
d’avui en dia. Amb el pas dels anys, centenars de productes actius enfront bacteris han perdut la
seva eficacia a causa de I’evolucié d‘aquests microorganismes.

Durant molts anys s’ha considerat que el mecanisme d’accié dels péptids antimicrobians dificulta
I'aparicid de resisténcia bacteriana ja que aix0 suposaria un canvi en 'estructura de la membrana,
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cosa que és dificil. Ara bé, estudis recents indiquen que els bacteris si que poden desenvolupar
37,40,50,52

resisténcia a |’accié dels AMPs.
Concretament, els bacteris poden desenvolupar dos tipus de resistencia als AMPs: intrinseca o
induida. La resistencia intrinseca, o passiva, fa referéncia a propietats que adquireix el bacteri
independentment de la preséncia d’AMPs. D’altra banda, la resistencia induida, o adaptativa, és
resultat d’una resposta del bacteri als efectes dels AMPs.*>°

La resisténcia intrinseca inclou principalment canvis en la carrega neta del bacteri. Per exemple,
s’ha descrit que l'activacid de l'operd dit en el bacteri grampositiu Staphyloccoccus aureus
provoca una reduccid de la carrega neta negativa de la paret cel-lular de S. aureus. D’igual forma,
també s’han descrit canvis en la composicié lipidica i de lipopolisacarids en la paret cel-lular de
bacteris gramnegatius que condueixen a una reduccid de la carrega neta negativa. Aquests canvis
en la paret cel-lular provoquen una disminucid de I'afinitat dels péptids antimicrobians cationics
pels bacteris.’*>

La resisténcia induida inclou diverses estratégies com el transport de proteases i peptidases del
citoplasma a I'espai extracel-lular per degradar els AMPs; |'activacié de bombes per expulsar els
péptids que actuen de forma intracel-lular; o la modificacié de dianes especifiques. Per exemple,
s’ha observat com S. aureus és capac de degradar el péptid LL-37 mitjancant I’Us de la proteinasa
aureolisina.*

1.2.3 Mecanisme d’accio dels peptids antimicrobians enfront fongs

Els estudis mecanistics dels AMPs s’han centrat principalment en la seva activitat enfront els
bacteris. En canvi, el seu mecanisme enfront els fongs ha estat menys estudiat. Tot i aix0, en
general, es creu que aquest mecanisme és molt més complex, ja que generalment implica la
penetracid del peptid al citoplasma del fong i la seva interaccié amb dianes especifiques internes
o la generacié d’espécies reactives d’oxigen (Taula 2).>*>

Aixi, per exemple, el peptid NaD1, aillat de la planta ornamental de tabac Nicotiana alata, o la
histatina 5, localitzada en la saliva humana, s’ancoren inicialment a la paret del fong, a
continuacié s’internalitzen mitjangant endocitosi, i provoquen la mort del fong a causa de la
produccié d’espécies reactives d’oxigen i de la permeabilitzacié de la membrana fungica.>® En
canvi, estudis amb el dodecapeptid Sub 5 o la indolicidina indiquen que hi ha una relacié directa
entre I'activitat antifungica i la capacitat d’internalitzacié del peptid a través de la membrana, i
que interactuen amb dianes especifiques internes, com ara enzims dependents d’ATP.>> En canvi,
altres péptids com la cecropina A o el LL-37 no sembla que interaccionin amb cap diana especifica,
siné que actuen a nivell de la membrana cel-lular provocant-ne la disrupcié.>
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Taula 2. Classes de péptids antifiingics segons el seu mecanisme d'accio.

Mecanisme L. . :
daccié Peptid Seqiiéncia Origen Ref.
NaD1 [ ' f | Nicotiana
Produccio RECKTESNTFPGICITKPPCRKACISEKFTDGHCSKILRRCLCTKPC  alata
d’espécies
. 56
reactives
d’oxigen Histatina 5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY Huma
. Sub 5 RRWKIVVIRWRR Sintetic
Dianes
especifiques 55
internes Indolicidina ILPWKWPWWPWRR-NH, Bovi
Cecropina A KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAK-NH, Insecte
Disrupci6 de la
54
membrana
LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES-NH, Huma

1.2.4 Selectivitat dels péptids antimicrobians

La selectivitat dels péptids antimicrobians ve donada per les diferéncies estructurals existents
entre la membrana bacteriana, la membrana animal i la paret cel-lular dels fongs. D’'una banda, la
membrana bacteriana esta formada, entre altres compostos, per una bicapa de fosfolipids amb
els grups fosfat anionics a la part externa, de manera que presenta una carrega neta negativa
(Figura 12 A). D’altra banda, la membrana animal, com ara la dels mamifers, esta composta d’una
bicapa de fosfolipids en la qual s’embeuen molécules de colesterol. A més els fosfolipids de la part
externa de la membrana tenen caracter zwitterionic, amb la qual cosa aquesta membrana
presenta una carrega neta neutra (Figura 12 B). Per ultim, els fongs tenen una membrana
plasmatica formada per una bicapa de fosfolipids que conté esterols i que esta envoltada per una
paret de polisacarids, com B-glucans i quitina, i de proteines glicosilades amb residus de
carbohidrats anionics (Figura 12 C).3°*>7

La diferéncia de carrega entre la membrana de les cél-lules animals (neutra) i la dels bacteris i
fongs (anionica) explica la selectivitat dels AMPs. Aquests peptids cationics sén atrets
electrostaticament per la membrana bacteriana i fungica, pero no tant per la membrana cel-lular
dels animals. La diferent composicid de les membranes cel-lulars també explica la utilitat dels
AMPs com a compostos antitumorals, ja que la membrana de les cel-lules cancerigenes sol
presentar una carrega negativa neta superior a la de les cél-lules no tumorals.*
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A Membrana bacteriana B Membrana animal
Fosfolipid
zwitterionic
Fosfolipid
anionic
Colesterol

C Paret cel-lular i membrana plasmatica dels fongs

Residus de
—— carbohidrats
anionics

— Quitina

—— Bicapa lipidica

Figura 12. Representacié esquematica de les diferéncies estructurals entre: A, membrana bacteriana; B, membrana
. . 2ae 39,54
animal; C, paret cel-lular i membrana plasmatica dels fongs.

1.3 Estrategies per a la identificaci6 i la millora de peptids
antimicrobians

Les estrategies per a la identificacid de peptids actius es basen en la modificacié de seqiiencies

naturals o bé en el disseny de novo utilitzant eines bioinformatiques.>****’

En aquest ultim cas, les
caracteristiques comunes dels AMPs naturals (carrega neta positiva, amfipaticitat i estructura
secundaria) sén el punt de partida del disseny de nous péptids. Aixi, la combinacié d’'un nombre
determinat de residus cationics (Arg, Lys o His), per facilitar la interaccid electrostatica amb la
membrana bacteriana, i de residus hidrofobics (Ala, Val, Leu, Phe, Tyr o Trp), per afavorir la
insercié a la membrana bacteriana, constitueix una de les aproximacions més emprades.”™*’

Un cop s’ha identificat una seqiiéncia amb un perfil biologic prometedor, les estratégies per
obtenir derivats més actius, menys toxics i més estables son molt diverses. Aquestes estrategies
poden incloure la truncacié de la seqiiencia, la modificacié de I'extrem C- o N-terminal o de
I'esquelet, la sintesi de péptids multimerics, la conjugacié amb péptids o compostos no peptidics,

. .7 . .7 . N . . . 1
la ciclacié o la incorporacié d’aminoacids no proteinogénics, entre d’altres.>>">’
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1.3.1 Truncacio de la seqiiencia peptidica

Els peptids naturals generalment presenten seqliencies relativament llargues, amb la qual cosa
una estratégia util per I'obtencié de nous peéptids és la truncacid de la seqliencia. D’aquesta
manera es poden identificar seqliencies més actives, més curtes i, per tant, més barates i facils de
produir. L'eliminacié de fragments de la seqiiéncia no implicats en I'activitat antimicrobiana pot
suposar, a més, una reduccié de la toxicitat i de la susceptibilitat a la degradacié per proteases.”
Aixi, per exemple, la truncacié de la catelicidina humana LL-37, tant per I'extrem C- com N-
terminal, va mostrar que el fragment corresponent als residus 13-31 constituia el domini minim
necessari per mantenir I'activitat bactericida (Taula 3).%°

Aquesta estratégia, perd, no només es pot aplicar a la truncacié de peptids naturals, siné que
també s’aplica a péptids sintetics. Aixi, Kwon et al. van dissenyar analegs a P5, un peptid hibrid de
cecropina A i magainina 2, per truncacid tant de I'extrem N- com C-terminal. En tots els casos es
va observar una reduccié de I'activitat hemolitica dels péeptids, i alguns fragments varen mantenir
I"activitat (Taula 3).%

Taula 3. Truncacié dels péptids LL-37 i P5: efecte sobre I'activitat antimicrobiana i I'nemolisi.

Peptid Fragment Seqiiencia antiﬁt::;tt)a;:\naa heAr(::J‘ll;:ia(:taia et
LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES

LL-31 1-31 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNL = -

RK-25 7-31 RKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNL = - 60
1G-19 13-31 IGKEFKRIVQRIKDFLRNL = B

RK-13 13-25 IGKEFKRIVQRIK X B,

P5 KWKKLKKPLLKKLLKKL

P5-CT1 1-16 KWKKLKKPLLKKLLK ~ YV

P5-CT2 1-14 KWKKLKKPLLKKL X Vv 61
P5-NT1 3-18 KKLKKPLLKKLLKKL ~ V

PS-NT2  5-18 LKKPLLKKLLKKL X vV

% Els simbols =, ¢i Xindiquen una activitat similar, millor o pitjor que la del péptid inicial, respectivament.

1.3.2 Modificacio de I'’extrem C- o N-terminal

L'acetilaciéo de I'extrem N-terminal i I'amidacié del C-terminal constitueixen estratégies per
millorar I'estabilitat enfront proteases. Aquest efecte, pero, pot dependre de diversos factors com
ara la seqiiencia peptidica inicial, la hidrofobicitat i la proteasa que s’utilitza. Tanmateix, I'acilacié
de I'extrem N-terminal provoca un canvi en la carrega neta del peptid i, en alguns casos, pot anar
acompanyada d’una disminucié de Iactivitat antimicrobiana del péptid.*>>*
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Aixi, s’ha descrit que I'amidacié de I'extrem C-terminal dels peptids Lfcl (RRWQWR) i Com1
(RRWWRF) no modifica significativament la seva estabilitat enfront la degradacié enzimatica, pero
millora lleugerament I’activitat antimicrobiana. En canvi, I'acetilacié d’aquests péptids comporta
una pérdua d’activitat i una millora de I'estabilitat. La combinacié de les dues estratégies dona lloc
a sequiéncies més actives i més estables enfront proteases (Taula 4).%

En un altre exemple, Svenson et al. van estudiar I'efecte de la modificacié de I'extrem C-terminal
amb amides secundaries i terciaries voluminoses. Es varen aconseguir seqliencies amb una major
estabilitat enfront proteases (Taula 4).%

A part de l'acetilacid, també s’ha descrit la modificacié de I'extrem N-terminal d’'un peptid per
incorporacié d’una cadena d’acid gras, donant lloc a lipopéptids amb una activitat biologica
remarcable (veure seccié 1.4).

Taula 4. Modificacio de I’extrem N- i C-terminal dels péptids.

Peptid  Seqiiencia anti/:::itci:(i)tbai:maa Estabilitat’ Ref.
Lfcl RRWQWR

Lfc2 RRWQWR-NH, v .

Lfc3 Ac-RRWQWR XX v ”
Lfca Ac-RRWQWR-NH, v IV

Com1l RRWWRF

Com2 RRWWRF-NH, v ~

Com3 Ac-RRWWRF X N4 ”
Com4 Ac-RRWWRF-NH, v IV

CAP2 RF(4-Ph)R-NHBn

CAP12 RF(4-Ph)R-NHCH,CH,Ph v V4

CAP13 RF(4-Ph)R-NMeBn X vV ”
CAP15 RF(4-Ph)R-NBn, v vv

% Els simbols =, ¢ i X indiquen una activitat similar, millor o pitjor que la del péptid inicial, respectivament.

1.3.3 Modificacions a I'’esquelet

Una altra estrategia per millorar I’activitat bioldgica d’un péptid consisteix en la incorporacié d’un
B-aminoacid o d’una N-alquilglicina (Figura 13). La incorporacié de monomers d’aquest tipus
provoca canvis en I'estructura secundaria del péptid i una disminucid de la degradacié enzimatica,

i pot afectar a les activitats antimicrobiana i hemolitica.>"®*
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Figura 13. Tipus de modificacions que s’incorporen a I'esquelet d’un péptid.

Per exemple, s’observa que la incorporaci6 de [-aminoacids a [I‘estructura del peptid
GLFKIIKKIAKSF-NH,, un derivat de I'aureina 1.2 (GLFDIIKIAESF-NH,), condueix a seqiéncies més
actives enfront Candida albicans i amb una menor activitat hemolitica.®* De forma similar,
Rikeshwer et al. van introduir B-aminoacids a I’AMP A-12, obtenint el peptid BA-12, que, tot i que
presenta menor activitat antimicrobiana, és més resistent a tripsina i a proteinasa K i menys
hemolitic (Taula 5).%

Taula 5. Péptids que incorporen B-aminoacids a la seqiiéncia. Els simbols =, ¢ i X indiquen una activitat similar,
millor o pitjor que la del péptid inicial, respectivament.

peotid Seqiiencia® Activitat Activitat Ref.
€p equencia antimicrobiana®  hemolitica”

Derivat de GLFKIIKKIAKSF-NH,
I'aureina 1.2

GLFKIIKKIAKSF-NH, v XX 65

GLFKIIKKIAKSE-NH, N4 =
A-12 KWLKKWLKWLKK-NH,

66

BA-12 KWLKKWLKWLKK-NH, XX NV

? Els aminoacids subratllats indiquen un B3—aminoécid.
® Els simbols =, ¢ i X indiquen una activitat similar, millor o pitjor que la del peéptid inicial,
respectivament.

D’altra banda, s’ha descrit que el peptoid SPO (Figura 14), analeg del peptid antimicrobia
IOWAGOLFOLFO-NH, (SA4) presenta una activitat antimicrobiana similar a SA4, una millor
estabilitat enfront proteases i una millor activitat antibiofilm.®’

Figura 14. Estructura del peptoid SPO.
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1.3.4 Sintesi de peptids multimerics

Els péptids multimerics son compostos que s’obtenen per unié de diverses seqliéncies
peptidiques a un nucli. La preparacié de peptids multimeérics és una estrategia per millorar tant
I’estabilitat del peéptid enfront a la degradacié enzimatica com I'activitat antimicrobiana. Aquest
augment de l'activitat antimicrobiana es sol atribuir a 'augment de la concentracié local dels
fragments bioactius. Els primers peptids multimeérics es varen preparar mitjangant la unié de
sequencies a un nucli format per residus de Lys. A la Figura 15 es representa el peptid tetrameéric

SB041 que consisteix en un nucli de tres Lys i quatre fragments peptidics.***"®

Figura 15. Estructura del péeptid antimicrobia tetrameéric SB041. (pyrE representa un acid piroglutamic).

S’han desenvolupat altres estrategies sintétiques per obtenir peptids multimerics. Per exemple, Li
et al. van dissenyar i sintetitzar una quimioteca de peptids multimeérics contenint diverses unitats
de 'AMP Chex1-Arg20 (Figura 16). Concretament, varen preparar el dimer A3-APO, amb un nucli
d’acid 2,4-diaminobutiric (Dab), i tetramers amb un nucli de ditiolmaleimida o de p-xilé (tetramer-
DTM-NHNH, i tetramer-xile-NHNH,, respectivament). Mentre que Chex1-Arg20 no és actiu
enfront Acinetobacter baumannii i Pseudomonas aeruginosa, (concentracid minima inhibitoria
(CMI) >100 i 56,3 uM, respectivament), els péptids multimérics anteriors sén actius enfront
ambdds patogens amb CMls entre 1,1 12,7 uM.*
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Figura 16. Estructura del peptid Chex1-Arg20 i dels seus derivats multimeérics A3-APO, tetramer-DTM-NHNH, i
tetramer-xile-NHNH,. (Chex correspon a 1-aminociclohexancarboxilat).

1.3.5 Conjugacio amb compostos peptidics i no peptidics

La unié covalent d’una seqiiencia peptidica amb una altra molecula és una estratégia molt
utilitzada per aconseguir compostos més efectius. Els péptids es poden conjugar amb diversos
tipus de compostos: des de péptids fins a antibiotics, entre d’altres.

1.3.5.1 Conjugacié d’'un péptid antimicrobia amb un altre péptid

La conjugacio de dos péptids, de naturalesa semblant o diferent, és una estrategia efectiva per tal
d’intentar sumar les caracteristiques positives de cadascuna de les unitats. Aquesta estratégia pot
involucrar, per exemple, la unié d’'un péptid antimicrobia molt actiu perd toxic amb un altre poc
actiu i poc toxic, per proporcionar un compost quimeéric amb una elevada activitat antimicrobiana
i una baixa toxicitat.” Un exemple seria el péptid resultant de la conjugacié de la melitina(12-26)
(activa i toxica) amb la tanatina (poc activa i toxica). Aquest péptid conjugat, GLPLLISWIKRKRQQ-
AGP-GSKKPVPIIYCNRRTGKCQRM, mostra una elevada activitat antimicrobiana i una baixa activitat
hemolitica (Taula 6).”°

D’altra banda, Wade et al. van dissenyar i sintetitzar 16 peptids conjugats contenint seqliencies
amb diferents mecanismes d’accié. Concretament, aquest conjugats combinen la buforina I
(TRSSRAGLQWPVGRVHRLLRK) i el peptid DesHDAP1 (ARDNKKTRIWPRHLQLAVRN), que creuen la
membrana bacteriana, i la parasina (KGRGKQGGIVRWKAKTRSS) i la magainina 2
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(GIGKWLHSAKKFGKAFVGEIMNS), que la permeabilitzen. En aquest estudi van avaluar la influéncia
de l'ordre de les seqliencies en I'activitat del peptid conjugat. En tots els casos es va observar que
el mecanisme predominant era la permeabilitzacié de la membrana i alguns péptids conjugats
varen resultar ser més actius que els peéptids lliures (Taula 6).”*

Taula 6. Péptids conjugats contenint dues seqiiéncies peptidiques.

Estructura Seqiiéncia Activitat Activitat
9 antimicrobiana®  hemolitica®

Melitina(12-

26)-AGP- GLPLLISWIKRKRQQ-AGP-GSKKPVPIIYCNRRTGKCQRM Vv vV

tanatina

Buforinal-A- TRSSRAGLQWPVGRVHRLLRK-A-KGRGKQGGIVRWKAKTRSS X _

parasina

Parasina-A- KGRGKQGGJVRWKAKTRSS-A-TRSSRAGLQWPVGRVHRLLRK ~ -

buforina Il

Buforina II- TRSSRAGLQWPVGRVHRLLRK-GIGKWLHSAKKFGKAFVGEIMNS X -

magainina2

I';"iga,i"‘“fl‘z' GIGKWLHSAKKFGKAFVGEIMNS-TRSSRAGLQWPVGRVHRLLRK v -
urorina

DesHDAP1-A-  ARDNKKTRIWPRHLOLAVRN-A-GIGKWLHSAKKFGKAFVGEIMNS v -

magainina2

Magainina2-A- GG KWL HSAKKFGKAFVGEIMNS-A-ARDNKKTRIWPRHLQLAVRN vV B

DesHDAP1

BMAP-27(9-

20)-LL-37(17- KFKKLFKKLSPV-FKRIVQRIJDFLR v N

29)

% Els simbols =, ¢/ i X indiquen una activitat similar, millor o pitjor que la dels péptids lliures, respectivament.

Al Tall et al. van sintetitzar el peptid conjugat KFKKLFKKLSPV-FKRIVQRIJDFLR corresponent a la
unié entre BMAP-27(9-20) (GRFKRFRKKFKKLFKKLSPVIPLLHL) i LL-37(17-29)
(LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDLFLRNLVPRTES), dos AMPs d’origen bovi i huma, respectivament.
Aquest péptid conjugat va mostrar una activitat antimicrobiana més elevada que els péptids
lliures i una activitat hemolitica menor (Taula 6).”

1.3.5.2 Conjugacid d’'un peptid antimicrobia amb un antibiotic

S’han descrit estudis sobre la conjugacié covalent d’'un péeptid amb un antibiotic amb 'objectiu
d’obtenir compostos que presentin les activitats d’aquests dos components. En general, s’observa
gue la conjugacié redueix la dosi necessaria d’antibiotic a més de dificultar el desenvolupament
de resisténcia bacteriana.”*”*

En aquest sentit, Deshayes et al. varen conjugar seqliencies peptidiques amb [’antibiotic
tobramicina obtenint conjugats amb una elevada activitat antimicrobiana i una baixa activitat
hemolitica. D’entre aquests, va destacar tobramicina-GWRRNQFWIKIQR-NH, (MAAPCO03, Figura
17) per al que estudis del mecanisme d’accié varen indicar que I'activitat antimicrobiana era
deguda majoritariament a I'antibiotic i no Unicament a la disrupcié de la membrana per part del
peptid (Taula 7).”*"
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Figura 17. Estructura del péptid conjugat MAAPCO3.

En altres casos s’ha descrit que el péptid és el principal responsable de I'activitat antimicrobiana
d’aquest tipus de conjugats. Per exemple, peptids conjugats derivats de la levofloxacina i 'AMP
RGRRSSRRKK-NH, (Pep-4), com el Pep-4-LVFX (Figura 18), mostren una millor activitat que el
péptid no conjugat. De tota manera, el mecanisme d’accié es deu a la disrupcié de la membrana

bacteriana (Taula 7).>"7*7®

Figura 18. Estructura del péptid conjugat Pep-4-LVFX.
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Taula 7. Péptids conjugats contenint un péptid antimicrobia i un antibiotic.

peptid Segiidncia Activitat Activitat
P 9 antimicrobiana®  hemolitica®
P3 GWRRNQFWIKIQR-NH,
75
MAAPC03  Tobramicina-GWRRNQFWIKIQR-NH, vV Vv
Pep-4 RGRRSSRRKK-NH,
76
:32;(4' Levofloxacina-RGRRSSRRK(Levofloxacina)K(Levofloxacina)-NH, v -

% Els simbols =, ¢ i X indiquen una activitat similar, millor o pitjor que la del péptid inicial, respectivament.

1.3.5.3 Conjugacio de peptids antimicrobians amb altres compostos

A la bibliografia també s’han descrit conjugats de péptids antimicrobians amb compostos
inorganics, polimerics o al-lotrops de carboni, entre altres. Pel que fa als compostos inorganics,
s’han utilitzat nanoparticules d’or i plata, particules de silice o complexos metal-lics com el
ferroce. En general, els conjugats sén més estables enfront la degradacid enzimatica i, en alguns
casos, presenten una activitat antimicrobiana millor i una toxicitat menor. 3973

D’altra banda, la conjugacié d’un péptid amb un compost polimeéric va ser una de les primeres
estrategies utilitzades per millorar les propietats dels peéptids, sent el polietilenglicol un dels
polimers més utilitzats. El conjugat resultant generalment és menys toxic i més estable enfront a
la degradacié enzimatica que el péptid de partida. Malgrat aix0, aquests conjugats sovint mostren
una activitat antimicrobiana menor.*

També s’ha descrit la unié de peptids a cadenes de polisacarids com el quitosan o I'acid
hialuronic. Els corresponents conjugats en general presenten una menor toxicitat, mentre que la
seva activitat antimicrobiana es manté o augmenta.39

A la bibliografia també es troben exemples de péeptids conjugats amb al-ldtrops de carboni, com
ara grafé o nanotubs de carboni. Recentment, Lu et al. han sintetitzat conjugats de melitina amb

grafé que mostren valors menors de CMI que la melitina lliure.*®”’

1.3.6 Ciclacido

Molts péptids antimicrobians d’origen natural presenten una estructura ciclica. Un exemple és la
gramicidina S, un dels primers AMPs utilitzat a gran escala com a antibiotic, que és un
ciclodecapeptid produit per Bacilus brevis. En general, els peptids ciclics mostren una conformacio
més restringida que les corresponents seqiiencies lineals, a més d’una millor activitat i estabilitat
enfront proteases. Aixi doncs, inspirats en aquests peptids naturals s’han establert diverses
estrategies per sintetitzar peptids ciclics. En base a la posicid dels aminoacids implicats en la
ciclacid, els peéptids es classifiquen en: cap-cua, cap-cadena lateral, cadena lateral-cua i cadena
lateral-cadena lateral (Figura 19).
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Figura 19. Tipus de péptids ciclics.”®

La ciclacid dels péptids lineals es pot dur a terme mitjancant diversos tipus de reaccions entre les
que destaquen la formacié d’un pont disulfur, les reaccions click o la formacié d’un enllag amida.
La ciclacié mitjancant un pont disulfur implica la reaccié entre les cadenes laterals de dos residus
de Cys. Aquesta estrategia pot conduir a subproductes no desitjats, com ara productes
multimerics, i, a més, genera un enlla¢ disulfur molt susceptible a condicions reductores. La
utilitzacid d’una reaccié click per a la preparacid de peptids ciclics implica la cicloaddicié 1,3-
dipolar entre les cadenes laterals d’un azido i d’un alquinil aminoacid presents en la mateixa
seqliéncia. Aquesta reaccid esta catalitzada generalment per Cu® i dona lloc a la formacié d’un
1,2,3-triazole. Una altra aproximaciéo ampliament utilitzada consisteix en la formacié d’un enllag
amida entre el grup amino i el grup acid carboxilic de dos aminoacids, que es poden trobar a
I'extrem N- o C-terminal o en posicions intermédies de la seqliencia. Aquesta estrategia de

ciclacié requereix I's de grups protectors que es puguin eliminar de manera selectiva.”®®°

1.3.7 Incorporacié d’aminoacids no proteinogénics

Una altra estrategia per millorar el perfil biologic dels AMPs és la incorporacié d’aminoacids no
proteinogenics, tant naturals com sintetics. De fet, apart dels 20 aminoacids proteinogénics, es
comptabilitza que existeixen més de 900 aminoacids naturals no codificats mitjangant processos
ribosomatics i més d’un centenar d’aminoacids sintetics.®*

La incorporacid d’un aminoacid no proteinogénic generalment causa una reduccié de la
susceptibilitat a la degradacié enzimatica, ja que les proteases no reconeixen els enllacos amida
on intervenen aquests residus. A més, la incorporacié de, per exemple, D-aminoacids,
especialment a la cara apolar del peptid, esta directament relacionada amb una disminucié de
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I'activitat hemolitica, mentre que es manté |'activitat antimicrobiana. Aixo s’atribueix al fet que
aquesta incorporacié provoca una certa distorsid en I’estructura secundaria del péptid. Aquests
efectes s’han descrit per Huang et al. en un estudi basat en el péeptid Ac-
KWKSFLKTFKSLKKTVLHTLLKAISS-NH, (A12L/A20L) en el que varen substituir diversos aminoacids
pel seu D-enantiomer. De forma similar, Jia et al. van observar que la incorporacié de D-
aminoacids a I'estructura del peptid ILGTILGLLKSL-NH, (Polybia-CP) reduia I’activitat hemolitica i

augmentava I'estabilitat enfront tripsina (Taula 8).82%

Taula 8. Efecte de la incorporacié de p-aminoacids en la seqiiéncia de A12L/A20L i Polybia-CP.

peptid Seqiiéncia® Activitat Activitat Ref.
P 9 antimicrobiana®  hemolitica”

A12L/A20L Ac-KWKSFLKTFKSLKKTVLHTLLKAISS-NH,

L12,/120, Ac-KWKSFLKTFKSIKKTVLHTILKAISS-NH, =~ vV 82

L6p/L12,/120, Ac-KWKSFIKTFKSIKKTVLHTILKAISS-NH, = N4

Polybia-CP ILGTILGLLKSL-NH,

D-lys-CP ILGTILGLLKSL-NH, X vV 85

D-CP ilgtilgllks|-NH, = v

® Les lletres minuscules sén b-aminoacids.
Els simbols =, ¢ i X indiquen una activitat similar, millor o pitjor que la del péptid inicial, respectivament.

1.4 Lipopeptids antimicrobians

Existeix una gran varietat de lipopéptids, tant naturals com sinteétics, tant ciclics com lineals i amb
activitats diverses: antimicrobiana, antifingica i antitumoral, entre d’altres. En general, els
lipopéptids antimicrobians presenten un mecanisme d’accié similar al dels péptids antimicrobians
(seccid 1.2.2). Inicialment, la part hidrofilica del lipopéptid i la membrana bacteriana
interaccionen electrostaticament i, seguidament, la part hidrofobica s’insereix en la paret
bacteriana provocant-ne la disrupcid i la mort del bacteri. Aixi doncs, la cadena d’acid gras
afavoreix aquesta insercié resultant en l'increment d’activitat. De tota manera, cal tenir en
compte que la preséncia d’aquesta cadena també pot provocar un augment de I'afinitat per les

membranes de les cél-lules eucariotes, donant lloc a una major toxicitat.®°

1.4.1 Lipopeptids naturals

A la natura s’hi troba una gran varietat de lipopéptids, principalment d’origen bacteria i fungic, i
gue presenten una estructura lineal o ciclica. Alguns exemples de lipopeptids lineals aillats de
fonts naturals sén la tridecaptina Al, la tauramadina i la dragomida E (Figura 20). La tridecaptina
Al, aillada de Paenibacillus terrae i amb una estructura analoga a les polimixines, consisteix en
una sequencia de 13 aminoacids i una cua lipidica de nou carbonis. Aquest lipopéptid és actiu
enfront bacteris grampositius i gramnegatius.’® La tauramadina és un lipopentapéptid lineal amb
una cua lipidica de sis carbonis, aillat de Brevibacillus laterosporus, amb una activitat
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antibacteriana important.”” La dragomida E és un altre lipopentapéptid lineal que incorpora un
grup acil de nou carbonis amb activitat antileishmania.”

D’altra banda, alguns exemples de lipopéptids ciclics naturals sén les fengicines, les arilomicines o
la daptomicina (Figura 20). Les fengicines sén una familia de ciclolipodepsipéptids, aillats de
diverses soques de Bacillus. La seva estructura conté un macrocicle de vuit aminoacids amb un
enllag ester entre el grup fenol d’'una Tyr i el grup a-carboxilic d’'una lle, i una cadena PB-
hidroxilipidica d’entre 14 i 16 carbonis. Presenten una activitat antifingica elevada alhora que una
hemolisi relativament baixa.’ Les arilomicines presenten un anell format per tres aminoacids amb
un enllag biarilic entre una 4-hidroxifenilglicina i una Tyr. L’extrem N-terminal d’aquest anell es
troba metilat i derivatitzat amb un tripeptid acilat amb un acid gras de 12-16 carbonis. Aquests
lipopéptids sén actius enfront bacteris grampositius i gramnegatius.” Per ultim, la daptomicina és
un lipodepsipeptid ciclic format per un anell de 10 aminoacids amb un enllag ester entre el grup
alcohol d’una Thr i el grup a-carboxilic d’una cinurenina. L'extrem N-terminal presenta un
tripéptid acilat amb un grup decanoil. La daptomicina mostra activitat enfront bacteris

grampositius.%’97

Figura 20. Estructura de lipopéptids naturals lineals i ciclics.
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1.4.2 Lipopeptids sintetics

A la bibliografia es troben nombrosos exemples de lipopéptids sintetics. Per exemple, Laverty et
al. van dissenyar i sintetitzar lipopéptids ultracurts. Es consideren ultracurts aquells péptids que
contenen menys de 7 residus. Els lipopéeptids dissenyats per Laverty et al. varen resultar de
I'acilacié del tetrapeéptid OOWW-NH, amb una cadena lipidica de 6 a 16 carbonis. Els lipopéptids
que contenien un fragment acil de 12 o 14 carbonis, a diferéncia del peptid de partida, van
mostrar una elevada activitat antimicrobiana amb una CMI <1,95 pM enfront S. aureus (Taula 9).%

Siano et al. van dissenyar i sintetitzar lipopéptids antimicrobians derivats de Gr-SL3 (34-45), que
correspon al fragment 34-45 de la proteina humana granulisina. Mentre que Gr-SL3 (34-45) no va
presentar activitat antimicrobiana, els derivats contenint un fragment lauroil o palmitoil varen
mostrar activitat antimicrobiana enfront Mycobacterium tuberculosis i una activitat hemolitica
moderada (Taula 9).%

Taula 9. Efecte de la incorporacié d’un fragment acil a la seqiiencia OOWW-NH,, Gr-SL3 (34-45), GZCO i

LF11-215.
. s Activitat Activitat
Peptid Sequiencia antimicrobiana”  hemolitica” Ref.
OOWW-NH,
C,,H,3CO-O0WW-NH, IV X 08
C,5H,,CO-00WW-NH, v B}
Gr-513 (30-45) CRTGRSRWTDVC
Gr-SL3-lauric C,,H,;CO-CRTGRSRWTDVC 99
(Lau-34-45) e p v Xx
Gr-SL3-palmitic ¢ _H,,CO-CRTGRSRWTDVC
(Pal-34-45) e v X
GZCo XXXLFXL-NH,?
GZC6 CsH;;,CO-XXXLFXL-NH,? v B}
100,101
GZC6B C,HsCHCH,C,H,CO-XXXLFXL-NH,? NN v
GzC14 C,3H,7CO-XXXLFXL-NH,? vV XX
LF11-215 FWRIRIRR-NH,
102
DI-MB-LF11-215 C,H<C(CH,),CO-FWRIRIRR-NH, v =~

®X representa un residu d’acid 2,4-diaminobutiric.
PEls simbols =, ¢ i X indiquen una activitat similar, millor o pitjor que la del péptid inicial, respectivament.

D’altra banda, Kihara et al. van observar que I'acilacié de I'extrem N-terminal del péptid GZCO, un
derivat de la batacina, amb acid hexanoic, 4-metilhexanoic o miristic va conduir a seqiiencies més
actives enfront bacteris tant grampositius com gramnegatius. Van observar que el lipopéptid amb
el fragment acil més llarg (GZC14) presentava una menor activitat antibacteriana i una major
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activitat hemolitica que els lipopéptids amb un grup hexanoil (GZC6) o 4-metilhexanoil (GZC6B).
100,101

Aquest darrer és el que va mostrar un millor perfil biologic (Taula 9).
Per la seva banda, Sanchez-Gémez et al. varen preparar lipopéptids antimicrobians derivats del
peptid FWRIRIRR-NH, (LF11-215) mitjan¢ant I'acilacié de I'extrem N-terminal. Aquests lipopéptids
varen mostrar una CMI inferior a la de LF11-215 enfront cel-lules planctoniques de P. aeruginosa
i, sobretot, enfront biofilm. En va destacar C,HsC(CH;),CO-FWRIRIRR-NH, (DI-MB-LF11-215), amb
un grup 2,2-dimetilbutanoil a I'extrem N-terminal, que va presentar una CMI de 12,3 uM enfront
P. aeruginosa (Taula 9)."*

Cal destacar que també s’han descrit lipopéptids actius enfront patogens de plantes. Per exemple,
el grup de Shai va desenvolupar un conjunt de lipopéptids cationics ultracurts amb estructura R-
KXXK-NH,, on X correspon a Leu, Ala, Gly o Lys, i R a una cadena lipidica d’entre 12 i 16 carbonis.
D’aquest conjunt en va destacar C;3H,;,CO-KLLK-NH, (C14-KLLK) (I'aminoacid subratllat indica un D-
enantiomer) que va mostrar una activitat antimicrobiana elevada enfront diversos fitopatogens
fungics i bacterians.'® En un posterior estudi, se’n va avaluar la capacitat d’estimular el sistema
immune de les plantes. En aquest cas varen destacar C;5H3;CO-KKKK-NH, (€C16-KKKK) i C,5H3,CO-
KLLK-NH, (€C16-KLLK) que, tot i no ser els lipopéptids amb una major activitat antimicrobiana,
varen resultar ser els que presentaven una major capacitat d’estimular les defenses de plantes de
cogombrera i d’Arabidopsis thaliana.'*****

Camo et al. varen desenvolupar una quimioteca de 33 lipopéptids derivats de KKVVFWVKFK-NH,
(KSL-W), amb un fragment acil (butanoil, hexanoil o lauroil) a I’'extrem N-terminal o a la cadena
lateral d’un residu de Lys incorporat a cadascuna de les posicions de la seqiieéncia. En aquest cas,
aquests lipopeptids varen mostrar, en general, una menor activitat que KSL-W enfront els
fitopatogens testats. Es va observar que els derivats amb un fragment lipidic més llarg (lauroil)
presentaven una activitat antimicrobiana generalment superior a la dels lipopéptids incorporant
un grup butanoil o hexanoil. Aixi mateix, en general, tots els lipopéeptids varen mostrar una baixa o
moderada toxicitat. Les seqliéncies amb un millor perfil d’activitat bioldgica varen ser BP410 i
BP411, amb un grup hexanoil o lauroil a I'extrem N-terminal, i BP432 amb un grup lauroil a la

cadena lateral d’una Lys a la posicié 4 (Taula 10).'®

Taula 10. Efecte de la incorporacié d’un fragment acil a la seqiiéncia dels péptids KSL-W i BPC194.

Activitat Activitat

S " Fitotoxicitat® Ref.
antimicrobiana®  hemolitica®

Peéptid Seqiiéncia

ksbw  KKVVFWVKFK-NH,

BP410  CoHy,CO-KKVVFWVKFK-NH, X v v
BPa11  Ci;Hy3CO-KKVVFWVKFK-NH, X X v 105
BPa32  Ac-KKVK(COC,;H,)FWVKFK-NH, X X v
Bpc194  ¢(KKLKKFKKLQ)
106,107

BPC500  C(KKLKK(COC;H,)FKKLQ) v X v

®Els simbols =, ¢/ i X indiquen una activitat similar, millor o pitjor que la del péptid inicial, respectivament.
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En un altre estudi, Vila et al. varen sintetitzar una quimioteca de lipopéptids ciclics derivats del
péptid ciclic antimicrobia ¢(KKLKKFKKLQ) (BPC194) per acilacié de la cadena lateral d’un residu de
Lys. Es va estudiar la influencia de la llargada de la cadena lipidica en I'activitat antibacteriana.
BPC500, que incorpora un grup butanoil, a la posicié 5 va ser el lipopéptid ciclic més actiu (Taula
10).106,107

1.5 BP100, un peptid antimicrobia i molt més

1.5.1 Identificacié de BP100

Entre finals dels anys 80 i principis dels anys 90 el grup de Merrifield va sintetitzar diversos
peptids hibrids de cecropina A i melitina d’entre 15 i 37 aminoacids amb |'objectiu d’identificar
seqiiencies amb un millor perfil biologic que aquests péptids naturals.’®**° La cecropina A va ser
aillada inicialment de I'arna Hyaliphora cecropia i consisteix en una seqiiencia de 37 aminoacids
que presenta dues heélixs a unides per un pont flexible format per quatre residus (AGPA). Mentre
que I'helix de I'extrem N-terminal és basica i amfipatica, I'helix de I'extrem C-terminal és
hidrofobica. Aquesta estructura secundaria li confereix una activitat antibacteriana diversa i una
toxicitat baixa enfront cél-lules eucariotes. D’altra banda, la melitina és un peptid de 26
aminoacids que forma part del veri d’abella. També consta de dues helixs a unides per un
fragment central flexible. A diferéncia de la cecropina A, I'hélix de I'extrem C-terminal és basica i
la de I'extrem N-terminal és hidrofobica. També presenta activitat antibacteriana, pero és toxica
enfront cel-lules eucariotes. Els estudis del grup de Merrifield amb els péptids hibrids de
cecropina A-melitina varen mostrar que aquells que presentaven un millor perfil biologic eren els
que contenien un fragment de I'heélix a polar de la cecropina A a l'extrem N-terminal
conjuntament amb un fragment de I’hélix a hidrofobica de la melitina a I'extrem C-terminal.

A finals dels anys 90, Cavallarin et al. varen identificar 'undecapéptid cecropina A(2-8)-melitina(6-
9) (WKLFKKILKVL-NH,, Pep3).""! Aquest péptid presenta activitat enfront bacteris i fongs, és
amfipatic, amb 4 aminoacids hidrofilics a una cara de I'hélix i 7 residus hidrofobics a la cara
contraria, tal com s’observa a la projeccié d’Edmunson representada a la Figura 21.*

Amb aquests precedents, el grup LIPPSO, conjuntament amb el grup CIDSAV, va dissenyar 22
analegs de Pep3: (i) per modificacid de I'extrem C-terminal (acid carboxilic o amida) o de I'N-
terminal (lliure o derivatitzat amb un grup acetil (Ac), tosil (Ts), benzoil (Bz), benzil (Bn) o

1% (situats a la interficie entre les cares polar i apolar

palmitoil); (ii) substitucié del Trp' i/o de la Va
del péptid, Figura 21) per residus amb diferent grau d’hidrofobicitat i hidrofilicitat; (iii) truncacié
dels extrems N- o C-terminal. D’aquest estudi es va identificar KKLFKKILKFL-NH, (BP76), que
presenta una millor activitat antimicrobiana enfront E. amylovora, P. syringae pv. syringae i X.

axonopodis pv. vesicatoria que Pep3, i una activitat hemolitica menor.'

A partir d’aquests resultats es va dissenyar una quimioteca de 125 péptids (CECMEL11), per
investigar la influéncia dels residus de les posicions 1 i 10. Concretament, es va incorporar Lys,
Leu, Trp, Tyr o Phe a la posicié 1, i Lys, Val, Trp, Tyr o Phe a la posicié 10. A més I'extrem N-
terminal es va derivatitzar amb un grup Ac, Ts, Bz o Bn (Figura 21). D’entre aquesta quimioteca,
118 péeptids van mostrar una potent activitat antimicrobiana enfront E. amylovora, P. syringae pv.
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syringae i X. axonopodis pv. vesicatoria i, concretament, 18 péptids varen ser més actius que
BP76. El peptid amb un millor perfil biologic va ser KKLFKKILKYL-NH, (BP100), que presenta una
carrega neta de +6, un 45% de residus hidrofobics, una CMI <7,5 uM enfront els 3 bacteris
gramnegatiu testats i una hemolisi del 22% a 150 uM.'** En estudis posteriors es va estudiar
I'activitat dels 125 peptids d’aquesta quimioteca enfront els fongs F. oxysporum i P. expansum.
Concretament, BP100 va mostrar una CMI compresa entre 0,8 i 1,6 uM enfront F. oxysporum i
una CMI >25 uM enfront P. expansum.'*

Figura 21. Projeccié d'Edmunson de I'estructura Pep3, dels péptids de la quimioteca CECMEL11 i de BP100. Els
aminoacids polars es troben representats en vermell i els hidrofobics en negre.

1.5.2 Mecanisme d’accio de BP100

Analogament a altres AMPs, el mecanisme d’accié de BP100 no és del tot conegut. No obstant, els
estudis realitzats en aquest sentit mostren que BP100 actua sobre la membrana bacteriana,
provocant-ne la seva desestabilitzacié i la conseqlient mort del bacteri.

Concretament, s’ha estudiat el mecanisme de BP100 mitjancant simulacions de dinamica
molecular utilitzant diferents models de membrana. D’una banda, Alves et al. van concloure que,
de forma general, BP100 no presenta una estructura definida en solucid i que pren una estructura
d’helix a de 15,57 A de llargada quan esta en contacte amb la membrana bacteriana. Aquesta

llargada no és suficient per a qué BP100 pugui inserir-se formant porus.™® D’altra banda, Park et
al. van observar que BP100 interacciona inicialment amb la membrana bacteriana de forma

electrostatica a través dels residus de Lys. A continuacid, I’helix fa un gir i les interaccions de la
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cara polar amb la membrana bacteriana disminueixen, mentre que les interaccions amb la cara
hidrofobica augmenten, resultant en una lleugera insercié de BP100 en la bicapa lipidica.'”’

Aquests estudis computacionals es veuen reforcats amb estudis empirics. Concretament, el grup
de M. A. R. B. Castanho va observar que BP100 neutralitza i permeabilitza la membrana a
concentracions proximes a la CMI mentre que la creua a concentracions inferiors.™® D’altra
banda, el mateix grup va mostrar, mitjancant microscopia de forca atdmica que, després de 30
min de la neutralitzacid inicial, sdn visibles efectes a la membrana (Figura 22 D). Després de 2 h es
va observar la formacié d’estructures de tipus vesicula i la disrupcié de la membrana bacteriana
(Figura 22 E i F)."*® Aquest efecte permeabilitzador de la membrana sembla que depén de la
concentracié local del peptid sobre el bacteri, deformant i tensionant la membrana a
concentracions baixes i provocant la formacié d’estructures tipus micel-les o clusters a

concentracions més altes.'*>*?°

Figura 22. Efecte de BP100 en Escherichia coli. Imatges obtingudes per microscopia de for¢a atomica. A-C, E. coli en
una solucié tampé (control); D-F, E. coli en una solucié de BP100 3 p.M.119

El grup d’A. S. Ulrich va determinar mitjancant ressonancia magnética nuclear (RMN) que BP100
actua de forma monomeérica, sense formar agregats, situant-se paral-lelament a la membrana
bacteriana i amb I’extrem C-terminal lleugerament inserit en aquesta.’** ™%

Finalment, Zamora-Carreras et al. varen sintetitzar derivats de BP100 per substitucié de cadascun
dels 11 aminoacids de la seva seqiiéncia per un residu d’Ala. Es va observar que aquesta
substitucié d’un residu hidrofilic, tot i que comporta la perdua de carrega neta del péptid, no
efecta substancialment I’activitat. En canvi, la substitucié d’un residu hidrofobic per una Ala causa
una perdua acusada de I'activitat, cosa que demostra la importancia de la cara hidrofobica de
I'helix o de BP100."**
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Tots aquests estudis semblen indicar que el mecanisme d’accié de BP100 és similar al del model
carpet (seccio 1.2.2), segons el qual I'acumulacié del peptid a la superficie exterior de la bicapa
provoca tensions en la membrana que acaben en la seva disrupcid i en la formacié de micel-les

per un efecte detergent (Figura 11 C).116120121123-125

1.5.3 Peptids antimicrobians derivats de BP100

A la bibliografia existeixen multiples exemples de péptids derivats de BP100 que s’han dissenyat
amb l'objectiu de millorar la seva activitat antimicrobiana, reduir la seva hemolisi o millorar la
seva resisténcia enfront la degradacié enzimatica. Aixi, s’han sintetitzat derivats de BP100 per
modificacié de la seqiiéncia o de I'esquelet (peptidomimetics), derivats multimerics, conjugats i
lipopéptids. A continuacid, es recullen els principals derivats de BP100 descrits.

1.5.3.1 Derivats de BP100 per modificacio de la seqiiéncia

Torcato et al. varen dissenyar i sintetitzar dos peptids analegs de BP100, substituint les Lys per
Arg i incorporant un residu de Trp a la posicié 10. Els péptids resultants RRLFRRILRYL-NH, (R-
BP100) i RRLFRRILRWL-NH, (RW-BP100) varen ser més actius que BP100 enfront patogens
gramnegatius (E. coli, P. aeruginosa i Klebsiella pneumoniae) i, especialment, enfront patogens
grampositius (S. aureus, Streptococcus pneumoniae i Enterococcus faecium), perd també més
hemolitics (Taula 11)."°

Taula 11. Péptids derivats de BP100 per modificacio de la seqiiéncia amb aminoacids proteinogénics.

Activitat antimicrobiana®

Peptid Seqiiéncia o . Activitat hemolitica®  Ref.
Grampositiu Gramnegatiu
BP100 KKLFKKILKYL-NH,
R-BP100 RRLFRRILRYL-NH, v v X
126
RW-BP100 RRLFRRILRWL-NH, v v X
RKLFKRILKYL-NH, X XX X
KRLFRKILKYL-NH, vV vV X
KKLFKKILRYL-NH, v vV =
127
KRLFRKILRYL-NH, vV XX
KKLFRRILKYL-NH, v N4 XX
RRLFKKILKYL-NH, v ~ XX
BP100K2A KALFKKILKYL-NH, ~ X N4
124
BP100K9A KKLFKKILAYL-NH, ~ X N4

% Els simbols =, ¢ i X indiquen una activitat similar, millor o pitjor que BP100, respectivament.

Seguint aquesta mateixa estrategia, Oddo et al. van dissenyar i sintetitzar 6 péeptids derivats de
BP100 reemplagant una, dues o tres Lys de la seqliéencia de BP100 per Arg. Cinc dels 6 peptids
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sintetitzats van mostrar una CMlI inferior a BP100 enfront els patogens testats (E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa, K. pneumoniae, E. faecium i A. baumannii). Tanmateix, les seqliéncies que
incorporaven 2 o 3 residus d’Arg també van presentar activitats hemolitiques superiors. En va
destacar KKLFKKILRYL-NH, que va presentar una millor activitat antimicrobiana i una hemolisi
similar a BP100 (Taula 11).**

D’altra banda, Zamora-Carreras et al. varen sintetitzar derivats de BP100 per substitucid de
cadascun dels 11 aminoacids de la seva seqiiéncia per un residu d’Ala. Tots ells van presentar una
activitat hemolitica similar o inferior a BP100. En destaquen especialment KALFKKILKYL-NH,
(BP100K2A) i KKLFKKILAYL-NH, (BP100K9A), que presenten una menor activitat hemolitica
mantenint o perdent lleugerament I'activitat antimicrobiana enfront els patogens analitzats (E.
coli, S. aureus, P. aeruginosa i Staphylococcus epidermis) (Taula 11)."**

Guell et al. també varen preparar 13 seqliencies dissenyades a partir de BP100 per substitucié
d’una Lys o de la Phe” per un aminoacid que incorpora un anell de triazole a la cadena lateral. Tots
aquests peptidotriazoles van mostrar activitats considerables enfront els patogens testats (els
bacteris E. amylovora, X. axonopodis pv. vesicatoria i P. syringae pv. syringae, i els fongs P.
expansum i F. oxysporum) i els que contenien el triazolil aminoacid en comptes de la Phe una
menor hemolisi. Concretament, BP241, amb una triazolil lisina a la posicié 2, i BP250, amb una
triazolil alanina a la posicid 4, van mostrar activitat enfront els patogens testats, no van ser

hemolitics i van ser més estables que BP100 enfront proteases (Figura 23, Taula 12).'®

Figura 23. Estructura dels péptids BP241 i BP250.

Oddo et al. varen sintetitzar 2 seqiiencies derivades de BP100 incorporant I'aminoacid no
proteinogenic 3-(2-naftil)alanina (2-Nal) a la posicid 4 (Figura 24, Taula 12). Aquests péptids van
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ser més hemolitics que BP100, pero més actius, especialment enfront bacteris grampositius (E.
faecium, S. aureus). A més, van dissenyar 3 analegs de BP100 substituint la Lys de la posicio 9 per
una Arg i incorporant 1, 6 o 11 D-aminoacids. D’aquestes sequéncies va destacar kklfkkilryl-NH,
que, tot i ser lleugerament més hemolitica que BP100, va presentar una activitat igual o superior
enfront els bacteris testats (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. faecium i A.

baumannii) (Taula 12).**’

Figura 24. Estructura d’un peéptid derivat de BP100 contenint una 3-(2-naftil)-p-alanina (p-2-Nal).

Taula 12. Péptids derivats de BP100 incorporant aminoacids no proteinogénics.

BP100  KKLFKKILKYL-NH,

BP143  KKLFKKILKYL-NH,? - ~ _ v v 129
RRL-2-Nal-RRILRYL-NH," v X - XX ]
KKL-D-2-Nal-KKILKYL-NH,P vV v - X X ]
KKLFKKILRYL-NH,? N v - X . 127
KKLFKKilryl-NH,2 ~ X - vV -
kkIfkkilryl-NH,? N v - -

BP241  KK(Tr-Ahx)LFKKILKYL-NH, - X ~ v v

BP250  KKLA(Tr-Bn)KKILKYL-NH,® _ ~ X v v -

? Les lletres mintscules sén p-aminoacids.

®2-Nal correspon a 3-(2-naftil)-alanina.

“ Tr-Ahx correspon a un anell d’1,2,3-triazole que incorpora un acid 2-aminohexanoic.

“Tr-Bn correspon a un anell d’1,2,3-triazole que incorpora un grup benzil.

€ Els simbols =, ¢/ i ¥ indiquen una activitat similar, millor o pitjor que BP100, respectivament.

1.5.3.2 Peptidomimeétics derivats de BP100

En referencia als peptidomimetics derivats de BP100, d’'una banda, Guell et al. van estudiar
I’efecte de la incorporacié d’un anell de triazole en I'esquelet d’aquest péeptid. Aixi, es varen
substituir els dipeptids lle’-Leu® o Leu®-Lys® per un fragment lle-W[CH,triazoleCO]. Els péptids
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resultants, BP135 i BP136 (Figura 25), varen ser més estables a les proteases i menys hemolitics,
pero també significativament menys actius enfront E. amylovora, X. axonopodis pv. vesicatoria, P.
syringae pv. syringae, P. expansum i F. oxysporum (Taula 13). Els autors van postular que aquesta
peérdua d’activitat podria venir donada pel fet que I'anell de triazole provoca restriccions
estructurals que impedeixen que el péptid adopti I'estructura secundaria necessaria per la seva
activitat antimicrobiana.'?®

Figura 25. Estructura dels peptids BP135 i BP136. El fragment lle-W[CH,triazoleCO] apareix remarcat en vermell.

D’altra banda, Oddo et al. van dissenyar i sintetitzar dos analegs de BP100 incorporant un o sis
residus d’N-alquilglicina. Aquests analegs varen presentar una pérdua d’activitat antibacteriana en
comparacié a BP100 enfront E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. faecium i A.

baumannii (Taula 13).*”’

Taula 13. Exemples de peptidomimeétics derivats de BP100.

Activitat antimicrobiana®

. - Activitat hemolitica®  Estabilitat Ref.
Grampositiu Gramnegatiu Fongs

Peptid Seqiiéncia

BP100 KKLFKKILKYL-NH,

BP135 KKLFKKXYL-NH,? - X X
128
BP136 KKLFKKIXKYL-NH,2 - X X V4 v
KKLEKKILKYL-NH,° X - - -
127
KKLFKKILKYL-NH,? X X - - -

% X correspon a lle-W[CH,triazoleCO].

® Els aminoacids subratllats indiquen N-alquilglicines substituides amb les cadenes laterals dels aminoacids
corresponents.

° Els simbols =, ¢ i X indiquen una activitat similar, millor o pitjor que BP100, respectivament.

45



Introduccio

1.5.3.3 Peéptids multimerics derivats de BP100

El peptid BP100 i el seu derivat contenint una D-Phe, BP143, es varen unir a un nucli de
cicloditioeritritol (cDTE) o de galactopiranosida (Galp) per tal d’obtenir peptids multimerics (Figura
26). Concretament, aquests peptids multimerics contenien 2 o 4 unitats de BP100 o BP143. Varen
presentar una activitat antimicrobiana més elevada que el corresponent péptid monomeric
enfront E. amylovora, X. axonopodis pv. vesicatoria, P. syringae pv. syringae, E. coli, S. aureus,
Lysteria monocytogenes i Salmonella enterica, perd no es va observar un efecte multimeric
significatiu. D’altra banda, aquests peptids multimérics van presentar una activitat hemolitica
molt més alta que BP100 i BP143, que podria ser atribuida probablement a qué la seva interaccié
amb les membranes zwiterioniques dels eritrocits és diferent a les dels péptids monomerics.™

Figura 26. Estructura dels péptids multimeérics derivats de BP100 i BP143.

1.5.3.4 Peéptids conjugats derivats de BP100

La conjugacié covalent d’'un péptid amb un altre compost (inorganic o organic) és una estrategia
ampliament usada per millorar I'activitat d’un peptid (seccid 1.3.5). En aquest sentit, diversos
autors han descrit la conjugacié de BP100 amb compostos inorganics o amb altres seqiiencies
peptidiques.

1.5.3.4.1 Conjugaci6 de BP100 amb altres péptids

En un estudi de Carretero et al. es va sintetitzar un péptid hibrid que contenia BP100 a |’extrem C-
terminal i el tetrapéptid ciclic ciclo(1-4)-cILC a I'extrem N-terminal. El péptid conjugat resultant,
cILC-BP100, va mostrar una activitat antimicrobiana similar o lleugerament inferior a BP100
enfront E. coli, S. aureus, B. subtilis perd una major activitat hemolitica (Taula 14).1%

D’altra banda, amb I'objectiu de poder assolir la bioproduccié de BP100 en planta, Badosa et al.
van dissenyar i sintetitzar peptids conjugats. Per al disseny d’aquests péptids es va plantejar: i)
incrementar la mida del peptid a un minim expressable mitjancant la conjugacié de diverses
unitats de BP100 o d’una unitat de BP100 amb un fragment d’un peptid natural com la cecropina
A, la magainina o la melitina; ii) incorporar el fragment AGPA entre les diferents unitats
peptidiques; iii) incorporar el fragment KDEL a I'extrem C-terminal com a senyal de retencid i
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acumulacid del peptid al reticle endoplasmatic de la cél-lula; iv) incorporar Gly o Ser a I’'extrem N-
terminal com a punt de reconeixement per proteases, i v) incorporar seqiiéncies diana a I'extrem
C-terminal per a facilitar la deteccié i la purificacié del peptid.***

Dels 38 peptids resultants en van destacar BP178 (BP100-AGPA-magainina(1-10)-KDEL-OH),
BP209 (G-BP100-AGPA-magainina(1-10)-OH), BP210 (S-BP100-AGPA-magainina(1-10)-OH) i BP211
(G-BP100-AGPA-magainina(4-10)-OH), que varen presentar una activitat antimicrobiana elevada
enfront E. amylovora, X. axonopodis pv. vesicatoria i P. syringae pv. syringae, una baixa hemolisi i
una moderada fitotoxicitat. D’aquests, se’n va seleccionar BP178 per tal d’assajar-ne la seva
bioproduccid en arros transgenic. Es va obtenir una produccié remarcable d’entre 0,17 i 0,41 pg
de péptid per gra d’arros.”*

Taula 14. Péeptids conjugats derivats de BP100.

Activitat
. - . antimicrobiana® Activitat
Codi Peptid Seqiiéncia Gram Gram hemolitica® Ref.
positiu  negatiu

BP100 KKLFKKILKYL-NH,
Ciclo-(1-4)-cILC- _ _ a ~ ~

cILC-BP100 BP100 (fi(} KKLFKKILKYL-NH, ~ ~ X 125
BP100-AGPA-

BP178 magainina(1- KKLFKKILKYL-AGPA-GIGKFLHSAK-KDEL-OH - ~ v
10)-KDEL

BP209 G-BP100-AGPA- ¢ k) FKKILKYL-AGPA-GIGKFLHSAK-OH - v v
magainina(1-10) 131

BP210 S-BP100-AGPA- ¢ k| FKKILKYL-AGPA-GIGKFLHSAK-OH _ v v
magainina(1-10)

BP211 G-BPL00-AGPA- Gy | FKKILKYL-AGPA-KFLHSAK-OH ] v oY

magainina(4-10)

? Les lletres minuscules sén p-aminoacids.
® Els simbols =, ¥/i Xindiquen una activitat similar, millor o pitjor que BP100, respectivament.

1.5.3.4.2 Conjugaci6 de BP100 amb compostos inorganics

Per tal de millorar la biodisponibilitat de BP100, Torres et al. van estudiar la conjugacié de BP100
amb nanoparticules d’alimina. Per unir el fragment peptidic i la nanoparticula varen utilitzar un
enllac amida (NP-EAAA-BP100), un pont disulfur (NP-CAAA-BP100) o un anell de triazole (NP-[Trz-
B-A'JAAA-BP100) (Figura 27).%%
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Figura 27. Nanoparticules d’aliimina que contenen BP100.

Per la formacid6 de NP-EAAA-BP100, s’incorpora el tetrapéptid EAAA a I'extrem N-terminal de
BP100 i, posteriorment, el peptid resultant s’uneix a nanoparticules d’alimina
aminofuncionalitzades per formacié d’un enllag amida amb la cadena lateral del Glu. En el cas del
conjugat NP-CAAA-BP100, després d’incorporar el tetrapéptid CAAA a lI'extrem N-terminal de
BP100, el peptid resultant s’uneix mitjancant un pont disulfur a nanoparticules derivatitzades amb
un residu de Cys. Les nanoparticules NP-[Trz-B-A'JAAA-BP100 s’obtenen a través de la formacié
d’un anell de triazole entre un derivat de BP100 contenint un alquinil aminoacid i nanoparticules
funcionalitzades amb un grup azida.

Pel que fa a I'activitat, les nanoparticules NP-CAAA-BP100 varen ser menys actives que BP100
enfront els bacteris S. aureus, E. coli i Salmonella typhimurium. En canvi, les nanoparticules NP-
EAAA-BP100 varen mostrar uns valors de CMI més baixos i les NP-[Trz-B-AI]AAA-BPloo varen ser
més actives que BP100 enfront els fongs Candida krusei i Candida parapsilosis.

1.5.3.5 Lipopeptids derivats de BP100

En base als avantatges que confereix la incorporacié d’una cadena hidrofobica en un AMP,
Carretero et al. van sintetitzar el peptid KKLFKKILKYL-A-NH-Ci¢H33 (BP100-Ala-NH-C;¢Hs3) que
incorpora a I'extrem C-terminal de BP100 un residu d’Ala derivatitzat com a N-hexadecil amida
(Figura 28). Aquest lipopeptid va presentar una activitat antimicrobiana lleugerament inferior a
BP100 i una activitat hemolitica superior.'”®

Cal esmentar que Zhang et al. van preparar una familia de lipopéptids derivats de BP100 amb
I’extrem N-terminal acilat amb una cadena d’entre 10 i 18 carbonis. Els lipopeptids C4 i C5 varen

mostrar activitat antitumoral (Figura 28 i seccié 1.5.4.2 Taula 15).**
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Figura 28. Estructura dels lipopéptids BP100-Ala-NH-C,¢H3, C4 i C5, derivats de BP100.

1.5.4 Altres activitats biologiques de BP100

A més de l'activitat antimicrobiana, també s’ha estudiat I’activitat antibiofilm i antitumoral de
BP100, aixi com la seva capacitat d’actuar com a peptid penetrador de cél-lules (CPP) o com a
elicitor de defenses en plantes.

1.5.4.1 Activitat antibiofilm

Un biofilm és una colonia de bacteris encapsulats en una matriu composta de substancies
polimeriques extracel-lulars com ara polisacarids, proteines, lipids i acids nucleics. La generacid
d’aquest biofilm pot protegir els bacteris de I'accié d’agents externs com els antibiotics, amb la
qual cosa és interesant desenvolupar compostos capacos d’inhibir la formacié de biofilm o de
destruir el que ja esta format. En aquest sentit, Eales et al. van assajar I'activitat antibiofilm de
BP100 enfront el bacteri gramnegatiu A. baumannii, observant-se que és capa¢ d’inhibir el

49



Introduccio

creixement del biofilm a concentracions proximes a la CMI (2,8 uM) i de destruir-lo a

concentracions elevades (reduccié del 93% de biofilm a 2048 pg/ml)."*

1.5.4.2 Activitat antitumoral

Les cél-lules de mamifers sanes estan compostes per fosfolipids zwitterionics o per fosfolipids
amb els grups fosfat a la part interna de la membrana, en contacte amb el citoplasma, amb la
qual cosa presenten una carrega neta neutra. En canvi, les cel-lules tumorals solen presentar una
sobreexpressido de molécules anioniques com ara fosfatidilserina, de manera que tenen una certa
carrega negativa. Per tant, de forma similar als bacteris, els AMPs poden interaccionar
electrostaticament amb les cel-lules tumorals.

En aquest sentit, Rosés et al. van sintetitzar 7 peptids conjugats resultants de la unid del y-péeptid
penetrador de cel-lules PEG-1 i de diferents péptids de la quimioteca CECMEL11. Entre d’altres, va
destacar el conjugat Ac-KKLFKKILKYL-PEG-1 (BP101-PEG-1), (Figura 29), que correspon a I'analeg
de BP100 amb I'extrem N-terminal acetilat (Ac-KKLFKKILKYL-NH, (BP101)) incorporant PEG-1 a
I’extrem C-terminal. Aquest péptid conjugat va mostrar una activitat moderada enfront cancer de
mama (linia cel-lular MDA-MB-231).

Figura 29. Estructura del péptid conjugat BP101-PEG-1.

D’altra banda, Soler et al. van assajar BP100, BP76 i altres seqliencies de la quimioteca CECMEL11
com a peptids antitumorals. BP100 va presentar una activitat moderada amb una ICso entre 34,3 i
62,5 uM enfront linies cel-lulars de cancer de mama (MCF-7), cancer de pancreas (CAPAN-1) o de
fibroblastoma (373)."’

Posteriorment, Zhang et al. varen preparar tres families de peptids derivats de BP100 amb
activitat antitumoral. La primera familia va consistir en 10 péptids analegs de BP100, substituint la
Tyr de la posicid 10 per diferents aminoacids apolars, polars, acidics o basics. Tots ells van resultar
ser seqliéncies lleugerament més hemolitiques que BP100, pero dintre d’aquesta familia van
destacar KKLFKKILKLL-NH, (A2) i KKLFKKILKHL-NH, (A10) per la seva activitat antitumoral
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elevada.’®®

La segona familia va incloure 9 péptids resultants de la truncacié o I'allargament de la
seqliencia de BP100 tant per I'extrem C- com N-terminal. En varen destacar LKKLFKKILKYL-NH,
(B4) i LKKLFKKILKY-NH, (B8) amb una alta activitat antitumoral i una hemolisi lleugerament

3% per dltim, la tercera familia es va basar en la incorporacié d’un fragment acil

superior a BP100.
d’entre 10 i 18 carbonis a I'extrem N-terminal de BP100. Els compostos més actius van
correspondre als lipopéeptids que contenien les cadenes lipidiques més llargues, de 16 i de 18

carbonis, C4 i C5, respectivament (Taula 15).*

Taula 15. Péptids derivats de BP100 amb activitat antitumoral.

Peptid Seqiiéncia Activitat antitumoral®  Activitat hemolitica® Ref.

BP100 KKLFKKILKYL-NH,

A2 KKLFKKILKLL-NH, v X
138
A10 KKLFKKILKHL-NH, v X
B4 LKKLFKKILKYL-NH, v X
139
B8 LKKLFKKILKY-NH, v X
ca Cy5H3,CO-KKLFKKILKYL-NH, v ]
135
cs C17H35CO-KKLFKKILKYL-NH, v )

% Els simbols =, ¢ i X indiquen una activitat similar, millor o pitjor que BP100, respectivament.

1.5.4.3 Capacitat d’actuar com a peptid penetrador de cel-lules (CPP)

Els peptids penetradors de cel-lules (CPPs) sdn peptids curts que contenen normalment una certa
carrega neta positiva, tot i que també n’hi ha de descrits que presenten Unicament aminoacids
apolars. Els CPPs faciliten la introduccid de compostos a l'interior de la cél-lula, ja siguin
nanoparticules, molécules petites o fragments proteics o d’ADN. Aquests compostos solen estar
units al CPP mitjangant un enllag de tipus covalent o a través d’interaccions no covalents.'*

El 2011 Eggenberger et al. varen descriure la capacitat de BP100 d’internalitzar-se en cel-lules de
tabac BY2 amb una gran eficiencia.’** El mecanisme pel qual BP100 penetra a I'interior de la
cel-lula no és ben conegut, tot i aixo els resultats indiquen que aquest no es dona per endocitosi.
Per tal de provar la capacitat de BP100 d’introduir compostos a l'interior de cel-lules, Eggenberger
et al. van preparar 2 péptids conjugats contenint la seqiiéncia MGVADLIKKFESISKEE (Lifeact) a
I’extrem N- o C-terminal de BP100 (Lifeact-BP100, BP100-Lifeact, respectivament). Van observar
que, tot i que ambdds s’internalitzaven eficientment, la seva distribucié a I'interior de la cél-lula va
resultar ser completament diferent. Mentre que el conjugat BP100-Lifeact s’acumulava a les
vacuoles, Lifeact-BP100 es localitzava proxim a proteines propies del citoesquelet. En un estudi
posterior del mateix grup, es va observar que BP100 no és del tot innocu per la planta ja que la
seva internalitzacié va seguida d’un augment de la concentracié d’espécies reactives d’oxigen en

el citoplasma (Taula 16)."*"**
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D’altra banda, Gao et al. van demostrar que BP100 pot internalitzar de manera eficient
subdominis peptidics de la proteina antifungica ginkbilobina-2 en cel-lules de tabac. Ara bé, a
diferéncia de BP100, els conjugats varen resultar ser toxics per la planta (Taula 16).'*

Finalment, el grup de Numata va descriure en diversos estudis I'is de BP100 i els derivats
BP100(KH),, (KH)sBP100, Ry-BP100 i (BP100),Kz com a CPPs (Taula 16). Aquests peptids conjugats
es basen en utilitzar BP100 com a CPP i (KH)s, Ry 0 Kz un fragment policationic que interacciona
electroestaticament amb una molecula amb una carrega neta negativa, formant un complex
binomic. D’aquesta manera es varen internalitzar fragments d’ADN, d’ARN o proteines en cél-lules

vegetals (Arabidopsis thaliana o Nicotiana benthamiana)*** " i bacterianes (E. coli, Rhodovulum

sulfidophilum o Roseospira marina).>**>

Taula 16. BP100 i peptids derivats de BP100 utilitzats com a CPP.

Peptid Moleécula transportada Objectiu Ref.
Fragment peptidic Tabac (cel-lules) 141,143
KKLFKKILKYL-NH, Arabidopsis thaliana 147
(mitocondris)
BP100 Fragment d’ADN
Nicotiana benthamiana
151
(cloroplasts)
RRRRRRRRR-KKLFKKILKYL-NH, Arabidopsis thaliana i
Fragment d’ADN Nicotiana benthamiana 144
Ry,-BP100 (cel-lules)
Escherichia coli 152
Fragment d’ADN Arabidopsis thaliana
. 144
(cel-lules)
KHKHKHKHKHKHKHKHKH-KKLFKKILKYL-NH, Nicotiana benthamiana 144151
(KH),-BP100 (cel-lules i cloroplasts)
Doble cadena d’ARN Arabidopsis thaliana 146
(fulles)
Doble cadena d’ADN Nicotiana benthamiana 148
(fulles)
Proteines Arabidopsis thaliana 145
(fulles)
KKLFKKILKYL-KHKHKHKHKHKHKHKHKH-NH, Arabidopsis thaliana 147149
(mitocondris i arrels) ’
BP100-(KH), Fragment d’ADN
Nicotiana benthamiana
. 149,151
(arrels i cloroplasts)
Rhodovulum
F t d’ADN Ifidophilum i 153
KKLFKKILKYL-KKLFKKILKYL-KKKKKKKK-NH, ragmen sulfidophilum i
Roseopira marina
BP100),-K 1 i i
( )2-Ks Proteines Arabidopsis thaliana |

(fulles)

Numata et al. també van descriure la formacié de complexos trinomics, formats per una unitat de
CPP (BP100 o derivats), un fragment d’ADN i una seqliéncia peptidica selectiva. Aquests
complexos van transportar eficientment els fragments d’ADN a zones concretes de |'interior de
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147,151 D’

les cel-lules com ara cloroplasts o mitocondries. altra banda, van demostrar que I'eficiéncia

dels CPPs depén de les cél-lules a penetrar, havent-se d’optimitzar espécie a espécie.””***®

1.5.4.4 Capacitat elicitora de defenses

Alguns péeptids han sigut descrits com a estimuladors del sistema immune de les plantes. Aquests
peptids promouen mecanismes relacionats amb I'alcalinitzacié del medi, la produccié d’especies
reactives d’oxigen i la sobreexpressio de certs gens. En aquest sentit, BP100 i altres péptids de la
guimioteca CECMEL11 es varen estudiar com a elicitors de defenses (Taula 17). D’aquests péptids
en varen destacar BP13, BP100 i BP143 que varen provocar, tot i que lleugerament, tant
I'alcalinitzacié del medi com la produccié d’H,0, en cél-lules de tabac. A més, també varen induir
una lleu sobreexpressié d’alguns gens relacionats amb els sistemes de defensa de plantes de
tomatera.™®

Taula 17. Peptids de la quimioteca
CECMEL11 estudiats com a elicitors de
defenses de plantes

Peptid Seqiiéncia Ref.

BP13 FKLFKKILKVL-NH,
BP14  YKLFKKILKVL-NH,
BP15  KYKLFKKILKVL-NH, 156
BP100  KKLFKKILKYL-NH,

BP143 KKLfKKILKYL-NH,?

? Les lletres minuscules sén b-aminoacids.

Aguesta gran versatilitat i amplia activitat biologica de BP100 i dels seus derivats, fan de BP100 un
péptid lead ideal per a la cerca de noves seqiiéncies amb activitat antimicrobiana que podrien ser
utils per al control de malalties de plantes.
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Els objectius plantejats per aquesta tesi doctoral es varen centrar en la sintesi de lipopéptids i de
peptids conjugats derivats de BP100, aixi com en la caracteritzacié estructural de lipopéptids
lineals i ciclics.

1. Disseny i sintesi de lipopéptids derivats de BP100

Tal com s’ha explicat a la introduccio, el grup LIPPSO, en col-laboracié amb el grup CIDSAV, va
identificar el peptid lead KKLFKKILKYL-NH, (BP100) amb activitat enfront bacteris i fongs d’interes
economic (E. amylovora, P. syringae pv. syringae, X. axonopodis pv. vesicatoria i F. oxysporum)
amb CMI < 7,5 uM i una hemolisi del 22% a 150 uM.

Tenint en compte que la incorporacié d’'una cadena d’acid gras a un péeptid li pot proporcionar un
millor perfil biologic, el primer objectiu que es va plantejar en aquesta tesi doctoral va consistir en
la sintesi de lipopéptids derivats de BP100. Aquest objectiu es va dividir en dues parts.

En primer lloc, per tal d’avaluar la influéncia de la posicié de la cadena d’acid gras en I'activitat
biologica, es va proposar la sintesi de seqiiéncies contenint el grup acil a I'extrem N-terminal o a la
cadena lateral d’una lisina situada a cadascuna de les posicions de la seqléncia. Aixi mateix, amb
I’objectiu d’avaluar la influéncia de la llargada del grup acil, es va plantejar la sintesi de lipopéptids
derivats de BP100 amb grups acil de diferent llargada.

RCO-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys(COR)-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys(COR)-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Lys(COR)-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Lys(COR)-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys(COR)-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys(COR)-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys(COR)-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COR)-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys(COR)-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COR)-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Lys(COR)-NH,
R= CsHy1, C3H7 0 C11Hy3

En segon lloc, es va proposar I'optimitzacio dels lipopéptids derivats de BP100 amb un millor perfil
d’activitat biologica per incorporacié de D-aminoacids o de residus d’His a la seqiiencia. Aquest
estudi es va considerar perque és conegut que la introduccié d’aquest tipus de residus en un
péptid esta relacionada amb una disminucié de la seva activitat hemolitica.

2. Disseny i sintesi de péptids conjugats derivats de BP100
El segon objectiu d’aquesta tesi va consistir en la sintesi de péptids conjugats derivats de BP100.

D’una banda, es va plantejar la sintesi de péptids hibrids per conjugacié d’un lipopéptid
antimicrobia derivat de BP100 amb péptids préviament descrits a la bibliografia. La conjugacié de
dos peptids, amb activitats biologiques semblants o diferents, per generar un péptid hibrid és una
estrategia efectiva per tal d’intentar sumar les propietats de cadascuna d’aquestes unitats.
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D’altra banda, es va plantejar la sintesi de péeptids conjugats derivats de BP100 mitjangant la unié
covalent d’un antibiotic o d’un fungicida convencional. Aquest tipus de conjugacié és una
aproximacié descrita per aconseguir compostos més efectius. A més, les propietats de BP100 com
a CPP podrien afavorir I'activitat biologica d’aquests pesticides. Aquest objectiu va implicar la
necessitat de dissenyar i sintetitzar derivats dels pesticides convencionals que puguessin ser
conjugats a BP100, aixi com de desenvolupar estrategies sintetiques per assolir aquesta
conjugacio.

3. Caracteritzacié de lipopeptids mitjangant RMN

El tercer objectiu d’aquesta tesi va ser, d’una banda, I'analisi conformacional mitjangcant RMN de
lipopéptids derivats de BP100 amb un millor perfil d’activitat biologica. D’altra banda, també es va
plantejar la caracteritzacié mitjancant RMN de ciclolipodepsipéptids derivats de fengicines i d’un
analeg del ciclolipopeptid arilomicina A. En estudis previs, el grup LIPPSO va desenvolupar
metodologies per sintetitzar aquests tipus de compostos, pero la seva caracteritzacido per RMN no
havia estat possible.
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Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Ferre et al. varen dissenyar i sintetitzar una quimioteca de 125 undecapeptids amb estructura
general R-X"KLFKKILKX™L-NH, (X* i X*° = Leu, Lys, Phe, Trp, Tyr o Val; R = H, Ac, Ts, Bz o Bn).
D’aquesta col-leccié es va identificar el peéptid lead KKLFKKILKYL-NH, (BP100) amb activitat
enfront bacteris i fongs d’interés econodmic (E. amylovora, P. syringae pv. syringae, X. axonopodis
pv. vesicatoria i F. oxysporum) amb CMI < 7,5 uM i una hemolisi del 22% a 150 pM.*****

D’altra banda, és conegut que la incorporacié d’una cadena d’acid gras a un peptid li proporciona
una millor estabilitat enfront proteases i una millor activitat antimicrobiana. De fet, s’han descrit
diverses families de lipopéeptids amb una activitat biologica interessant (secci6 1.4).

En base a totes aquestes consideracions, en aquesta tesi doctoral es va plantejar la sintesi de
lipopéptids derivats de BP100. Aquest objectiu i aquest capitol es va dividir en dues parts: en la
primera es va plantejar la sintesi lipopéptids derivats de BP100 i, en la segona part, es va plantejar
I’'optimitzacidé d’aquests mitjancant la incorporacié de b-aminoacids o residus d’His a la seqliencia.

3.1 Lipopeptids derivats de BP100 contenint L-aminoacids

3.1.1 Disseny dels lipopeptids

En base a I'estructura de BP100 (KKLFKKILKYL-NH,) i per tal d’avaluar la influencia de la posicio de
la cadena d’acid gras en l'activitat biologica, es varen dissenyar lipopéptids en els que aquesta
cadena es troba a la posicid N-terminal o a la cadena lateral d’'una Lys que es va incorporar a
cadascuna de les 11 posicions de la seqiiéncia (Figura 30).

A més, amb l'objectiu d’avaluar la influencia de la llargada del grup acil, es varen escollir els grups
hexanoil, butanoil o lauroil per acilar les posicions anteriors. Aquests grups van ser seleccionats,
perque varen ser els que varen proporcionar la millor activitat biologica en estudis anteriors

centrats en ciclolipodecapéptids antimicrobians (seccié 1.4.2)."%

H-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, BP100

RCO-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys(COR)-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys(COR)-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Lys(COR)-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Lys(COR)-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys(COR)-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys(COR)-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys(COR)-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COR)-Lys-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys(COR)-Tyr-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COR)-Leu-NH,
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Lys(COR)-NH,

R= CsHyy, C3H; 0 CyaHys

Figura 30. Estructura dels lipopéptids antimicrobians derivats de BP100.
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3.1.2 Sintesi dels lipopéptids

Els lipopeptids es varen sintetitzar seguint una estrategia de sintesi en fase solida (9-
fluorenil)metoxicarbonil (Fmoc)/tert-butil (‘Bu). La sintesi en fase solida de péptids consisteix en
utilitzar un suport solid sobre el qual tenen lloc les reaccions corresponents fins a obtenir la
seqliencia peptidica desitjada la qual, posteriorment, es desancora del suport. El suport solid ha
de presentar una bona estabilitat mecanica, ser inert a les condicions utilitzades en sintesi i ser
insoluble en els dissolvents utilitzats. A aquest suport se li pot unir un linker. El linker és un
compost bifuncional que s’acobla, per una banda, al suport solid i, per I'altra, al primer aminoacid
de la seqiiéncia peptidica. La unié del linker al suport ha de ser estable a les condicions de sintesi i
al posterior desancorament, mentre que la unié entre el linker i el peptid ha de ser, també,
estable a les condicions de sintesi pero ha de permetre el desancorament del peptid del suport al

137.1%8 concretament, en aquest treball, es van utilitzar com a suport solid una

final de la sintesi.
resina 4-metilbenzihidrilamina (MBHA) que és un polimer entrecreuat de poliestire-divinilbenze
(Figura 31A), i com a linker l'acid 4’-{[R,S]-a-[1-(9-fluorenilmetoxicarbonilamino)-2,4-

dimetoxibenzil}-fenoxiacetic (Fmoc-Rink-amida) (Figura 31B).

A B

Figura 31. A, Resina MBHA; B, linker Fmoc-Rink-amida.

La sintesi dels lipopéptids BP367, BP379 i BP391, amb el fragment acil a I'extrem N-terminal, va
implicar: (i) la preparacié de la peptidil resina 1; (ii) I'eliminacié del grup Fmoc de I'extrem N-
terminal i Iacilacié amb I’acid gras corresponent i (iii) el desancorament del péptid (Esquema 1).

Aixi, es va partir de la resina MBHA que incorpora el linker Fmoc-Rink-amida. Es va eliminar el
grup Fmoc mitjancant un tractament amb piperidina/N,N-dimetilformamida (DMF) (3:7) i,
posteriorment, es va acoblar el primer aminoacid emprant N,N-diisopropilcarbodiimida (DIC) com
a reactiu d’acoblament, 2-ciano-2-(hidroxiimino)acetat d’etil (Oxima) com a additiu i DMF com a
dissolvent. Mitjancant etapes successives d’eliminacié del grup Fmoc i acoblament dels
aminoacids corresponents es va obtenir la peptidil resina 1. A continuacié, aquesta peptidil resina
1 es va tractar amb piperidina/N-metil-2-pirrolidona (NMP) (3:7) i, posteriorment, s’hi va acoblar
acid butiric, acid hexanoic o acid lauric emprant DIC i Oxima en NMP durant 1 h a temperatura
ambient (Esquema 1).

Finalment, les peptidil resines resultants es van tractar amb acid trifluoroacetic
(TFA)/H,O/triisopropilsila (TIS) (95:2,5:2,5) i els lipopéptids obtinguts es van purificar per
cromatografia flash en fase reversa. Aquests lipopéptids es van analitzar mitjangant cromatografia
liguida d’alta resolucié (HPLC) i es van caracteritzar per espectrometria de masses. Tots ells es van
obtenir amb una puresa excel-lent >99% (Taula 18).
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Esquema 1. Sintesi dels lipopéptids BP367, BP379 i BP391.

D’altra banda, per a la sintesi de la resta de lipopéptids, que contenen el fragment acil a la cadena
lateral d’un residu de Lys, aquest aminoacid es va incorporar amb el grup N*-amino protegit amb
un grup 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohex-1-iliden)-3-metilbutil (ivDde)."® Es va seleccionar aquest
grup, perque és estable a les condicions d’eliminacid del grup Fmoc i es pot eliminar
selectivament en condicions suaus, amb hidrazina, sense afectar els altres grups protectors
presents a la seqiéncia.

La sintesi en fase solida d’aquests lipopéptids s’exemplifica a I'Esquema 2 per BP368, BP380 i
BP392, que contenen el grup acil a la cadena lateral de la Lys'. Aquesta sintesi va implicar: (i) la
preparacio de la peptidil resina 2 que incorpora una Lys(ivDde) a la posicid 1; (ii) I'eliminacié del
grup Fmoc de I'extrem N-terminal; (iii) I'acetilacié del grup amino lliure resultant; (iv) I’eliminacié
selectiva del grup ivDde; (v) I’acilacié del grup amino lliure resultant amb I'acid gras corresponent i
(vi) el desancorament del péptid.

Finalment, les peptidil resines resultants es varen tractar amb TFA/H,0/TIS (95:2,5:2,5) i els
lipopeptids es van purificar per cromatografia flash en fase reversa. Aquests lipopéptids es van
analitzar mitjancant HPLC i es van caracteritzar per espectrometria de masses. Tots ells es van
obtenir amb una puresa excel-lent d’entre 92 i >99% (Taula 18).
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Esquema 2. Sintesi dels lipopéptids BP368, BP380, BP392.

66



Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Taula 18. Seqiiéncies, temps de retencio, puresa i caracteritzacio dels lipopéptids derivats de BP100.

Peptid Seqiiencia’ t, (min)®  Puresa (%)° HRMS (ECSaI:cuIada ——
BP367 CsHy;CO-KKLFKKILKYL-NH, 7,77 >99  CygHys/Ny,053 [M + 2H]Y  760,0285 760,0270
BP368 Ac-K(COCsH,;)KLFKKILKYL-NH, 7,91 >99  CaoHyasNis054 [M + 2H]®  781,0338 781,0319
BP369 Ac-KK(COCsHy;)LFKKILKYL-NH, 7,53 92 CaoHyssNys054 [M + 2H]®  781,0338 781,0316
BP370 Ac-KKK(COCsH;)FKKILKYL-NH, 7,06 >99  CaoHiaoNisO1a [M + 2H]®  788,5393 788,5380
BP371  Ac-KKLK(COCsH;)KKILKYL-NH, 7,11 599 CpHyoNysOpa [M + 2H]Y  771,5471 771,5471
BP372  Ac-KKLFK(COCsH,;)KILKYL-NH, 7,64 >99  CaoHyasNis054 [M + 2H]®  781,0338 781,0336
BP373  Ac-KKLFKK(COCsHy;)ILKYL-NH, 7,94 >99  CaoHyasNis054 [M + 2H]®  781,0338 781,0330
BP374 Ac-KKLFKKK(COCsH;,)LKYL-NH, 6,91 >99  CaoHiaoNisO1a [M + 2H]*  788,5393 788,5393
BP375 Ac-KKLFKKIK(COCsH,;)KYL-NH, 7,17 >99  CaoHiaoNisO1a [M + 2H]*  788,5393 788,5383
BP376 Ac-KKLFKKILK(COCsHy;)YL-NH, 7,48 >99  CaoHissNys014 [M + 2H]*  781,0338 781,0311
BP377 Ac-KKLFKKILKK(COCsH,)L-NH, 7,58 599 CpHioNygOps [M + 2H]Y  763,5496 763,5486
BP378 Ac-KKLFKKILKYK(COCsH;,)-NH, 6,96 599  CaoHiaoNisO1a [M + 2H]>  788,5393 788,5396
BP379  C3H,CO-KKLFKKILKYL-NH, 7,52 599 CyeHyasNps0ps M+ 2HY  746,0129 746,0102
BP380 Ac-K(COC;H,)KLFKKILKYL-NH, 7,79 599  CrgHyasNp,Oy [M +2H]Y  767,0182 767,0158
BP381 Ac-KK(COC;H,)LFKKILKYL-NH, 6,96 599  CrgHyasNp,Og [M +2H]Y  767,0182 767,0160
BP382 Ac-KKK(COC5H,)FKKILKYL-NH, 6,91 599 CrgHysgNysOss [M + 2HIY  774,5236 774,5220
BP383  Ac-KKLK(COC,H,)KKILKYL-NH, 6,41 599 CysHyasNysOps M+ 2HY  757,5314 757,5312
BP384 Ac-KKLFK(COC5H,)KILKYL-NH, 6,91 599  CrgHyasNp,Og [M +2H]Y  767,0182 767,0158
BP385 Ac-KKLFKK(COCsH-)ILKYL-NH, 7,02 599  CrgHyasNp,Oy [M +2H]Y  767,0182 767,0189
BP386 Ac-KKLFKKK(COCsH,)LKYL-NH, 6,25 599 CrgHysgNysOss [M + 2HIY  774,5236 774,5234
BP387  Ac-KKLFKKIK(COC5H)KYL-NH, 6,49 599  CrgHys/NisOy [M +3H]®  516,6848 516,6839
BP388 Ac-KKLFKKILK(COC;H,)YL-NH, 6,80 599  CrgHyasNp,O1 [M +2H]Y  767,0182 767,0160
BP389  Ac-KKLFKKILKK(COCsH,)L-NH, 6,73 599  CysHyssNisOgs [M +2H]Y  749,5340 749,5328
BP390  Ac-KKLFKKILKYK(COC;H,)-NH, 6,27 599 CrgHysgNisOss [M + 2HI® 7745236 774,5216
BP391 C,;H,;CO-KKLFKKILKYL-NH, 8,06 599  CgeHiNi,04 [M +2H]*  802,0755 802,0738
BP392  Ac-K(COC,;H,s)KLFKKILKYL-NH, 8,25 599  CgeHisiNy,01 [M +2H]®  823,0808 823,0808
BP393  Ac-KK(COC;H,s)LFKKILKYL-NH, 7,68 599  CgeHisiNy,01 [M +2H]®  823,0808 823,0789
BP394  Ac-KKK(COCy;H,s)FKKILKYL-NH, 7,32 97 CagHisoNisO1a [M +2H]>  830,5862 830,5847
BP395  Ac-KKLK(COC,,Hy3)KKILKYL-NH, 7,39 599 CgsHysaNysOps [M+2H]Y  813,5940 813,5911
BP396 Ac-KKLFK(COC,;Hy3)KILKYL-NH, 7,76 599 CggHysiNy7014 [M+2H]Y  823,0808 823,0791
BP397 Ac-KKLFKK(COC,,H,3)ILKYL-NH, 8,10 97  CagHisiNy;054 [M +2H]>  823,0808 823,0806
BP398 Ac-KKLFKKK(COCy;H,s)LKYL-NH, 7,26 599 CggHysoNisO1s [M +2H]Y  830,5862 830,5852
BP399  Ac-KKLFKKIK(COC,;H,s)KYL-NH, 7,38 599 CgeHisoNisOys [M +2H]®  830,5862 830,5847
BP400  Ac-KKLFKKILK(COC, ;H,3)YL-NH, 7,60 599 CagHyssNp,O [M+2H  823,0808 823,0796
BP401 Ac-KKLFKKILKK(COC,3H,3)L-NH, 7,77 599 CasHisaNisOps M+ 2H]  805,5966 805,5955
BP402 Ac-KKLFKKILKYK(COC,;Hy)-NH, 7,29 99 CaHisNisO1 [M + 2H  830,5862 830,5866

® COC;3H;, butanoil; COCsH, 4, hexanoil; COCy1H,s, lauroil

b Temps de retencié per HPLC
¢ Percentatge determinat mitjangant HPLC a 220 nm després de la purificacié
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3.1.3 Activitat biologica dels lipopeptids

Els 36 lipopéeptids resultants es varen assajar enfront 8 fitopatogens bacterians i fingics. A més, es
va analitzar la seva activitat hemolitica, el seu efecte en fulles de tabac i la seva capacitat
d’induccid de defenses en tomatera. Tots aquests assajos es varen realitzar en el grup CIDSAV de
la UdG. Paral-lelament, també es va estudiar la seva estabilitat enfront la degradacié proteolitica.

3.1.3.1 Activitat antimicrobiana

L’activitat antimicrobiana in vitro dels lipopéptids es va analitzar enfront els bacteris E. amylovora,
X. axonopodis pv. vesicatoria, X. fragariae, X. arboricola pv. pruni, P. syringae pv. syringae i P.
syringae pv. actinidiae, i els fongs F. oxysporum i P. expansum a 0,4, 0,8, 1,6, 3,2, 6,2, 12,5 25 uM
(Figura 32).

Els lipopéptids varen mostrar una activitat antimicrobiana elevada. De fet, 19 de les 36 seqliéncies
varen presentar una CMI <12,5 uM enfront tots els patogens analitzats. A més, es va observar que
tant els fongs com els bacteris presentaven diferent sensibilitat als lipopéptids i que aquesta
depenia de la llargada de 'acid gras. Aquesta influéncia de la llargada de I’acid gras en I’activitat
antimicrobiana ja ha estat descrita en diferents estudis presents a la bibliografia.
93,98,100,101,103,106,160-162 o1k 5 demostrat que, en general, la preséncia d’un grup acil d’entre 8 i 16
carbonis confereix una activitat antimicrobiana elevada. Tanmateix, estudis realitzats per Vila et
al. o Kihara et al. varen revelar que la incorporacié d’'una cadena hidrofobica llarga provocava una
disminucié de I'activitat. Concretament, els lipopéptids més actius varen ser els que contenien un
grup acil entre 4 i 9 carbonis.'®'% De forma similar, en el present treball, els lipopéptids que

contenen un grup butanoil o hexanoil van ser els més actius enfront tots els patogens analitzats.

L'analisi de I’activitat antibacteriana va mostrar que els bacteris del genere Xanthomonas (X.
axonopodis pv. vesicatoria, X. fragariae i X. arboricola pv. pruni) varen ser els més sensibles a
aquests compostos. De fet, excepte BP386, els 35 lipopeptids restants varen mostrar una CMI
<12,5 puM. D’aquests, 14 lipopéptids varen presentar una CMI entre 0,7 i 3,1 uM enfront dos
d’aquests tres bacteris, sent els lipopéptids amb un grup butanoil o lauroil els més actius. En el cas
de P. syringae pv. syringae i P. syringae pv. actinidiae, 29 i 31 seqlieéncies varen mostren una CMI
<12,5 uM respectivament, i 12 lipopéptids una CMI entre 3,1 i 6,2 uM enfront ambdds bacteris. A
diferéncia dels bacteris del genere Xanthomonas, en general, els lipopéptids més actius varen ser
els que contenen un grup hexanoil. E. amylovora va resultar ser el bacteri menys sensible.
Concretament, 24 lipopéptids varen mostrar una CMI <12,5 uM, 17 dels quals varen presentar
una CMI entre 3,1 i 6,2 uM. Contra aquest bacteri, els lipopeptids més actius varen ser els que
incorporaven un grup butanoil o hexanaoil.

D’altra banda, I'activitat antifingica dels lipopeptids va resultar ser considerablement més
elevada enfront F. oxysporum que enfront P. expansum, amb 34 i 20 seqiiencies amb una CMI
<12,5 uM, respectivament. Concretament, enfront F. oxysporum, 23 lipopeptids varen mostrar
una CMI <3,1 uM i, d’aquests, 4 una CMI entre 0,4 i 0,8 uM. En el cas de P. expansum, 11 de les
seqiencies varen presentar una CMI <6,2 uM. En general, els lipopéeptids amb un grup hexanoil
varen resultar ser els més actius enfront aquests dos fongs i, en canvi, els que contenen un grup
lauroil varen presentar les CMIs més elevades. En general, els lipopéptids BP367, BP379 i BP391,
gue contenen I'extrem N-terminal acilat varen ser lleugerament menys actius que els lipopéptids
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que contenen el fragment acil a la cadena lateral d’una Lys i I'extrem N-terminal acetilat. Entre
aquests darrers destaquen BP368, BP369, BP373, BP375, BP376 i BP381.

Figura 32. CMI dels lipopéptids BP367-BP402 enfront els bacteris E. amylovora (Ea), X. axonopodis pv. vesicatoria
(Xav), X. fragariae (Xf), X. arboricola pv. pruni (Xap), P. syringae pv. syringae (Pss) i P. syringae pv. actinidiae (Psa) i
els fongs F. oxysporum (Fo) i P. expansum (Pe). S’indica el valor més baix de la CMI. La posicid de I'acid gras a I'extrem
N-terminal s’indica amb una N i la posicié de la lisina acilada amb els nimeros 1-11. El tipus de grup acil es representa
com a R= COCsH;4 (hexanoil), R= COC3H; (butanoil) i R= COCy1H,3 (lauroil). S'inclou BP100 com a comparacio.
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A més de la llargada de la cadena, en aquest estudi es va observar que la posicié de la cadena
d’acid gras també influeix en ['activitat antimicrobiana dels lipopéptids. Aixi, els millors
lipopeptids enfront X. axonopodis pv. vesicatoria i X. fragariae varen resultar ser els que contenen
el grup acil a les posicions 2, 8 o 10, mentre que els més actius enfront les especies de
Pseudomonas i E. amylovora varen ser els que contenen el grup acil a les posicions 8 i 11,
respectivament. En canvi, no es va observar una relacié clara entre la posicié del grup acil i
I'activitat antifungica, tot i que si que es va observar que, en general, els lipopéptids acilats a la
posicié 7 varen presentar una menor activitat.

3.1.3.2 Activitat hemolitica

La toxicitat dels lipopéptids enfront cel-lules eucariotes es va avaluar determinant la seva activitat
hemolitica, és a dir, la seva capacitat de lisar eritrocits. Aquestes cél-lules s’utilitzen habitualment
com a model de cel-lules animals. En aquest estudi es va utilitzar com a referencia la melitina que
és un péptid descrit com a molt hemolitic i es va incloure BP100 a |’assaig per a poder-ne
comparar els resultats (Figura 33). Els lipopéptids es varen assajar a 50, 150, 250 i 375 uM.

En general, la incorporacié d’una cadena hidrofobica en un péptid esta relacionada amb un
augment de la seva hemolisi. Els resultats obtinguts segueixen aquesta tendencia general. Aixi, els
lipopeptids que contenen un grup lauroil a la seva seqliencia varen resultar ser els més hemolitics,
amb una hemolisi del 100% a 250 uM. D’altra banda, la incorporacié d’un grup butanoil o hexanoil
va resultar en lipopéptids menys hemolitics, essent els que contenen un grup butanoil els que
varen presentar, en general, valors d’hemolisi més baixos. Concretament, 6 seqlieéncies varen
mostrar una hemolisi <50% a 250 pM.

Figura 33. Activitat hemolitica dels lipopéptids BP367-BP402 a 250 pM. Les barres verticals en cada columna indiquen
I'interval de confianga. La posicié de I'acid gras a I'extrem N-terminal s’indica amb una N i la posicid de la lisina acilada
amb els nimeros 1-11. El tipus de grup acil es representa com a R= COCsH;; (hexanoil), R= COC;H; (butanoil) i R=
COC;1H>; (lauroil). S’inclou BP100 com a comparacio.
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Tenint en compte |'estructura amfipatica de BP100 (Figura 34) i els resultats anteriors, es dedueix
gue guan es substitueix un dels aminoacids de la cara apolar (posicié 3, 4, 7, 8, 10 i 11) per una
lisina acilada amb butanoil o hexanoil, I'activitat hemolitica dels lipopéptids resultants és, en
general, menor que la de BP100. En canvi, quan s’introdueix una lisina d’aquest tipus a la cara
polar (posicié N-terminal, 1, 2, 5, 6 i 9), s’obtenen lipopéptids més hemolitics que BP100. En el cas
d’incorporar una lisina derivatitzada amb un grup lauroil a qualsevol de les cares de BP100,
I'activitat hemolitica dels lipopéptids obtinguts sempre és proxima al 100% a 250 uM. Aquest fet
podria ser degut a que, mentre que els lipopeptids resultants d’incorporar la lisina acilada a la
cara apolar, la carrega neta del peptid disminueix de +6 a +5 a causa de I'acetilacié de I'extrem N-
terminal, pels lipopéeptids en que la lisina acilada s’incorpora a la cara polar del péptid, la carrega
es veu reduida a +4 (o +5 per BP367, BP379 i BP391, amb el grup acil a I'extrem N-terminal)
alhora que s’augmenten els grups hidrofobics presents a I'estructura del péptid. A més, es va
realitzar un estudi similar, relacionant |’activitat antimicrobiana dels lipopeéptids i la cara on
s’introdueix la lisina acilada, pero no es va observar una tendéencia clara.

K9
K5 K2

L11 7
BP100

Figura 34. Projeccié d'Edmunson de I'estructura de BP100. Els aminoacids polars es troben representats en vermell i
els hidrofobics en negre.

3.1.3.3 Efecte dels lipopéptids en fulles de tabac

Per tal d’analitzar I'efecte dels lipopéeptids en un sistema vegetal model es va avaluar la toxicitat
dels lipopéptids derivats de BP100 en ser infiltrats en fulles de tabac (Figura 35). Aquests
lipopéptids es varen assajar a 50, 150 i 250 uM. A I'assaig també s’hi varen incloure BP100, per
motius comparatius, i la melitina, com a control positiu. Després de |'assaig es va mesurar el
diametre de I'area necrotica produida.
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Figura 35. Efecte dels lipopéptids BP367-BP402 en fulles de tabac a 50 i 250 uM. Les barres verticals en cada columna
indiquen I'interval de confianga. La posicid de I'acid gras a I'extrem N-terminal s’indica amb una N i la posicié de la lisina
acilada amb els niumeros 1-11. El tipus de grup acil es representa com a R= COCsH;; (hexanoil), R= COC;H; (butanoil) i R=
COC;1H,3 (lauroil). S'inclou BP100 com a comparacio.

Tots els lipopeptids varen causar I'aparicié d’'una area necrotica inferior a la de la melitina (11 i 23
mm a 50 i 250 uM, respectivament) a concentracions entre 16 i 80 vegades més elevades que la
CMI. Concretament, a 50 uM, tots els lipopeptids varen provocar una lesié inferior a 9 mm i 22
d’ells una lesié inferior a 6 mm. A més, 16 lipopéptids varen produir una area necrotica inferior a
10 mm a 250 pM. També es pot destacar que 24 dels 36 lipopeptids varen presentar una
fitotoxicitat igual o inferior a BP100 a 250 uM. De tota manera, no s’observa una relacio clara
entre la fitotoxicitat i la llargada o la posicio de I'acid gras.

3.1.3.4 Efecte dels lipopeptids en la inducci6 de defenses en tomatera

Alguns lipopéptids han sigut descrits com a estimuladors del sistema immune de les plantes, amb
la qual cosa, no només actuen directament enfront els patogens, sind que també actuen de forma
indirecta, estimulant la resposta sistémica de defensa de la propia planta hoste.™

La capacitat dels lipopéptids derivats de BP100 d’induir les defenses de les plantes es va
determinar a partir de I'analisi de la sobreexpressié de gens relacionats amb les defenses de
plantes de tomatera (Taula 19). Es varen seleccionar 9 lipopeptids que presentaven una elevada
activitat antimicrobiana i diferents percentatges d’hemolisi. A I’analisi s’hi varen incloure flagelina
15 (flg 15), acid jasmonic (JA) i acibenzolar-S-metil (ASM) com a controls positius, i també BP100
per a comparar els resultats.*

Els resultats varen mostrar que els controls positius sobreexpressaven clarament la majoria de
gens analitzats (Taula 19). BP100 va sobreexpressar els gens PPO i Pinll. Pel que fa als lipopeptids,
en general, varen sobreexpressar pocs dels gens estudiats. Concretament, dels 11 gens analitzats,
6 no varen ser sobreexpressats per cap dels lipopéptids i 5 Unicament per 2 o 3 lipopéptids
cadascun. Aixi, BP381, BP385, BP390 i BP400 varen sobreexpressar Osm2, Tas14 o BCB; BP389,
Pinll i BCB; i BP378, Pinll, Osm2 i Tas14. Aquest resultat suggereix que la incorporacié d’un grup
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acil en BP100 no afecta la sobreexpressié de gens relacionats amb defenses de plantes ja que els
lipopeptids presenten un efecte similar a BP100. Aquest comportament contrasta amb la
capacitat d’induccié de defenses d’altres lipopéptids descrits a la literatura. Per exemple, Brotman
et al., en un estudi amb lipopéptids ultracurts, va descriure els lipopeptids Cy5H3,CO-KKKK-NH,
(C16-KKKK) i C;5H3,CO-KLLK-NH, (C16-KLLK) com a inductors de defenses en cogombrera i
Arabidopsis thaliana.®

Taula 19. Expressi6 de gens relacionats amb la induccié de defenses en plantes de tomatera.’

Productes de referéncia’ Peptids®

Gens flg15 JA ASM BP100 BP371 BP374 BP378 BP381 BP385 BP387 BP389 BP390 BP400
Harp 3,3 1,9 6,3 0,5 0,9 0,9 1,2 0,7 2,3 1,2 0,9 0,5 1,4
PR1a 30,4 2,9 4,8 2 0,7 0,5 2,0 0,2 3,2 0,4 0,3 0,2 0,1
GluA 12,7 0,2 59 1,5 0,5 0,5 0,6 0,6 0,7 0,7 0,3 0,6 0,1
PPO 4,3 >50 2,9 3,2 0,6 0,7 1,7 1,3 1,7 1,3 0,5 0,9 1,4
LOX 1,6 9,7 3,3 1,2 1,1 1,9 1,5 0,8 1,1 0,7 1,2 1,2 1,1
Pinli 52 >50 0,5 4,9 1,7 1,7 5,8 0,4 7,1 09 2,8 0,2 1,1
Subi 12,3 3,9 11,6 1,8 0,8 0,8 0,9 0,5 1,0 0,8 0,5 0,7 0,5
ERT3 3,6 41,3 2,9 1,0 0,9 2,0 1,0 0,7 0,2 0,2 0,1 0,7 0,2
BPC 11,3 6,6 12,1 0,8 1,0 1,0 1,3 1,2 4,2 1,7 2,1 0,6 0,6
Osm2 11,3 48,4 8,7 1,0 0,9 1,6 2,9 21 1,2 1,0 1,0 3,0 0,9
Tas14 2,3 0,88 10,7 1,4 0,7 1,2 3,5 3,4 0,7 1,0 0,7 1,0 8,3

a . ;. . . .7 . o .

Un valor superior a 2 és indicatiu de sobreexpressid. Els valors significatius estan en negreta.
®Els productes de referéncia es varen assajar a 125 uM (flg15), 2,5 mM (JA) i 300 mg/L (ASM).
° Els péptids es varen testar a 125 pM.

3.1.3.5 Estabilitat dels lipopeéptids a la degradacio per proteases

La degradacio del péptids per part de proteases en redueix la biodisponibilitat, amb la qual cosa,
és interessant coneixer l'estabilitat dels peéptids enfront aquests enzims. L’estabilitat dels
lipopéptids a la degradaciéd per proteases es va analitzar utilitzant proteinasa K. Es varen
seleccionar 16 lipopéptids amb activitat antimicrobiana i que presentaven un grup hexanoil o
butanoil a diferents posicions. L’assaig es va realitzar tractant cadascun dels lipopéptids amb
proteinasa K durant 60 min a temperatura ambient i la degradacié es va monitoritzar mitjangant
HPLC (Figura 36). Es va incloure BP100 per a poder comparar.

73



Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Figura 36. Percentatge de degradacié de BP100 i dels lipopéptids seleccionats enfront proteinasa K.

Es va observar que 6 dels 16 lipopéptids seleccionats van mostrar una estabilitat enfront
proteinasa K similar a BP100 (23-33% de degradacid) i 4 van resultar més estables (7-15 % de
degradacid). Els lipopéptids més estables a la degradacié per proteinasa K varen ser els que
incorporen la lisina acilada a la posicid 7 o 8, mentre que, els menys estables la contenen a la
posicidé 9. A més, no s’observa una tendéncia clara entre I'estabilitat i I'acid gras incorporat a la
sequencia.

3.1.3.6 Lipopeptids derivats de BP100 contenint L-aminoacids amb un millor perfil
biologic

Els resultats d’activitat mostren que els lipopeptids derivats de BP100 contenint L-aminoacids amb
un millor perfil van ser BP370, BP378, BP381, BP387 i BP389, que incorporen un grup butanoil o
hexanoil. Aquests lipopéptids van mostrar una CMI entre 0,8 i 12,5 uM enfront tots els patogens
testats i van presentar una activitat hemolitica i fitotoxica baixa. A més, BP378 va induir la
sobreexpressié de 3 gens relacionats amb la defensa sistémica en tomatera. BP381 i BP387 van
ser més actius que el péptid de partida BP100 enfront X. fragariae, X. axonopodis pv. vesicatoria i
P. expansum. BP387, també va ser més estable que BP100 enfront proteinasa K. Pel que fa a
BP389, aquest lipopeptid va presentar una activitat major que BP100 enfront les tres espécies de
Xanthomonas i enfront P. expansum, i una estabilitat a la degradacio per proteases similar.

74



Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

3.2 Lipopeptids derivats de BP100 contenint D-aminoacids o una
histidina

3.2.1 Disseny i sintesi dels lipopéptids contenint D-aminoacids o una His

Tal com s’ha comentat a la introduccié, la incorporacid de D-aminoacids esta directament
relacionada amb un descens de [Iactivitat hemolitica, mentre que es manté [Iactivitat
antimicrobiana. De fet, Giell et al. varen estudiar la incorporacié de b-aminoacids en la seqliencia
de BP100. D’entre els diferents péptids sintetitzats en va destacar KKLfKKILKYL-NH, (BP143), que
conté una D-Phe a la posicid 4 i que va presentar una activitat antimicrobiana similar a BP100,
perd una menor hemolisi. 8781

D’altra banda, Ng-Choi et al. va estudiar 'efecte de la substitucié de residus de Phe per residus
d’His en péptids de la familia CECMEL11, observant que la presencia de I'anell d’imidazole de la
His enlloc de I'anell de benze de la Phe, tot i que no millorava I'activitat antimicrobiana, reduia
I'activitat hemolitica.'®

Els 36 lipopéptids derivats de BP100 preparats en aquest treball, BP367-BP402, varen mostrar una
activitat antimicrobiana elevada pero 27 de les seqiiéncies varen presentar una hemolisi >50% a
250 uM. Per aix0, en base a les observacions anteriors, en aquesta tesi doctoral es va plantejar
estudiar la incorporacié de D-aminoacids o d’una His en 18 lipopéptids seleccionats d’entre els
descrits a I'apartat anterior. Per a la seleccié d’aquests lipopéptids es va tenir en compte que tots
ells presentessin una activitat antimicrobiana elevada i diferents graus d’hemolisi. Es van escollir 4
lipopeptids amb un grup hexanoil, 8 amb un grup butanoil i 6 amb un grup lauroil. En tots ells es
va incorporar un bD-aminoacid a la posicié 4, emulant el peptid derivat de BP100, BP143. A més, es
van dissenyar els lipopéeptids BP501 i BP502, derivats de BP384 i BP389, en els que es va substituir
el residu de Phe* per una His. Per Ultim, es va sintetitzar el lipopeptid BP503, derivat de BP384
incorporant 2 b-aminoacids, una D-Phe a la posicié 4 i una D-lisina acilada (Taula 20).
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Taula 20. Lipopéptids derivats de BP100 contenint L-aminoacids i els seus analegs contenint b-aminoacids o una His.

Lipopeéptids contenint L-aminoacids

Lipopeéptids contenint b-aminoacids o una His

Peptid Seqiiéncia® Codi Peptid Seqiiéncia® Codi
BP367 CsH;;CO-KKLFKKILKYL-NH, CsHy,CO-F* BP472 CsH,;CO-KKLFKKILKYL-NH, CsH,,CO-D-F*
BP371 Ac-KKLK(COCsH;;)KKILKYL-NH,  K*(COCsHy) BP484 Ac-KKLK(COCsH,;)KKILKYL-NH,  p-K*(COCsH;3)
BP374 Ac-KKLFKKK(COCsHq)LKYL-NH,  F*-K’(COCsHy,) BP494 Ac-KKLFKKK(COCsH)LKYL-NH,  D-F*-K’(COCsHy,)
BP378 Ac-KKLFKKILKYK(COCsH,,)-NH,  F*-K*(COCsH;) BP495 Ac-KKLFKKILKYK(COCsHyq)-NH,  D-F*-K™(COCsHy4)
BP379 C;H,CO-KKLFKKILKYL-NH, C3H,CO-F* BP485 C,yH,CO-KKLFKKILKYL-NH, C3H,CO-p-F*
BP381 Ac-KK(COCsH,)LFKKILKYL-NH,  F*-K*(COCsH,) BP486 Ac-KK(COCsH,)LFKKILKYL-NH, p-F*-K*(COC3H,)

BP498 Ac-KKLfK(COC;H,)KILKYL-NH,  p-F-K*(COC;H,)
BP384 Ac-KKLFK(COC;H,)KILKYL-NH,  F*-K*(COC;3H,) BP502 Ac-KKLHK(COC3H,)KILKYL-NH,  H*-K*(COC3Hs)

BP503 Ac-KKLfk(COC3H,)KILKYL-NH,  p-F*-D-K*(COC3H,)
BP385 Ac-KKLFKK(COC3H,)ILKYL-NH,  F*-K%(COC;3H,) BP473 Ac-KKLfKK(COC3H,)ILKYL-NH,  p-F-K®(COC;H,)
BP387 Ac-KKLFKKIK(COC3H,)KYL-NH,  F*-k¥(COC;3H,) BP474 Ac-KKLFKKIK(COC;H,)KYL-NH,  p-F-K}(COC;H,)
BP388 Ac-KKLFKKILK(COC;H,)YL-NH,  F*-K’(COC3H,) BP499 Ac-KKLFKKILK(COC3H,)YL-NH,  p-F-K°(COC3H,)

. 10 BP475 Ac-KKLFKKILKK(COCsH,)L-NH,  p-F*-K*°(COC3H,)

BP389 Ac-KKLFKKILKK(COC3H,)L-NH,  F*-K'*(COC;H,) . 10

BP501 Ac-KKLHKKILKK(COC;H,)L-NH,  H*K'°(COC3H;)
BP390 Ac-KKLFKKILKYK(COCsH,)-NH,  F*-K™(COCsH,) BP496 Ac-KKLFKKILKYK(COC3H,)-NH,  b-F*-K'(COC3H,)
BP394 Ac-KKK(COC;1Hy3)FKKILKYL-NH,  F*-K3(COCy;H,s3) BP500 Ac-KKK(COC;;Hy3)fKKILKYL-NH,  D-F*-K3(COCy;Has)
BP395 Ac-KKLK(COC;;Hy3)KKILKYL-NH,  K*(COCy3H,3) BP488 Ac-KKLK(COC,3H,3)KKILKYL-NH, — p-K*(COCy1Hjs)
BP398 Ac-KKLFKKK(COC;;Hy3)LKYL-NH,  F*-K’(COCy;Hys3) BP489 Ac-KKLFKKK(COC;;Hy3)LKYL-NH,  D-F*-K’(COC4;Hy3)
BP399 Ac-KKLFKKIK(COC;;Hy3)KYL-NH,  F*-K¥(COC;1Hys3) BP490 Ac-KKLFKKIK(COC;;Hp3)KYL-NH,  D-F*-K¥(COCy;H,3)
BP400 Ac-KKLFKKILK(COC ;Hy3)YL-NH,  F*-K*(COCy1Hys3) BP497 Ac-KKLFKKILK(COC,;Hy3)YL-NH,  D-F*-K*(COCy;Hy3)
BP402 Ac-KKLFKKILKYK(COC;;H,3)-NH,  F*-K™(COCy1Hys) BP476 Ac-KKLFKKILKYK(COC,;Hys)-NH,  D-F*-K™(COCy1Hys3)

® COC;H;, butanoil; COCsHy;, hexanoil; COCy;H,s, lauroil. Les lletres mintscules indiquen D-aminoacids. Les posicions

modificades s’indiquen en negreta.

La sintesi dels lipopéptids derivats de BP100 contenint D-aminoacids o un residu d’His es va

realitzar seguint dues estrategies diferents.

D’una banda, la sintesi dels lipopéptids BP472 i BP485, amb el fragment acil a I’extrem N-terminal

i una D-Phe a la posicid 4, va implicar: (i) la preparacio de la peptidil resina 3; (ii) I’eliminacio del

grup Fmoc de I'extrem N-terminal i I’acilacié amb I'acid gras corresponent i (iii) el desancorament

del péptid.

Es va partir d’una resina MBHA que incorpora el linker Fmoc-Rink-amida. Es va eliminar el grup

Fmoc mitjancant un tractament amb piperidina/DMF (3:7) i, posteriorment, es va acoblar el

primer aminoacid emprant DIC i Oxima en DMF. Mitjancant etapes successives d’eliminacid del

grup Fmoc i acoblament dels aminoacids corresponents es va obtenir la peptidil resina 3

(Esquema 3). A continuacid, la peptidil resina 3 es va tractar amb piperidina/NMP (3:7) i,

posteriorment, s’hi va acoblar acid butiric o acid hexanoic emprant DIC i Oxima en NMP durant 1
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h a temperatura ambient (Esquema 3). Finalment, les peptidil resines resultants es van tractar
amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5) i es van purificar per cromatografia flash en fase reversa. Els
lipopéptids es van analitzar mitjangant HPLC i es van caracteritzar per espectrometria de masses.
Tots ells es van obtenir amb una puresa excel-lent >99% (Taula 21).

Esquema 3. Sintesi dels lipopéptids BP472 i BP485.

D’altra banda, per a la preparacio de la resta de lipopéptids que contenen D-aminoacids o una His
i el fragment acil a la cadena lateral d’un residu de Lys, aquest aminoacid es va incorporar amb el
grup N°-amino protegit amb un grup ivDde.”™ La sintesi en fase solida d’aquests lipopéptids
s’exemplifica per BP476, BP495 i BP496, que contenen una D-Phe a la posicid 4 i el grup acil a la
cadena lateral de la Lys' (Esquema 4). Aquesta sintesi va implicar (i) la preparacié de la peptidil
resina 4; (ii) I'eliminacié del grup Fmoc de I'extrem N-terminal; (iii) I'acetilacié del grup amino
lliure resultant; (iv) I'eliminacié selectiva del grup ivDde; (v) I'acilacid del grup amino lliure
resultant amb I’acid gras corresponent i (vi) el desancorament del peptid.
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Esquema 4. Sintesi dels lipopeptids BP476, BP495 i BP496.

Aixi, per a la sintesi d’aquests lipopéptids, un cop preparada la peptidil resina 4, es va eliminar el
grup Fmoc de I'extrem N-terminal i, aquesta posicié es va acetilar amb Ac,0/piridina/CH,Cl,
(1:1:1). A continuacid, es va eliminar el grup ivDde amb NH,NH,-H,O/NMP (2:98) i es va acoblar
I'acid gras corresponent (acid butiric, hexanoic o lauric) (Esquema 4). Finalment, les peptidil
resines resultants es varen tractar amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5) i es varen purificar per
cromatografia flash en fase reversa. Els lipopéeptids es varen analitzar mitjangant HPLC i es varen
caracteritzar per espectrometria de masses. Tots ells es varen obtenir amb una puresa excel-lent
>99% (Taula 21).
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Taula 21. Temps de retencid, pureses i caracteritzacio dels lipopéptids derivats de

BP100 que contenen p-aminoacids o una histidina.

- ol ob HRMS (ESI)

Peéptid tg (min)° Puresa (%) Calculada  Trobada
BP4A72 6,14 >99  CyHyzN;;Op5 [M +2H]Y  760,0285  760,0260
BP473 599 >99  CyHyzsN;014 [M +2H]Y  767,0182  767,0158
BP474 5,36 >99  CygHyzeN1g04 [M + 2H]®  774,5236  774,5208
BP475 5,69 >99  CygHyzsNig053 [M + 2HY  749,5340  749,5343
BP476 6,67 >99  CgHisoNq1g010 [M +2H]?  830,5862  830,5839
BP484 6,45 >99  CyyHyoNig010 [M +2H  771,5471  771,5477
BP485 6,79 >99  CyHyzsN;Op5 [M + 2H  746,0129  746,0097
BP486 6,17 >99  CygHyzaN;;014 [M + HIF 1533,0291 1533,0266
BP488 6,80 >99  CgaHys3N1gOgq [M + H]® 1626,1808 1626,1787
BP489 6,76 >99  CgHysoN1g010 [M +2H]®  830,5862  830,5825
BP490 7,12 >99  CggHysiN1gOg4 [M + H]® 1660,1652 1660,1635
BP494 5,42 >99  CgoHyzgN;g014 [M + HI' 1576,0713  1576,0683
BP495 5,44 >99  CgoHyzgN;g014 [M + HI' 1576,0713  1576,0683
BP496 5,11 >99  CygHy3sN1g0q4 [M + H]® 1548,0400 1548,0367
BP497 7,21 >99  CggHysoNy7014 [M + HIF 1645,1543  1645,1516
BP498 6,12 >99  CygHyzsNi;014 [M +2H]  767,0182  767,0147
BP499 5,89 >99  CygHysaN;7014 [M + HIF 1533,0291  1533,0269
BP500 6,80 >99 CgeH151N15014 [M + H]+ 1661,1684 1661,1667
BP501 4,63 >99  C,,Hy35Ny0053 [M + HIF 1488,0512 1488,0511
BP502 4,92 >99  CygHyzpN19014 [M + H] ¥ 1523,0196 1523,0191
BP503 5,87 >99  CygHy3aNy;054 [M + H]® 1533,0291 1533,0319

® Temps de retencié per HPLC.

b Percentatge determinat per HPLC a 220 nm després de la purificacid.

3.2.2 Activitat biologica dels lipopéptids contenint D-aminoacids o una His

Es va analitzar I'activitat antimicrobiana, la fitotoxicitat en fulles de tabac i I'activitat hemolitica

dels 21 lipopéptids que incorporen b-aminoacids o un residu d’His.

3.2.2.1 Activitat antimicrobiana

L'activitat antimicrobiana es va avaluar enfront els bacteris E. amylovora, X. axonopodis pv.

vesicatoria, X. fragariae, X. arboricola pv. pruni, P. syringae pv. syringae i P. syringae pv.

actinidiae, i els fongs F. oxysporum i P. expansum a concentracions 0,8, 1,6, 3,1, 6,2, 12,5 25 uM

(Figura 37).
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Figura 37. CMI dels lipopéptids derivats de BP100 que incorporen p-aminoacids o una His enfront E. amylovora (Ea),
X. axonopodis pv. vesicatoria (Xav), X. fragariae (Xf), X. arboricola pv. pruni (Xap), P. syringae pv. syringae (Pss), P.
syringae pv. actinidiae (Psa), F. oxysporum (Fo) i P. expansum (Pe). S'indica el valor més baix de la CMI. El tipus de
grup acil s’indica com a R= COC5H,; (hexanoil), R= COC;3H; (butanoil) i R= COC4;H,; (lauroil).
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Els resultats varen mostrar que la col-leccié de 18 lipopéptids que contenen un D-aminoacid a la
posicié 4 varen presentar una activitat antimicrobiana elevada (Figura 37). Pel que fa a I’activitat
antibacteriana, per a 13 d’aquestes seqliencies es va obtenir una CMI <12,5 uM enfront els sis
bacteris assajats. A més, en general, varen resultar ser més actius enfront les tres especies de
Xanthomonas que enfront E. amylovora o les espécies de Pseudomonas. Concretament, 12
lipopeptids varen mostrar una CMI <6,2 uM enfront les tres espécies de Xanthomonas i 9 d’ells
una CMI <3,1 uM. Pel que fa a l'activitat enfront les especies de Pseudomonas, varen ser més
actius enfront P. syringae pv. actinidiae (15 seqiéncies amb CMI <6,2 uM) que enfront P. syringae
pv. syringae (10 sequencies amb CMI <6,2 uM). A més, 5 de les seqliéncies varen mostrar una CMI
entre 1,6 i 3,1 UM enfront P. syringae pv. actinidiae. E. amylovora va ser el bacteri menys sensible
enfront aquests lipopéptids. Tot i aixd, 16 seqiliencies varen presentar una CMI <12,5 pM i 5
d’elles una CMI entre 3,1 i 6,2 uM. Tenint en compte el tipus d’acid gras present en aquestes
seqiencies, no es va observar una tendéncia general en I'activitat. Ara bé, si que es despren que
les tres espécies de Xanthomonas varen resultar ser més sensibles als lipopéptids que incorporen
un grup lauroil.

En referéncia a I'activitat antifungica, aquests 18 lipopeptids, que contenen un D-aminoacid a la
posicié 4, varen ser més actius enfront F. oxysporum que enfront P. expansum (13 vs. 8
sequéncies amb una CMI <6,2 uM, respectivament) (Figura 37). Cal destacar que 6 de les 8
seqliencies que contenen un grup butanoil varen presentar una CMI entre 0,8 i 1,6 UM enfront F.
oxysporum i 2 de les 4 seqiiencies que contenen un grup hexanoil una CMI entre 0,8 i 1,6 uM
enfront P. expansum. En canvi, els lipopeptids amb un grup lauroil a la seva estructura varen
mostrar, en general, una menor activitat enfront aquests dos fongs.

En el cas dels lipopéptids BP501 (H*-K'°(COC;H,)) i BP502 (H*-K*(COCsH;)), que contenen un
residu d’His* en comptes d’una Phe”, varen presentar una activitat antimicrobiana baixa o nul-la.
Concretament, BP501 va mostrar una CMI entre 6,2 i 25 uM enfront tres dels bacteris testats.
D’altra banda, BP502 no va ser actiu enfront cap dels sis bacteris (CMI >25 uM). Aquests
lipopeptids varen mostrar una CMI <12,5 uM enfront F. oxysporum i BP502 també va ser actiu
enfront P. expansum amb una CMI entre 6,2 i 12,5 uM. Pel que fa al péptid BP503 (D-F*-D-
KS(COC3H7)), amb dos D-aminoacids a la seva estructura, va mostrar una activitat antimicrobiana
moderada, amb una CMI <25 uM enfront els vuit patogens estudiats.

L'activitat biologica dels lipopéptids contenint b-aminoacids o una His es va comparar amb la dels
corresponents lipopéptids de partida (Figura 38). En referéncia a les seqliéncies que incorporen
un D-aminoacid, es va observar que la diferéncia d’activitat d’aquestes seqliéncies respecte als
lipopéptids amb tots els aminoacids de tipus L depenia de la llargada del grup acil. Aixi, les
seqiencies amb un D-aminoacid i una cadena de lauroil varen presentar una activitat igual o
superior a la dels corresponents analegs amb tots els aminoacids L enfront tots els patogens
excepte F. oxysporum.

En canvi, pels lipopéptids amb un D-aminoacid i un grup butanoil o hexanoil aquest
comportament es va observar enfront les dues espécies de Pseudomonas, X. arboricola pv. pruni i
els dos fongs. D’aquesta analisi comparativa també es va poder deduir que la incorporacié de dos
D-aminoacids o d’una His va resultar, en general, en lipopéptids menys actius.
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Els lipopéptids amb una activitat antibacteriana més elevada varen ser BP472 (CsH.,CO-D-F%),
BP473 (D-F*-K®(COC;H,)), BP475 (p-F*-K'°(COC;3H,)), BP476 (D-F*-K''(COCy1H,3)), BP485 (C3H,CO-D-
F*), BP488 (D-K*(COC,1H,3)) i BP500 (D-F*-K3(COCy;H,3)). D’altra banda, BP495 (p-F*-K'(COCsH11)),
BP498 (D-F*-K>(COC;3H,)) i BP499 (D-F*-K’(COC;3H,)) sén els més actius enfront els dos fongs amb
CMils entre 0,8 3,1 uM.

Figura 38. Comparacio de I’activitat antimicrobiana dels 21 lipopéptids que contenen una His o un o dos p-aminoacids
amb els lipopéptids amb tots els aminoacids de tipus L. L’activitat antimicrobiana s’indica com a CMlI i es representa a
I'eix de les y en escala logaritmica. Per a cada peptid s’indica el valor més baix del rang de CMI. L’eix de les x inclou el
codi per cada lipopeéptid. Els residus que s’indiquen en cursiva poden ser L- 0 b-aminoacids.

3.2.2.2 Toxicitat

Per a avaluar la toxicitat dels 21 lipopeptids que contenen un residu d’His, o un o dos D-
aminoacids es va determinar I'activitat hemolitica (Figura 40). Aquests lipopéptids es varen
assajar a 50, 150, 250 i 375 uM, i es va utilitzar la melitina com a control positiu. Els resultats
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varen mostrar que 13 dels 21 lipopeptids varen presentar una activitat hemolitica <24% a 250
KUM. Cal destacar que I’hemolisi de 9 d’aquestes seqiiencies va ser <10% a aquesta concentracio.

Figura 39. Activitat hemolitica dels lipopéptids derivats de BP100 que incorporen p-aminoacids o una His a 250 uM. El
tipus de grup acil s’indica com a R= COCsH,; (hexanoil), R= COC;H; (butanoil) i R= COC,4H,; (lauroil).

En comparar I’hemolisi dels lipopéptids que contenen un D-aminoacid amb la dels corresponents
analegs amb tots els aminoacids de tipus L, es va observar, tal com s’esperava, que la preséncia
del b-aminoacid va resultar en una disminucié de I'activitat hemolitica de tots els lipopéptids que
incorporen un grup butanoil o hexanoil (Figura 40). Cal remarcar que, en alguns casos, aquesta
disminucié va ser considerable. En canvi, la incorporacié d’un D-aminoacid en els lipopéptids
derivatitzats amb un grup lauroil no es va traduir en una disminucié de I’hemolisi. En aquest cas,
probablement, el benefici d’incorporar un D-aminoacid no és suficient per a contrarestar la
hidrofobicitat del grup lauroil.

D’altra banda, la incorporacié d’una histidina o de dos b-aminoacids en el lipopéptid BP384 (F’-
K>(COC5H;)) va donar lloc a les seqiiéncies BP502 (H*-K*(COCsH-)) i BP503 (D-F*-D-K>(COC;Hs)),
respectivament, que varen resultar ser molt poc hemolitiques. De fet, es va observar una reduccié
de I'hemolisi del 100% a <3% a 250 puM.
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Figura 40. Comparacié de I'activitat hemolitica dels 21 lipopéptids que contenen una His o un o dos p-aminoacids
amb els lipopéptids amb tots els aminoacids de tipus L a 250 uM. L’eix de les x inclou el codi per cada lipopeptid. Els
residus que s’indiquen en cursiva poden ser L- 0 b-aminoacids.

Finalment, també es va analitzar la toxicitat dels lipopéptids que incorporen D-aminoacids o una
His en fulles de tabac. Aquests lipopéptids es varen infiltrar en el mesofil de fulles de tabac a 50,
150 i 250 puM. Com a referencia, també es va incloure la melitina a I'estudi, que va provocar una
necrosi de 22 mm a 250 uM. Es va observar que la majoria dels lipopéptids varen presentar una
fitotoxicitat menor que la melitina. Concretament, 14 seqliéncies varen causar una area necrotica
<10 mm a 250 uM (Figura 41).
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Figura 41. Efecte dels lipopéptids derivats de BP100 que incorporen p-aminoacids o una His infiltrats en fulles de
tabac a 250 uM. El tipus de grup acil s’indica com a R= COCsH;; (hexanoil), R= COC;H; (butanoil) i R= COCy4H,; (lauroil).

A la Figura 42 es compara la fitotoxicitat dels derivats que incorporen un o dos D-aminoacids o
una His amb la dels corresponents lipopeptids de partida. Es va observar que, en general, les
sequencies que contenen un o dos D-aminoacids o una His i que estan derivatitzades amb un grup
hexanoil o butanoil varen ser menys fitotoxiques que les que incorporen una cadena de lauroil, i
també menys fitotoxiques que els lipopéptids de partida.
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Figura 42. Comparacio de I'efecte de la infiltracié en fulles de tabac dels 21 lipopéptids que contenen una His o un o
dos p-aminoacids amb els lipopéptids amb tots els aminoacids de tipus L a 250 uM. L’eix de les x inclou el codi per
cada lipopéptid. Els residus que s’indiquen en cursiva poden ser L- 0 b-aminoacids.

3.2.2.3 Lipopeptids derivats de BP100 amb un millor perfil biologic.

D’aquest estudi es pot deduir que, en general, els lipopéptids derivats de BP100 amb un millor
perfil biologic contenen una p-Phe* i una lisina acilada amb un grup butanoil o hexanoil situada a
la cara apolar de I'helix. Concretament, el lipopéptid amb el millor perfil biologic és BP475 (p-F’-
K'®(COC;H,)) que presenta una CMI entre 0,8 i 6,2 uM enfront els 8 fitopatogens testats i no és
hemolitic a 250 pM. També destaquen BP387 (K¥(COC;H,)), BP474 (p-F*-K3(COC;H-)), BP485
(CsH,CO-D-F*) i BP495 (D-F*-K''(COCsH11)) que mostren una CMI entre 0,8 i 12,5 uM enfront els 8
fitopatogens i una hemolisi entre 0,6 i 24% a 250 uM. A més, tots ells sGn menys fitotoxics que la
melitina, provocant una area necrotica entre 4 i 11 mm a 250 uM.

Aixi, mitjancant la incorporacié de la cadena d’acid gras s’han obtingut lipopéptids amb una
elevada activitat antimicrobiana. Partint d’aquesta col-leccid, la introduccié d’un D-aminoacid ha
permés la obtencid de lipopeptids derivats de BP100 amb una elevada activitat antimicrobiana i
una baixa toxicitat.
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La conjugacidé de dos peptids, amb activitats biologiques semblants o diferents, per generar un
peptid hibrid és una estrategia efectiva per tal d’intentar sumar les propietats de cadascuna
d’aquestes unitats (seccié 1.3.5.1). De fet, a la bibliografia hi ha exemples de peéptids hibrids
derivats de BP100 (seccidé 1.5.3.4.1). En aquest sentit, Badosa et al. van dissenyar i sintetitzar 38
peptids conjugats per combinacié de BP100 i un fragment de cecropina A, magainina o melitina.
En van destacar BP178 (BP100-AGPA-magainina(1-10)-KDEL-OH), BP209 (G-BP100-AGPA-
magainina(1-10)-OH), BP210 (S-BP100-AGPA-magainina(1-10)-OH) i BP211 (G-BP100-AGPA-
magainina(4-10)-OH), que varen presentar una activitat antimicrobiana elevada enfront E.
amylovora, X. axonopodis pv. vesicatoria i P. syringae pv. syringae, una baixa hemolisi i una

Bl En base a aixd, en aquesta tesi doctoral es va plantejar la

fitotoxicitat moderada (Taula 14).
sintesi de péptids hibrids per conjugacié d’un lipopeéptid antimicrobia derivat de BP100 amb un

CPP, un peptid elicitor de defenses de plantes o un AMP.

4.1 Disseny dels lipopeptids conjugats

Per tal de dissenyar els lipopéptids conjugats es van seleccionar, d’una banda, 3 lipopéeptids
derivats de BP100 i, d’altra banda, 5 seqiiencies descrites a la bibliografia com a CPPs, AMPs o
elicitors de defenses en planta.

Els lipopéptids derivats de BP100 es varen escollir a partir de la col-leccié6 de 57 lipopéeptids
descrita al capitol anterior. Concretament, es van seleccionar 3 seqliéncies amb una elevada
activitat antimicrobiana i una baixa toxicitat: BP387 (F*-K®(COC;H-)), BP474 (p-F*-K}(COC;H,)) i
BP475 (D-F*-K°(COC;3H-)) (Taula 22), les quals varen presentar una CMI entre 0,8 i 12,5 pM
enfront els bacteris testats, una hemolisi <14% a 250 uM i varen provocar una lesié en fulles de
tabac de 3,8 2 9,2 mm de diametre a 250 uM.

Els CPPs escollits van ser BP16 i BP100 (Taula 22). Com ja s’ha comentat a la seccié 1.5.4.3, BP100
va ser descrit com a CPP en cél-lules de tabac BY2 mostrant una gran capacitat d’internalitzacié.***
BP16 és un altre péeptid de la quimioteca CECMEL11 que mostra una baixa o nul-la toxicitat i que

137 D’altra banda, com a AMP, es va seleccionar

es comporta com a CPP en ceél-lules animals.
BP143, un analeg de BP100 amb una D-Phe a la posicié 4, que va presentar una activitat

antimicrobiana similar i una toxicitat menor que BP100 (secci6 1.5.3.1).

Com a elicitors de defenses de plantes es van seleccionar flgl5 i Pip1 (Taula 22). flgl5 correspon

al fragment 36-49 del domini N-terminal de la flagelina de P. aeruginosa, que va ser descrit com a

164,165

elicitor de defenses en plantes de tomatera. Pipl va ser identificat d’una quimioteca

d’hexapeptids, dissenyats i sintetitzats mitjancant quimica combinatoria, i va mostrar capacitat

elicitora de defenses en plantes de tabac i tomatera.*®®
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Taula 22. Péptids seleccionats per a la sintesi de lipopeéptids

conjugats.
Peptid Seqiiéncia®
BP387 Ac-KKLFKKIK(COC3H-)KYL-NH,
Lipopéptids Ac-KKLFKKIK(COC5H,)KYL-NH
derivats de BP100 BP474 ( st) 2
BP475 Ac-KKLFKKILKK(COC3H,)L-NH,
BP16 KKLFKKILKKL-NH,
CPPs
BP100 KKLFKKILKYL-NH,
AMP BP143 KKLFKKILKYL-NH,
Peptids elicitors fig1s RINSAKDDAAGLQIA-OH
de defenses Pipl YGIHTH-NH,

? Les lletres minuscules indiquen D-aminoacids; COC;H-, butanoil.

Utilitzant aquests monomers es varen dissenyar 12 lipopéptids conjugats diferents (Taula 23).
Tenint en compte que l'ordre de les seqiiéncies en els conjugats pot influir en I'activitat biologica,
per a cada combinacié de peéptids es varen preparar dos conjugats que es distingeixen en |'ordre
dels monomers. Inicialment, es varen dissenyar 3 parelles de lipopéeptids conjugats per unié del
lipopéptid BP387 amb els CPPs BP16 o BP100, o amb el peptid elicitor de defenses flgl5. A partir
dels resultats d’activitat obtinguts per aquestes 6 seqiiencies, es van dissenyar 2 parelles de
conjugats per unié del lipopéptid BP475 amb els péptids elicitors de defenses flgl5 o Pipl. Aixi
mateix, es va dissenyar una parella de conjugats resultants de la combinacié del lipopéeptid BP474
i 'AMP BP143. Els conjugats obtinguts, BP474-BP143 i BP143-BP474, son analegs de BP387-
BP100 i BP100-BP387 contenint dues D-Phe a la seva estructura.

Taula 23. Seqiiéncies dels lipopéptids conjugats.

Peptid Seqiiencia®
BP387-BP16 Ac-KKLFKKIK(COC;3H;)KYL-KKLFKKILKKL-NH,
Lipopeptid BP16-BP387 Ac-KKLFKKILKKL-KKLFKKIK(COC5H-)KYL-NH,
+
CPP BP387-BP100 Ac-KKLFKKIK(COC3H;)KYL-KKLFKKILKYL-NH,
BP100-BP387 Ac-KKLFKKILKYL-KKLFKKIK(COC3H,)KYL-NH,
Lipopéptid BP474-BP143 Ac-KKLfKKIK(COC3H;)KYL-KKLFKKILKYL-NH,
+
AMP BP143-BP474 Ac-KKLFKKILKYL-KKLFKKIK(COC5H;)KYL-NH,
BP387-flg15 Ac-KKLFKKIK(COC;H;)KYL-RINSAKDDAAGLQIA-OH
flg15-BP387 Ac-RINSAKDDAAGLQIA-KKLFKKIK(COC3H;)KYL-NH,
Lipopéeptid
N BP475-flgl5 Ac-KKLFKKILKK(COC3H,)L-RINSAKDDAAGLQIA-OH
Péptid elicitor flg15-BP475 Ac-RINSAKDDAAGLQIA-KKLFKKILKK(COC3H,)L-NH,
de defenses
BP475-Pip1 Ac-KKLFKKILKK(COC3H,)L-YGIHTH-NH,
Pip1-BP475 Ac-YGIHTH-KKLFKKILKK(COC5H-)L-NH,

® Les lletres minuscules indiquen D-aminoacids; COC3H-, butanoil.
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4.2 Sintesi dels lipopéptids conjugats

La preparacié dels lipopeptids conjugats es va realitzar manualment mitjangant sintesi en fase
solida seguint una estratégia Fmoc/tBu representada a 'Esquema 5 pel lipopeéptid conjugat Pipl-
BP475. Aquesta estratégia de sintesi és similar a la descrita al capitol 3 pels lipopéptids derivats de
BP100, pero emprant com a suport solid una resina ChemMatrix aminometilada (0,69 mmol/g).
Per obtenir els lipopéptids conjugats amb un grup amida a I'extrem C-terminal, es va acoblar al
suport el linker Fmoc-Rink-amida. Pels lipopéptids conjugats amb un grup acid carboxilic a
I’extrem C-terminal s’hi va incorporar el linker acid 3-(4-hidroximetilfenoxi)propionic (PAC). En
aquest darrer cas, l'acoblament del primer aminoacid es va realitzar utilitzant DIC, 4-(N,N-
dimetilamino)piridina (DMAP) i N-etildiisopropilamina (DIEA). Aquest tractament es va repetir
dues vegades durant 2 h, a temperatura ambient i sota agitacié. La reaccié es va comprovar
mitjancat el test Fmoc, obtenint-se una funcionalitzacié entre 0,30 i 0,36 mmol/g. Seguidament, la
resina es va acetilar per tractament amb Ac,0/piridina/CH,Cl, (1,35:1,35:18).

L’elongacié dels peptids es va realitzar a través d’etapes sequencials d’eliminacidé del grup Fmocii
acoblament dels aminoacids corresponents. El grup Fmoc es va eliminar mitjangant un tractament
amb piperidina/DMF (3:7) i els acoblaments es varen realitzar emprant DIC com a reactiu
d’acoblament i Oxima com a additiu en DMF. El residu de Lys a acilar amb I’acid gras es va
incorporar amb el grup N®-amino protegit amb un grup ivDde. A partir del sisé aminoacid es va
substituir la DMF per NMP en les etapes d’eliminacié del grup Fmoc i d’acoblament dels
aminoacids.

Un cop completades les seqiiéncies, es va eliminar el grup Fmoc de I'extrem N-terminal i les
peptidil resines es varen acetilar amb Ac,0/piridina/CH,Cl, (1:1:1). Les peptidil resines resultants
es varen tractar amb NH,NH,-H,0/NMP (2:98) per eliminar el grup ivDde i, seguidament, es va
acoblar I'acid butiric emprant DIC i Oxima en NMP, durant 1 h a temperatura ambient.

Esquema 5. Sintesi del lipopéptid conjugat Pip1-BP475.
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Finalment, cadascuna de les peptidil resines resultants es va tractar amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5)
i els crus resultants es varen purificar per cromatografia flash en fase reversa. Els lipopéptids es
varen analitzar per HPLC i es varen caracteritzar per espectrometria de masses. Tots es varen
obtenir amb una puresa excel-lent compresa entre un 96 i >99% (Taula 24).

Taula 24. Carrega neta, temps de retencio, puresa i caracteritzacié dels lipopéptids conjugats.

Peptid Carrega tr Puresa HRMS (ESI)
P neta (min)’ (%) Calculada Trobada
BP387-BP16 +11 7,93 >99  CyyHy61N3sOz5 [M + 2H]™ 1458,5108 1458,5071
Lipopéptid  gp16-8P387 +11 7,98 >99  CyyyHye1N3sOys [M + 2H]* 1458,5108 1458,5081
+
CPP BP387-BP100  +10 7,97 96 CisoHassN34O26 [M + 2H]** 1475,9950 1475,9920

BP100-BP387  +10 7,98  >99  CygoHyssN34056 [M + 2H]?* 1475,9950 1475,9915

Lipopéptid  Bpg74-8P143  +10 7,94 599 CysoHyssN340z6 [M + 2H]* 1475,9950 1475,9910
+

AMP BP143-BP474  +10 8,00  >99  CygoHyssN34056 [M + 2H]?* 1475,9950 1475,9951
BP387-flgl5 +4 5,84 96  CyayHpaaNsg0s7 [M + 2H]* 1536,9184 1536,9152
flg15-BP387 +5 6,35 96 CiaoHyasNsgOs6 [M + 2H]** 1536,4264 1536,4212

Lipopeptid 2
+ BP475-flgl5 +4 6,03  >99  CysoHyueN3sOs¢ [M + 2H]?" 1511,9288 1511,9271
Péptid elicitor g515.gpa7s +5 6,79 97 CysgHyasN3gOss [M + 2H]* 1511,4368 1511,4329

de defenses .

BP475-Pipl +7 6,28  >99  CyogHiaiNys0,y [M+H]T  2206,3951 2206,3981
Pip1-BP475 +7 555  >99  CyogHisiNsO,s [M+H]T  2206,3951 2206,3902

® Temps de retencié per HPLC
b Percentatge determinat mitjangant HPLC a 220 nm després de la purificacio

4.3 Activitat biologica

Es va assajar |'activitat antibacteriana, I’hemolisi i |a fitotoxicitat dels 12 lipopeptids conjugats.

4.3.1 Activitat antibacteriana

L'activitat antibacteriana dels lipopeptids conjugats es va analitzar enfront els bacteris E.
amylovora, X. axonopodis pv. vesicatoria, X. fragariae, X. arboricola pv. pruni, P. syringae pv.
syringae i P. syringae pv. actinidiae a 0,8, 1,6, 3,1, 6,2, 12,5 25 uM (Figura 43).

Tal com s’esperava, els monomers seleccionats van mostrar diferent activitat enfront els bacteris
testats. Els lipopéptids BP387, BP474 i BP475, i els peptids BP16, BP100 i BP143 van ser actius
enfront els 6 bacteris amb una CMI <25 uM enfront 5 o 6 dels 6 bacteris, i els peptids elicitors de
defenses de plantes flgl5 i Pip1 no van resultar actius enfront cap dels bacteris.

Pel que fa als lipopéptids conjugats, es va observar que I'activitat depenia de la seqliéncia i del
bacteri. Els tres bacteris del genere Xanthomonas (X. axonopodis pv. vesicatoria, X. fragariae i X.
arboricola pv. pruni) van ser els més sensibles a l'activitat d’aquests conjugats, destacant X.
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arboricola pv. pruni. De fet, tots els lipopéptids conjugats varen mostrar una CMI <12,5 uM
enfront aquest bacteri.

Figura 43. CMI dels lipopéptids conjugats enfront, X. axonopodis pv. vesicatoria (Xav), X. arboricola pv. pruni (Xap), X.
fragariae (Xf), P. syringae pv. actinidiae (Psa), P. syringae pv. syringae (Pss) i E. amylovora (Ea). S'indica el valor més
baix de la CMI. S’inclouen els monomers a efectes comparatius.
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Els lipopeptids conjugats resultants de la unié de BP387 amb un CPP (BP16, BP100) o la unié de
BP474 amb un AMP (BP143) van ser menys actius que els corresponents monomers de partida
enfront els bacteris testats, principalment enfront E. amylovora, P. syringae pv. syringae i P.
syringae pv. actinidiae. De fet, d’aquests 6 conjugats, només BP100-BP387 va presentar una lleu
activitat enfront E. amylovora (CMI 12,5-25 uM) i 4 dels 6 (BP387-BP16, BP16-BP387, BP100-
BP387 i BP143-BP474) van presentar una CMI entre 6,2 i 25 uM enfront les dues soques de P.
syringae. En canvi, aquests 6 lipopéptids varen ser actius enfront les 3 espécies de Xanthomonas,
4 seqliencies varen presentar una CMl entre 3,1 25 uM.

Els 6 lipopeptids conjugats resultants de la unié de BP387 o BP475 amb els elicitors de defenses
flgl5 o Pipl varen ser més actius que els conjugats comentats anteriorment. En general, van
presentar activitats antimicrobianes similars a la del corresponent monomer BP387 o BP475. Les
4 seqliencies flgl5-BP387, flg15-BP475, BP475-Pipl i Pip1l-BP475 van mostrar una activitat
antimicrobiana <25 uM enfront tots els fitopatogens testats. A més, flg15-BP475, BP475-Pipl i
Pip1-BP475 van presentar una CMI entre 3,1 i 6,2 uM enfront E. amylovora. Quatre de les 6
sequéencies (BP387-flgl5, BP475-flgl5, BP475-Pipl i Pip1-BP475) van mostrar una CMI <12,5
enfront les dues soques de P. syringae. El génere Xanthomonas va ser el més sensible a aquest
tipus de conjugats, especialment X. arboricola pv. pruni i X. axonopodis pv. vesicatoria.
Concretament, tots 6 lipopéptids conjugats van mostrar una CMI <6,2 uM enfront aquests dos
bacteris. Cal destacar que les 3 seqliéncies que contenen el fragment lipopeptidic BP387 o BP475
a I'extrem C-terminal varen presentar una CMI entre 0,8 i 1,6 uM enfront X. arboricola pv. pruni i
X. axonopodis pv. vesicatoria. D’altra banda, BP475-Pipl i el seu analeg Pip1-BP475 van ser els
lipopeptids conjugats més actius enfront els 6 fitopatogens presentant una CMI entre 0,8 i 12,5
1M, i entre 0,8 i 25 uM, respectivament.

4.3.2 Toxicitat

Per tal d’avaluar la toxicitat dels lipopeptids conjugats, es va analitzar |'activitat hemolitica i
I’efecte en ser infiltrats en fulles de tabac. Aquests conjugats es van assajar a 50, 150, 250 i 375
UM per I’hemolisi, i a 50, 150, 250 uM per la fitotoxicitat.

Pel que fa a l'activitat hemolitica, els lipopéptids conjugats es varen mostrar, en general, més
hemolitics que els monomers corresponents, que van presentar una hemolisi moderada (BP100),
baixa (BP387, BP16 i BP143) o nul-la (BP474, BP475, flg15 i Pipl1) a 250 uM (Figura 44). A més, es
va observar una clara diferencia entre els lipopéeptids conjugats resultants de la unié d’un
lipopéptid amb un elicitor de defenses i els conjugats que contenen un lipopéptid i un CPP o un
AMP. D’una banda, els lipopeptids conjugats que incorporen el lipopéptid BP387 i un CPP (BP16 o
BP100), o el lipopéptid BP474 i un AMP (BP143) van presentar percentatges d’hemolisi entre 77 i
99%. D’altra banda, els 6 lipopéptids conjugats que contenen el lipopeptid BP387 i el péptid
elicitor de defenses de plantes flgl5, o el lipopéptid BP475 i un péptid elicitor de defenses de
plantes (flgl5 o Pipl) van mostrar activitats hemolitiques entre moderades i baixes. Aquests 6
conjugats van mostrar una hemolisi inferior a 43% i 2 seqtiencies (BP387-flg15 i BP475-flg15) van
presentar una hemolisi inferior al 7%. A més, es va observar que els analegs d’aquests dos darrers
conjugats, flgl5-BP387 i flgl5-BP475, eren notablement més hemolitics (26 i 43%,
respectivament).
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Figura 44. Activitat hemolitica dels lipopéptids conjugats a 250 uM. S’inclouen els monomers per motius comparatius.

Pel que fa a I'efecte dels péptids en ser infiltrats en fulles de tabac, tots els lipopéptids conjugats
varen provocar una area necrotica inferior a la de la melitina (22 mm a 250 uM) (Figura 45).
Concretament, tots els lipopéptids varen causar una lesié entre 8 i 17 mm a 250 uM. Tot i aix0, en
general, els lipopéptids conjugats varen causar una lesié necrotica major que la dels
corresponents monomers. flgl5 i Pip1l no varen generar lesié; BP474, BP16 i BP143 varen ser poc
fitotoxics amb una lesié entre 2,6 i 6,5 mm; BP387, BP475 i BP100 varen mostrar una fitotoxicitat
moderada entre 9,2 i 12 mm. Els 4 lipopéptids conjugats de BP387 amb BP100 o flg15 varen ser
els que varen presentar una menor fitotoxicitat, provocant una lesié <10 mm a 250 uM. En aquest
cas, pero, no es va observar una diferéncia clara entre els lipopéeptids conjugats resultants de la
unié d’un lipopeptid amb un CPP o un AMP i els lipopéptids conjugats resultants de la unié d’'un
lipopeptid amb un péptid elicitor de defenses en planta.
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Figura 45. Efecte de la infiltracié dels lipopéptids conjugats a 250 uM en fulles de tabac. S’inclouen els monomers i la
melitina per motius comparatius.

4.3.3 Influéncia de la seqiiencia en l'activitat biologica dels lipopeptids
conjugats

Es va analitzar la influéncia en I'activitat biologica de I'ordre de la conjugacié de les seqléncies i
del tipus de péptids que incorporen els conjugats derivats de BP100 preparats en aquest estudi.

Pel que fa a l'ordre de les seqliencies, es va observar que, en general, els lipopéptids conjugats
que contenen el fragment lipopeptidic a 'extrem C-terminal varen ser lleugerament més actius
qgue els que lI'incorporen a I'extrem N-terminal. Aquesta diferéncia és més evident en el cas dels
conjugats que contenen un péptid elicitor de defenses, sobretot enfront els bacteris del genere
Xanthomonas. Tanmateix, els conjugats amb el lipopéptid a I'extrem C-terminal també varen ser
més toxics. Concretament, en 5 de les 6 parelles de conjugats, la seqliéncia que presenta el
lipopeptid a I'extrem C-terminal va ser la més hemolitica, i en 4 de les 6 parelles aquesta
seqiéncia va provocar una lesid necrotica major en fulles de tabac.

Referent al tipus de peptids presents en el conjugat, en general, els lipopéptids conjugats que
incorporen un CPP o un AMP varen ser menys actius i més hemolitics que els que contenen un
péptid elicitor de defenses de plantes (CMI entre 3,1 i >25 uM vs. 0,8 i >25 uM; hemolisi >77% vs.
<43% a 250 pM). Aquestes diferéncies en I’activitat podrien estar relacionades amb la carrega
neta positiva d’aquests conjugats. Aixi, els lipopéeptids conjugats que incorporen un CPP o un AMP
presenten una carrega neta positiva de +10 o +11, mentre que la dels que contenen un peéptid
elicitor de defenses és de +4 0 +7.
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Analogament als lipopetids conjugats d’aquesta tesi doctoral, Alves et al. varen observar que la
baixa activitat antimicrobiana del péptid LKRWGTIKKSKAINVLRGFRKEIGRMLNILNRRRR (PepR) es
podia relacionar amb una elevada carrega positiva. Aquest fet es va atribuir a que aquesta
elevada carrega neta positiva podria neutralitzar la carrega neta negativa de la superficie del
bacteri a concentracions inferiors a la necessaria per provocar la disrupcid de la paret bacteriana.
Un cop la carrega ha estat neutralitzada, les interaccions electrostatiques entre el peptid i la paret
bacteriana s’anul-larien i només s’atrauaurien mitjangant interaccions hidrofobiques.™

Aixi mateix, en un estudi previ realitzat en el nostre grup per la Dra. Camd es varen preparar
peptids conjugats per unié de dos mondomers de la quimioteca CECMEL11. Aquests peptids també
presentaven una carrega neta positiva de +10 o +11 i varen mostrar un perfil d’activitat biologica
similar a la dels lipopéptids conjugats d’aquesta tesi doctoral (Taula 25). Concretament, varen
presentar una activitat antimicrobiana moderada, baixa o nul-la i, a més, van ser actius enfront
bacteris del genere Xanthomonas, perd no van presentar activitat enfront E. amylovora o les
espécies de Pseudomonas.*’

Taula 25. Seqiiéncia, carrega neta, activitat antibacteriana i hemolisi de péptids conjugats resultants de la unié de dos
peptids de la quimioteca CECMEL11.""’

Pantid Seqiiencia’ Carrega CMI (uM)° Hemolisi®
P q neta Ea Pss Psa Xap Xf Xav (%)
BP13-BP100 FKLFKKILKVL-KKLFKKILKYL-NH, +10  >50  >50 2550 12,5-25 6,2-12,5 12,525 00%48
BP100-BP13 100+9,4

- KKLFKKILKYL-FKLFKKILKVL-NH,  +10  >50  >50 2550 12,5-25 6,2-12,5 6,2-12,5
86+ 13,2

BP13-BP16  FKLFKKILKVL-KKLFKKILKKL-NH,  +11 >50 >50 >50 6,2-12,5 6,2-12,5 12,5-25
BP16-BP13  KKLFKKILKKL-FKLFKKILKVL-NH,  +11 >50 12,5-25 25-50 6,2-12,5 12,5-25 1,6-3,1 100+*4,0
BP13-BP143 KKLFKKILKYL-FKLfKKILKVL-NH,  +10 >50 >50 >50 6,2-12,5 12,5-25 1,6-3,1 100%0,6

BP143-BP13 FKLfKKILKVL-KKLFKKILKYL-NH,  +10 >50 >50 25-50 12,5-25 6,2-12,5 6,2-12,5 100+6,1

? Les lletres minuscules indiquen p-aminoacids.

b Ea, E. amylovora; Pss, P. syringae pv. syringae; Psa, P. syringae pv. actinidiae; Xap, X. arboricola pv. pruni; Xf, X.
fragariae; Xav, X. axonopodis pv. vesicatoria.

© Activitat hemolitica a 50 uM.

Pel que fa a I'activitat hemolitica, a la bibliografia es poden trobar alguns exemples en els que es
descriu que un augment de la carrega neta positiva d’'un péptid esta relacionat amb un augment
de I’'hemolisi. Concretament, Jiang et al. varen preparar una quimioteca de derivats del peptid Ac-
KWKSFLKTFKSAKKTVLHTALKAISS-NH, (V13K) que presenten una carrega neta entre -5 i +10. Van
constatar que, tot i que no s’observava una relacid lineal entre la carrega neta i I’hemolisi, en
augmentar la carrega neta per sobre de +8 augmentava considerablement ['activitat

hemolitica.'®®%°

Cal comentar que els péptids conjugats desenvolupats per la Dra. Camd, amb
una carrega neta positiva de +10 o +11, també varen presentar una activitat hemolitica elevada

(>86% a 50 uM).

Els diferents lipopéptids conjugats derivats de BP100 es varen representar mitjangant projeccions
d’Edmunson (Apartat 3 de I’Annex). Com a exemple, a la Figura 46 es mostren les projeccions dels
lipopéptids conjugats BP387-BP16, BP16-BP387, BP475-flgl5, flg15-BP475, BP475-Pipl i Pipl-
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BP475. A partir de I'analisi d’aquestes projeccions es va observar que els lipopéptids conjugats
que incorporen un CPP o un AMP presenten una estructura amfipatica perfecta (Figura 46 A i B
per BP16-BP387 i BP387-BP16, respectivament). En canvi, els lipopéptids conjugats que
incorporen un péptid elicitor de defenses presenten una estructura menys amfipatica. Dintre
d’aquests conjugats, els que incorporen flgl5 a I'extrem C-terminal mostren una estructura
lleugerament més amfipatica que els que I'incorporen a I'extrem N-terminal (Figura 46 C i D per
BP475-flgl5 i flg15-BP475, respectivament). En canvi, el lipopeptid conjugat Pip1-BP475, que
conté el peptid elicitor de defenses a I'extrem N-terminal, mostra un caracter amfipatic major que
el seu analeg BP475-Pip1l (Figura 46 F i E, respectivament). Cal comentar que les seqliencies que
mostren un major caracter amfipatic presenten una activitat hemolitica menor que la dels seus
derivats amb un menor caracter amfipatic. Aixi, els lipopéptids conjugats resultants de la unié
d’un lipopeéptid i un péptid elicitor de defenses amb un major caracter amfipatic (BP387-flgl5,
BP475-flgl5 i Pip-BP475) varen presentar una hemolisi <18% a 250 uM, mentre que flg15-BP387,
flg15-BP475 i BP475-Pipl varen mostrar una activitat hemolitica entre 26 i 43% a 250 puM.
Tanmateix, no es va observar cap tendéncia clara que relacionés el caracter amfipatic i I'activitat
antimicrobiana.
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A

A

BP475-flgl5 flg15-BP475

BP475-Pipl Pip1-BP475

Figura 46. Projeccié d'Edmunson de I’estructura de: A, BP387-BP16; B, BP16-BP387; C, BP475-flg15; D, flg15-BP475; E,
BP475-Pip1; F, Pip1-BP475. Els aminoacids polars positius es troben representats en negre, els polars negatius en
vermell, el polars ense carrega en lila i els hidrofobics en blau. La lisina acilada es troba representada en blau i
remarcada amb un asterisc.
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4.3.4 Lipopeptids conjugats derivats de BP100 amb un millor perfil biologic

D’aquest estudi es pot deduir que, en general, els lipopéptids conjugats que incorporen un CPP o
un AMP provinent de la quimioteca CECMEL11 presenten una activitat antibacteriana baixa i una
activitat hemolitica alta. En canvi, els lipopéptids conjugats que incorporen un peptid elicitor de
defenses de plantes mostren una activitat antibacteriana moderada o elevada, sobretot enfront
els bacteris del génere Xanthomonas, i una toxicitat baixa o moderada. Els lipopéptids conjugats
qgue presenten el millor perfil sén Pip1-475 i BP475-Pip1, amb una CMI entre 0,8 i 6,2 uM enfront
5 dels 6 fitopatogens testats, una activitat hemolitica <26% a 250 uM i una fitotoxicitat menor que
la melitina.
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La unid covalent d’un antibiotic o un fungicida a una seqliencia peptidica és una estrategia
descrita per aconseguir compostos més efectius (seccié 1.3.5). En aquest sentit, en aquesta tesi es
va plantejar la conjugaciéo de BP100 amb I'antibiotic estreptomicina, i els fungicides valifenalat i
quinoxifén. Les propietats de BP100 com a CPP podrien afavorir I'activitat biologica d’aquests
pesticides.

5.1 Els pesticides estreptomicina, valifenalat i quinoxifen

L'estreptomicina és un antibiotic del grup dels aminoglicosids que el 1944 va ser aillat
d’Streptomyces griseus (Figura 47). Inicialment, se’n va descriure el seu Us pel tractament de la
tuberculosi i en els anys 50, la seva utilitat enfront fitopatogens bacterians gramnegatius i
grampositius, i fongs oomicets. En va destacar la seva eficacia enfront E. amylovora, agent causal
del foc bacteria. Aquest antibiotic actua a nivell del ribosoma, bloquejant la traduccid i, per tant,
interferint en la biosintesi de proteines. L'any 1971 a California, es van detectar les primeres
soques d’E. amylovora resistents a I'accié de |'estreptomicina. Aquestes soques presentaven la
diana ribosomal alterada o produien enzims capacgos d’inactivar I’estreptomicina.’’® A causa
d’aquesta rapida aparicié de resisténcia bacteriana, I'Gs de I'estreptomicina no esta permés a la
Unié Europea des del 31 de marg del 2004.*

Figura 47. Estructura de I'estreptomicina.

L'iprovalicarb i el valifenalat sdn dipeptids antifungics de la classe de les valinamides (Figura 48).
7% |"iprovalicarb va ser el primer fungicida d’aquesta familia i va ser desenvolupat per Bayer el
1988 a partir de I'estructura general 3. Es va observar que els productes més eficagos presentaven
una cadena alquilica o un grup aromatic a R, un isopropil o un sec-butil a R’ corresponent a una

valina o una isoleucina, respectivament, i una (1-ariletillamina a I’extrem C-terminal.
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Figura 48. Estructura dels fungicides valifenalat i iprovalicarb, i de I'estructura general 3.

El valifenalat va ser descrit el 2008 per la companyia Isagro. La seva estructura consta d’una B-
Phe(4-Cl)-OMe, una Val i un grup isopropiloxicarbonil. Es un compost molt actiu enfront oomicets.
S'usa en el control de malalties com el mildiu de la patatera i la tomatera, causat per
Phytophthora infestans, o el mildiu de la vinya, causat per Plasmopara viticola, entre altres. Actua

4170171 3 sintesi del valifenalat parteix del

inhibint la biosintesi de la paret cel-lular dels oomicets.
tractament de Val amb cloroformat d’isopropil i, a continuacio, el carbamat resultant es tracta
novament amb cloroformat d’isopropil (Esquema 6). Una posterior reacciéo amb B-Phe(4-Cl)-OMe

proporciona el valifenalat.

Esquema 6. Sintesi del valifenalat.

El quinoxifen és una quinolina fungicida desenvolupada per Dow-Elanco a principis dels anys 90
(Figura 49).7%*%173 Actua interferint la germinacié de conidis (espores) i impedint que el patogen
desenvolupi apresoris, uns organs que utilitza per fixar-se a les plantes. Per aquest motiu, el
quinoxifén és util en el tractament preventiu de I'oidi de la vinya, el blat, I'ordi o les cogombreres,
entre d’altres plantes. Dow-Elanco va comencar a comercialitzar el quinoxiféen el 1997.7%17

Tanmateix, a partir del mar¢ de 2020 va ser retirat del mercat europeu a causa de la seva
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persistéencia en el medi i la seva toxicitat per diversos organismes aquatics, com les puces
d’aigua.*

Figura 49. Estructura del quinoxiféen.

La sintesi del quinoxifén implica la preparacié de 5,7-dicloro-4-hidroxiquinolina (4) a través de
I’'addicié conjugada de 3,5-dicloroanilina a 5 i posterior ciclacié per generar 'anell de quinolina
(Esquema 7). La cloracid de la quinolina 4 seguida d’una SyAr amb 4-fluorofenol proporciona el

quinoxifen.’%7

Esquema 7. Sintesi del quinoxiféen.

5.2 Peptids conjugats derivats de BP100 i de pesticides convencionals

Per a I'obtencié de peptids conjugats de BP100 amb pesticides convencionals, es va plantejar la
conjugacid a I'extrem N-terminal de BP100 de I'antibiotic estreptomicina, aixi com de derivats
dels fungicides valifenalat i quinoxifen. L'estructura dels corresponents peéptids conjugats STR-
BP100, BP523 i Q-BP100 es mostren a la Figura 50.
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Figura 50. Estructura dels péptids conjugats STR-BP100, BP523 i Q-BP100.

5.2.1 Conjugaci6 d’estreptomicina a BP100

Recentment, s’ha descrit la conjugacié d’estreptomicina a biopolimers com I'acid hialuronic i el
quitosan. En ambdds casos es va aprofitar la presencia d’un aldehid a I'estructura de
I'estreptomicina per a la seva unid al polisacarid corresponent a través d’una aminacié

174,175

reductiva. Aguesta reaccié també s’ha utilitzat per a la derivatitzacié en fase solida de

peéptids amb una diversitat d’aldehids."”®

En base a aquests precedents, la sintesi del conjugat de BP100 amb estreptomicina (STR-BP100)
es va plantejar a través d’una ruta que inclou les etapes seglients: (i) preparacié de les peptidil
resines protegides 6; (ii) unié d’estreptomicina a 6 mitjangcant una aminacié reductiva; i (iii)
desancorament del péptid conjugat de la resina (Esquema 8).
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Esquema 8. Analisi retrosintética del péptid conjugat STR-BP100.

Per tal d’assajar I'Gs d’una resina MBHA o ChemMatrix com a suport solid, es varen preparar les
peptidil resines 6a i 6b. En ambdds casos la seva sintesi es dugué a terme seguint una estrategia
Fmoc/'Bu similar a la descrita en els capitols anteriors (Esquema 9). La resina MBHA utilitzada
incorporava el linker Fmoc-Rink-amida, mentre que en el cas de la resina ChemMatrix va ser
necessari acoblar aquest linker. Aquest acoblament es va dur a terme utilitzant DIC i Oxima en
DMF. L'elongacio dels péptids es va realitzar a través d’etapes seqiiencials d’eliminacié del grup
Fmoc i d’acoblament dels aminoacids corresponents. El grup Fmoc es va eliminar mitjangcant un
tractament amb piperidina/DMF (3:7), i els acoblaments es varen dur a terme emprant DIC i
Oxima en DMF. A partir del sise aminoacid es va substituir la DMF per NMP en les etapes
d’eliminacié del grup Fmoc i d’acoblament dels aminoacids. Un cop completada la seqiiencia, es
va eliminar el grup Fmoc de I'extrem N-terminal, obtenint les peptidil resines 6. El tractament
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d’una aliquota d’aquestes peptidil resines amb TFA/H,O/TIS va proporcionar BP100 amb una
puresa per HPLC >99% per 6a i del 93% per 6b.

Esquema 9. Sintesi de les peptidil resines 6.

Seguidament, es va assajar I'aminacié reductiva d’estreptomicina amb la peptidil resina 6a
utilitzant condicions de reaccié basades en les descrites per Pels et al. (Taula 26, entrades a i b)."”®
En primer lloc, es va tractar la peptidil resina 6a amb estreptomicina (15 eq) en NMP durant 16 h
(entrada a). Tanmateix, I'estreptomicina va resultar practicament insoluble en NMP, amb la qual
cosa es va optar per tractar la peptidil resina 6a amb la suspensié obtinguda de mesclar
I’estreptomicina amb NMP. Tot seguit, es va assajar la reduccié de la imina formada amb NaBH,
en excés en CH,Cl,/MeOH (75:25) durant 30 min. Finalment, es va tractar la peptidil resina
resultant amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5) i el cru obtingut es va analitzar per HPLC i espectrometria
de masses. En un segon intent (entrada b) es va repetir el mateix procediment substituint I'NMP
de la primera etapa per tetrahidrofuran (THF)/H,0 (1:3), solucié en la que I'estreptomicina és

Y7 En ambdds casos, no es va

soluble, pero que no confereix un bon inflament de la resina MBHA.
observar la presencia del producte esperat STR-BP100, sind que es va obtenir BP100 amb una

puresa per HPLC >90%.

Donada la necessitat d’utilitzar aigua per dissoldre I'estreptomicina es va decidir assajar aquesta
reaccié6 emprant una resina ChemMatrix com a suport solid, la qual presenta un bon grau

78 pixi, la peptidil resina 6b es va

d’inflament en dissolvents aquosos (Taula 26, entrades c i d).
sotmetre a les mateixes condicions anteriors, pero utilitzant H,O com a dissolvent (entrada c) o
tampd citrat (pH =5) (entrada d). Es va optar per aquest darrer, ja que s’ha descrit que la formacio
de la imina intermédia es veu afavorida a pH acid.'”® En aquests dos casos tampoc es va detectar

la formacid del producte desitjat STR-BP100.

Finalment, es va avaluar si aquest resultat era degut al fet que la imina formada entre
I’estreptomicina i les peptidil resines 6 no era estable. Per aixd, 'aminaciod reductiva es va realitzar
en una Unica etapa (Taula 26, entrada e). Aixi, la peptidil resina 6b es va tractar amb
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estreptomicina (2 eq) i NaBH;CN (5 eq) en H,0 durant 72 h. Malauradament, aquestes condicions
tampoc varen portar a I'obtencié de STR-BP100.

Taula 26. Condicions assajades per a la conjugacio de I’estreptomicina a les peptidil resines 6.

Entrada Peptidil resina Condicions

(i) Estreptomicina (15 eq), NMP, 16 h

? 62 (ii) NaBH, (excés), CH,Cl,/MeOH (75:25), 30 min
(i) Estreptomicina (15 eq), THF/H,0 (1:3), 16 h
b 62 (i) NaBH, (excés), CH,Cl,/MeOH (75:25), 30 min
(i) Estreptomicina (15 eq), H,0, 16 h
c 6b
(i) NaBH, (excés), CH,Cl,/MeOH (75:25), 30 min
(i) Estreptomicina (15 eq), tampd citrat pH =5, 16 h
d o (i) NaBH, (excés), CH,Cl,/MeOH (75:25), 30 min
e 6b Estreptomicina (2 eq), i NaBH;CN (5 eq), H,0, 72 h

La dificultat de la formacié d’imines derivades d’estreptomicina en aigua també havia estat
descrita anteriorment per Fuentes-Martinez et al., els quals varen optar per utilitzar un substrat

%0 En un altre estudi, Millington et al. varen descriure I'Us de linkers

més basic com les hidrazines.
de tipus aril hidrazina en la sintesi en fase solida de péptids."®" Aixi, per facilitar la unié
d’estreptomicina a BP100 es va optar per emprar 'acid 4-hidrazinobenzoic com a linker. Amb

aquest objectiu es va assajar la sintesi de 7 (Figura 51).
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Figura 51. Estructura de 7.

La preparacio de 7 requeria obtenir la peptidil resina 8, incorporant el linker acid 4-
hidrazinobenzoic (Esquema 10). Per aquest fi, primerament, la peptidil resina anterior 6b es va
tractar amb acid 4-[2-(9-fluorenilmetoxicarbonil)hidrazino]benzoic, DIC i Oxima en NMP durant 12
h. Aquest tractament es va repetir durant 24 h addicionals. A continuacié, es va assajar
I'eliminacié del grup Fmoc de la peptidil resina resultant 8 mitjancant piperidina/NMP (3:7)
segons les condicions descrites a la Taula 27 en les que es va variar el temps de reaccid i la
temperatura. Seguidament, una aliquota de la peptidil resina obtinguda es va tractar amb
TFA/H,0/TIS (95:2,5:2,5), i el cru corresponent es va analitzar mitjangant HPLC.

En tots els assajos es va observar el producte esperat 9, juntament amb BP103 (Taula 27). Aquest
darrer compost prové de la perdua del grup hidrazino durant la sintesi. El millor resultat es va
obtenir en tractar 8 amb piperidina/NMP (3:7) dues vegades durant 2 min a temperatura
ambient, proporcionant 9 amb un 74% de puresa per HPLC (Taula 27, entrada b).

Taula 27. Optimitzacié de I'eliminacié del grup Fmoc de la peptidil resina 8.

Puresa (%)°

Entrada Condicions

9 BP103
a Piperidina/NMP (3:7) i) 2 min, t.a.; ii) 3 min, 40° C 60 22
b Piperidina/NMP (3:7) i) 2 min, t.a.; ii) 2 min, t.a. 74 14
c Piperidina/NMP (3:7) i) 2 min, t.a.; ii) 5 min, t.a. 66 13
d Piperidina/NMP (3:7) i) 2 min, t.a.; ii) 8 min, t.a. 70 13

® Percentatge determinat mitjangant HPLC a 220 nm.
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Esquema 10. Sintesi de la peptidil resina 8 i eliminacié del grup Fmoc.

Un cop eliminat el grup Fmoc de la peptidil resina 8, es va procedir a optimitzar I'acoblament de
I'estreptomicina (Esquema 11). Es varen assajar les condicions indicades a la Taula 28. D’una
banda, es va estudiar la formacid de la hidrazona entre la peptidil resina 10 i I'estreptomicina, i la
seva posterior reducciéo amb NaBH,. Es varen analitzar els equivalents d’estreptomicina i el temps
de les dues etapes (Taula 28, entrades a-f). D’altra banda, es va avaluar la reduccié de la
hidrazona in situ utilitzant NaBH3;CN (Taula 28, entrada g). Les peptidil resines resultants es varen
tractar amb TFA/H,0/TIS (95:2,5:2,5) i el corresponent cru obtingut es va analitzar mitjancant
HPLC i espectrometria de masses.
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Esquema 11. Assajos per a la sintesi de 7.
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Taula 28. Assajos per a la sintesi de 7.

Puresa (%)°

Entrada Condicions Péptid amb

m/z=2118,27 BP103

i) Estreptomicina (1 eq), H,0, 16 h

i) NaBH, (excés), CH,Cl,/MeOH (75:25), 30 min

i) Estreptomicina (5 eq), H,0, 16 h

i) NaBH, (excés), CH,Cl,/MeOH (75:25), 30 min

i) Estreptomicina (10 eq), H,0, 16 h

i) NaBH, (excés), CH,Cl,/MeOH (75:25), 30 min

i) Estreptomicina (1 eq), H,0, 72 h
ii) NaBH, (excés), CH,Cl,/MeOH (75:25), 30 min

i) Estreptomicina (1 eq), H,0, 16 h

e ii) NaBH, (excés), CH,Cl,/MeOH (75:25), 30 + 30 8 29 46
min
i) Estreptomicina (5 eq), H,0, 72 h

f 41 15 27

i) NaBH, (excés), CH,Cl,/MeOH (75:25), 30 min

g Estreptomicina (1 eq) i NaBH;CN (3 eq), H,0, 72 h 0 58 31

® Percentatge determinat mitjangant HPLC a 220 nm.

En el cas de les condicions a-f (Taula 28), per HPLC es va observar la preséncia dels peptids 9 i
BP103 juntament amb un producte que podria correspondre a la seqiiencia 7 esperada
incorporant estreptomicina. Els millors resultats es varen obtenir en tractar la peptidil resina 10
amb estreptomicina (5 eq) durant 72 h seguit de la reduccié posterior de la hidrazona amb NaBH,
en excés en CH,Cl,/MeOH (75:25) durant 30 min (entrada f). El cru obtingut va mostrar el
producte assignat tentativament com a 7 amb un 41% de puresa per HPLC. La purificacié d’aquest
cru per cromatografia flash en fase reversa va permetre aillar aquest compost amb un 94% de
puresa. Malauradament, la caracteritzacid mitjancant espectrometria de masses d’alta resolucié
(HRMS) d’aquest producte va mostrar una massa de 2118,27, que era dues untitats inferior a
I’esperada per al péptid conjugat 7.

En base a aquests resultats es va postular la possibilitat de que sota les condicions de reduccié
utilitzades no s’hagués reduit la hidrazona i que, per tant, s’hagués obtingut el peptid BP524a
(Esquema 12). També es va plantejar que BP524a estigués en equilibri amb el ser tautomer
BP524b contenint un grup azo. Tot i desconeixer I'estructura exacta d’aquest peptid, es va decidir
assajar la seva activitat biologica.
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Esquema 12. Equilibri tautomeric proposat per BP524.

Per tal de comprovar I'eficiéncia de les condicions de reduccié de la hidrazona resultant de la
reaccié de la peptidil resin 10 amb I'estreptomicina es va utilitzar un sistema model més simple
(Esquema 13). Concretament, l'acid 4-[2-(9-fluorenilmetoxicarbonil)hidrazino]benzoic es va
acoblar a una resina Rink-ChemMatrix i, després d’eliminar el grup Fmoc, la resina es va tractar
amb estreptomicina (5 eq) durant 72 h. Una aliquota de la resina resultant es va sotmetre a
condicions acidolitiques. A la resta de la resina s’hi va addicionar NaBH, en excés en CH,Cl,/MeOH
(75:25) durant 30 min i, a continuacid, es va tractar amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5). L'analisi per
HPLC i espectrometria de masses va mostrar que, tant abans com després del tractament amb
NaBH,, s’obtenia el mateix compost representat com a 11 a I'Esquema 13. Aquest resultat va
indicar que, igual que per la sintesi de BP524, en aquest cas tampoc s’havia produit la reduccid.
Tenint en compte que aquesta hidrazona podria estar en equilibri amb el corresponent grup azo,
en 11 els enllagos implicats en aquest tautomerisme també s’han indicat amb linies discontinues.
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Esquema 13. Sintesi del compost 11.

5.2.2 Conjugacié d’un derivat del valifenalat a BP100

En aquesta tesi doctoral també es va plantejar la conjugacid a I'extrem N-terminal de BP100 d’un
derivat de valifenalat que incorpora una 4-iodofenilalanina en comptes d’una 4-cloro-p-
fenilalanina (Figura 50). L’analisi retrosintética del péptid conjugat corresponent BP523 es mostra
a I'Esquema 14 i inclou la preparacio de la peptidil resina 12 i la seva posterior derivatitzacié amb
cloroformat d’isopropil.
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Esquema 14. Analisi retrosintetica del péptid conjugat BP523.

La sintesi de BP523 es va iniciar a partir de la peptidil resina 6a sintetitzada préviament (Esquema
15). Després de l'acoblament successiu de Fmoc-Phe(4-1)-OH i Fmoc-Val-OH, i subsegient
eliminacioé del grup Fmoc N-terminal, la peptidil resina resultant 12 es va tractar amb cloroformat
d’isopropil i DIEA en NMP durant tota la nit. El tractament amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5) de la
peptidil resina obtinguda i la posterior purificacié del cru per cromatografia flash en fase reversa
va proporcionar BP523 amb una puresa excel-lent, >99%. BP523 es va caracteritzar per
espectrometria de masses.

120



Peptids conjugats de BP100 amb pesticides convencionals

Esquema 15. Sintesi del péptid BP523.

5.2.3 Conjugacio d’'un derivat de quinoxifen a BP100

Un altre objectiu d’aquest treball va ser la sintesi del conjugat Q-BP100 que conté quinoxifen unit
a I'extrem N-terminal de BP100. D’acord amb I’analisi retrosintética mostrada a 'Esquema 16, per
assolir aquest objectiu va ser necessaria la preparacid del derivat de quinoxifén 13. Aquest derivat
incorpora un grup acid carboxilic a la posicio 3 de I'anell de quinolina per permetre la seva unid a
la peptidil resina 6a per formacié d’un enllag amida.
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Esquema 16. Analisi retrosintética del péptid conjugat Q-BP100.

La sintesi de 13 es va iniciar amb la condensacioé de 3,5-dicloroanilina amb etoximetilenmalonat
de dietil a 120-130 °C durant 4 h (Esquema 17). El cru resultant es va cristal-litzar amb hexa,
obtenint-se 14 amb un rendiment del 87%. A continuacid, 14 es va sotmetre a una acilacié de
Friedel-Crafts intramolecular, a 250 °C en éter difenilic durant 2 h, generant la quinolona 15 amb
un 88% de rendiment.’® Per aconseguir la cloracié de la posicié 4 de 15, aquesta quinolona es va
tractar amb POCI; en éter difenilic a 140 °C durant 1,5 h.*® Després de neutralitzar el cru amb
NaHCO; i realitzar extraccions amb CH,Cl,, es va obtenir la 4-cloroquinolina 16 juntament amb
eter difenilic. Aquesta mescla es va utilitzar directament a la seglient etapa, en la que es va
procedir a introduir el substituent 4-fluorofenoxi a la posicié 4 de 16. La mescla es va tractar amb
4-fluorofenol, en presencia de quantitats catalitiques de DMAP en xile a 140 °C durant tota la nit.
El cru obtingut es va purificar mitjangant cromatografia flash, proporcionant 17 amb un 67% de
rendiment.”*

Els productes 14, 15 i 17 es varen caracteritzar per ressonancia magnetica de proté (‘*H-RNM) i
espectrometria de masses. La formacié de 14 es va confirmar per la preséncia dels dos triplets
(1,321 1,35 ppm) i els dos quadruplets (4,25 i 4,28 ppm) corresponents als grups etoxi, a més del
doblet a 8,35 ppm corresponent al CH del grup enamino. En 15 es va observar la desaparicié d’un
grup etoxi i, a més, el CH metilenmalonat present a 14 (8,35 ppm) es va desplagar fins a 9,12 ppm
(CH-2 de la quinolina 15). En 17 es va observar I'aparicié de dos multiplets entre 6,70 i 7,00 ppm
corresponents al grup 4-fluorofenoxi.
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Esquema 17. Sintesi del derivat de quinoxifén 17.

Finalment, es va assajar la hidrolisi del grup éster de 17 per tractament amb LiOH (3 eq) en
H,O/MeOH/THF (1:1:1) a temperatura ambient durant 5 h (Esquema 18). La reaccié es va
controlar mitjangant cromatografia de capa fina (TLC). El cru resultant es va acidificar fins a pH 3,
es va filtrar i es va assecar al buit. El solid resultant es va caracteritzar mitjancant "H-RNM.
Tanmateix, a I'espectre no es varen observar els senyals entre 6,70 i 7,00 ppm corresponents al
grup 4-fluorofenoxi. Per tant, es va deduir que el producte obtingut corresponia a la quinolona 18,
resultant de la hidrolisi de I'éster i, també, de la pérdua del grup fluorofenoxi. En assajos
posteriors, la quinolina 17 es va sotmetre a les condicions anteriors, perd durant 1,5 h. En aquest
cas, es va obtenir una mescla de la quinolina de partida 17 amb les quinolones 18 i 19. Aquesta
ultima tampoc conté el grup fluorofenoxi perd, en canvi, manté el grup éster. Aquest resultat
indica que el grup fenoxi és més susceptible a ser hidrolitzat en aquestes condicions que I'éster
etilic. Aquest fet es va confirmar en reduir el temps de la reaccié a 10 s, que va proporcionar la
quinolina 17 juntament amb la quinolona 19.

Esquema 18. Assajos d’hidrolisi del grup éster de 17.

Per ultim, es varen provar les condicions d’hidrolisi proposades per Mattson et al., en les quals 17
es va tractar amb trimetilamina (3 eq), bromur de liti (10 eq) en H,O/THF (6:94) durant 6,5 h a

185

temperatura ambient.”™ Tanmateix, en aquestes condicions no es va hidrolitzar cap dels dos

grups, recuperant-se Unicament el producte de partida 17.

En base a aquests resultats, es va decidir conjugar la quinolona 18 a I'extrem N-terminal de
BP100. Aquesta quinolona es va obtenir per hidrolisi de la quinolona 15 sintetitzada anteriorment
(Esquema 19). D’aquesta manera, 15 es va tractar amb LiOH en H,0/MeOH/THF (1:1:1) a reflux
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durant 6,5 h, proporcionant la quinolona 18 substituida a la posicié 3 amb un grup acid carboxilic
(rendiment del 86%).

Esquema 19. Sintesi de 18 per hidrolisi de la quinolona 15.

Seguidament, la quinolona 18 es va conjugar a la peptidil resina 6a, emprant DIC i Oxima en NMP
durant tota la nit (Esquema 20). El cru obtingut del tractament de la peptidil resina resultant amb
TFA/H,0/TIS (95:2,5:2,5) es va purificar per cromatografia flash en fase reversa, obtenint-se el
péptid conjugat BP493 amb una puresa excel-lent, >99%, el qual es va caracteritzar per
espectrometria de masses.

Esquema 20. Sintesi del péptid conjugat BP493.
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5.3 Activitat biologica dels péptids conjugats BP493, BP523 i BP524

Pels 3 peptids conjugats BP493, BP523 i BP524 es va assajar 'activitat antimicrobiana, I'"hemolisi i
la fitotoxicitat.

5.3.1 Activitat antimicrobiana dels peptids conjugats BP493, BP523 i BP524

L’activitat antimicrobiana dels péptids conjugats BP493, BP523 i BP524 es va analitzar enfront els
bacteris E. amylovora, X. axonopodis pv. vesicatoria, X. fragariae, X. arboricola pv. pruni, P.
syringae pv. syringae i P. syringae pv. actinidiae, i enfront els fongs P. expansum i F. oxysporum a
0,8,1,6,3,1,6,2,12,5i 25 uM (Figura 52). A més, també es va assajar |'activitat antimicrobiana de
BP100 i de I'estreptomicina a efectes comparatius.

Figura 52. CMI dels péptids conjugats enfront F. oxysporum (Fo), P. expansum (Pe), X. axonopodis pv. vesicatoria
(Xav), P. syringae pv. actinidiae (Psa), X. arboricola pv. pruni (Xap), P. syringae pv. syringae (Pss), X. fragariae (Xf) i E.
amylovora (Ea). S'indica el valor més baix de la CMI. S’inclouen BP100 i I’estreptomicina a efectes comparatius.

125



Peptids conjugats de BP100 amb pesticides convencionals

En el cas de BP100 i I'estreptomicina, es varen observar valors de CMI <12,5 uM enfront els 6
bacteris testats. D’altra banda, BP100 va presentar una CMI entre 0,8 i 1,6 UM enfront F.
oxysporum i va ser inactiu enfront P. expansum (CMI >25 uM). L'estreptomicina no va mostrar
activitat enfront les dues especies fungiques.

En relaciéd a I'activitat antibacteriana dels péptids conjugats, BP493, BP523 i BP524 varen
presentar una CMI <25 uM enfront els 6 bacteris. A més, en general, varen ser més actius enfront
els bacteris del génere Xanthomonas (CMI <6,2 uM) que enfront E. amylovora (CMI <12,5 uM) i
els bacteris del genere Pseudomonas (CMI <25 uM). Cal destacar que BP493 i BP524 varen
mostrar una CMI <1,6 uM enfront X. axonopodis pv. vesicatoria, X. fragariae i X. arboricola pv.
pruni. En general, I'activitat antibacteriana d’aquests 3 peptids conjugats enfront les especies de
Xanthomonas va ser més elevada que la de BP100 i la d’estreptomicina. A més, BP524 va
presentar una activitat similar a la d’estreptomicina i a la de BP100 enfront E. amylovora i els
bacteris del genere Pseudomonas (CMI <6,2 uM). En canvi, en general, BP523 i BP493 varen ser
lleugerament menys actius que BP100 enfront aquests 3 darrers bacteris. Aixi doncs, BP524,
resultant de la unié de BP100 i de I'estreptomicina, va resultar ser el conjugat amb una activitat
antibacteriana més elevada.

Pel que fa a l'activitat antifungica, BP493, BP523 i BP524 varen ser menys actius enfront P.
expansum i F. oxysporum que enfront els bacteris. De fet, BP493 i BP524 varen presentar una CMI
entre 12,5 i 25 uM enfront P. expansum, mentre que BP523 no va mostrar activitat enfront
aquest fong (CMI >25 uM). Enfront F. oxysporum, BP523 i BP524 no varen ser actius (CMI >25
KUM), mentre que BP493 va mostrar una CMI entre 6,2 i 12,5 uM.

5.3.2 Toxicitat dels peptids conjugats BP493, BP523 i BP524

La toxicitat dels péptids conjugats BP493, BP523 i BP524, es va determinar avaluant |'activitat
hemolitica i I'efecte en ser infiltrats en fulles de tabac (Taula 29). Concretament, |'activitat
hemolitica d’aquests péptids es va assajar a 50, 150, 250 i 375 puM. Per a la determinacié de la
fitotoxicitat, els peptids es varen infiltrar en el mesofil de fulles de tabac a 50, 150 i 250 uM. En
ambdds assajos, es va incloure la melitina com a control positiu i BP100 a efectes comparatius.
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Taula 29. Activitat hemolitica i fitotoxicitat dels péptids conjugats
BP493, BP523 i BP524.

Hemolisi (%)° Fitotoxicitat (mm)°

Peptid®

50 uM 250 uM 50 uM 250 uM
Melitina 100 100 70 22+0,7
BP100 3+0,1 43+0,3 4+0,3 12+2
BP524 57+1 98+8 8+1 15£0,6
BP523 91+2 100+5 612 11+1
BP493 81+4 100+ 8 5+2 14+4

® S’inclou BP100 a efectes comparatius.

e Percentatge d’hemolisi més I'interval de confianga (a = 0.05).

© Fitotoxicitat determinada com a diametre de la lesié provocada per
la infiltracid dels peéptids en fulles de tabac més l'interval de
confianga.

BP493, BP523 i BP524 varen presentar una elevada activitat hemolitica (298% a 250 uM). A 50
UM, BP524 va ser substancialment menys hemolitic que BP493 i BP523 (57% versus 81 i 91%,
respectivament). De tota manera, aquesta hemolisi és clarament superior a la de BP100 (3% a 50

uM).

Pel que fa a I'efecte dels péptids en ser infiltrats en fulles de tabac, en general, els 3 peptids
conjugats varen provocar una area necrotica menor que la melitina. Concretament, a 50 uM,
aquests peptids varen causar una lesid entre 5 i 8 mm, essent lleugerament més fitotoxics que
BP100.

5.3.3 Peptids conjugats de BP100 amb pesticides convencionals amb un millor
perfil biologic

Com a resum d’aquest capitol es pot concloure que el peptid conjugat BP524, resultant de la unié
de BP100 amb estreptomicina, va ser el que va presentar un millor perfil d’activitat biologica amb
una CMI <6,2 uM enfront els 6 bacteris testats i una hemolisi del 57% a 50 uM, concentracié que
és 8 vegades superior a la seva CMI.
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De forma complementaria als resultats obtinguts en els capitols anteriors, en aquest capitol es va
plantejar [I'analisi conformacional mitjancant RMN de lipopéptids derivats de BP100.
Concretament, es va estudiar el lipopeptid amb un millor perfil biologic, BP475.

A més, en estudis previs, el grup LIPPSO va desenvolupar metodologies per sintetitzar
ciclolipodepsipeptids derivats de fengicines i ciclolipopéptids analegs d’arilomicines. Tanmateix,
tot i haver desenvolupat les metodologies i haver caracteritzat els productes obtinguts mitjangant
HPLC i HRMS, en aquesta tesi doctoral es va proposar la caracteritzaci6 complementaria
mitjancant RMN de 6 ciclolipodepsipeptids derivats de fengicines i d’un analeg de I'arilomicina A.

Aixi, aquest capitol es va dividir en 3 parts diferenciades: I'analisi conformacional del lipopeptid
BP475, la caracteritzacio dels 6 ciclolipodepsipeptids derivats de fengicines i la caracteritzacio de
I’'analeg de I'arilomicina A.

6.1 Analisi estructural del lipopéeptid antimicrobia BP475

En el capitol 3 s’ha descrit la sintesi i 'activitat biologica de lipopéptids derivats de BP100. El
lipopéptid amb el millor perfil biologic va resultar ser BP475 que és un analeg del lipopeéptid
BP389, contenint una D-Phe a la posicid 4. Ambdds peptids, derivats del péptid antimicrobia BP16,
de la quimioteca CECMEL11, incorporen un grup acetil a I'extrem N-terminal i una lisina acilada
amb un grup butanoil a la posicié 10 (Figura 53).

H-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-Leu-NH, BP16
Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COC3H;)-Leu-NH, BP389
Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COCsH;)-Leu-NH, BP475

Figura 53. Estructura dels péptids BP16, BP389 i BP475.

Tanmateix, tot i aquestes semblances estructurals, BP16, BP389 i BP475 presenten activitats
biologiques diferents (Figura 54). BP16 és menys actiu enfront els patogens testats (CMI entre 0,8
i >25 uM) que BP389 (CMI entre 0,8 i 12,5 uM) i BP475 (CMI entre 0,8 i 6,2 uM), no és hemolitic
(0,8% a 250 uM) i és poc fitotoxic (lesié de 3 mm a 250 uM). En canvi, BP389 presenta una major
activitat hemolitica (22% a 250 uM) i una fitotoxicitat moderada (lesi6 de 9 mm a 250 uM),
mentre que BP475 no és hemolitic (0% a 250 uM), pero presenta una major fitotoxicitat (lesio de
10 mm a 250 uM).

En base a aix0, es va postular que les diferencies estructurals d’aquests peptids podrien influir en
la seva estructura secundaria i, en conseqiiéncia, en la seva activitat bioldgica. En aquesta tesi
doctoral es va decidir estudiar per RMN I’estructura secundaria del lipopéeptid BP475.
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Figura 54. A, CMI dels péptids BP16, BP389 i BP475 enfront E. amylovora (Ea), X. axonopodis pv. vesicatoria (Xav), X.
fragariae (Xf), X. arboricola pv. pruni (Xap), P. syringae pv. syringae (Pss), P. syringae pv. actinidiae (Psa), F.
oxysporum (Fo) i P. expansum (Pe). B, Activitat hemolitica (en gris) i efecte en ser infiltrats en fulles de tabac (en
blanc) dels péptids BP16, BP389 i BP475 a 250 uM.

6.1.1 Caracteritzaciéo mitjancant RMN del lipopeptid antimicrobia BP475

Amb l'objectiu de deduir I'estructura secundaria del péptid BP475 es varen realitzar experiments
1D i 2D de *H-RMN, HSQC-TOCSY, HSQC 'H-"N i NOESY. En primer lloc, els experiments es varen
realitzar a 10 °C en tampo fosfat a pH = 6,5 en H,0/D,0 (90:10). En aquestes condicions el péptid
probablement no presentaria una estructura secundaria concreta. Seguidament, es varen repetir
els experiments addicionant un 30% de CF;CD,0D, per tal d’induir que el peptid adoptés una
estructura secundaria. A més, tots els experiments es varen realitzar irradiant el senyal
corresponent a l'aigua per tal de suprimir-lo. A partir d’aquest punt, s’Tanomena BP475gesestructurat
per fer referéncia als experiments realitzats sense CF;CD,0D i BP475.5ucturat PET fer referencia als
experiments amb CF;CD,0D.
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En primer lloc, es comenta I'assignacié dels senyals BP475gesestructurat- EI grup acetil es va observar
com un singlet a 1,98 ppm. Pel que fa al grup butanoil, els protons del grup a-CH,-butanoil varen
apareixer com un triplet a 2,15 ppm que a I'espectre HSQC-TOCSY va correlacionar amb els
senyals corresponents a B-CH,-butanoil (1,25-1,82 ppm) i a CHs-butanoil (0,75-0,90 ppm) (Figura
55).

Els senyals corresponents als diferents aminoacids es varen assignar a partir d’experiments HSQC-
TOCSY, tot i que en alguns casos no es va poder identificar exactament a quin residu corresponien
(Figura 55). Els residus de Lys varen apareixer en dos grups de senyals. Un grup es va poder
assignar a la Lys'® que, en estar acilada a la cadena lateral, els protons e-CH,-Lys'® es troben més
desapantallats (3,06-3,16 ppm). L'altre grup de senyals es va assignar a les altres 5 Lys, els protons
de les quals varen mostrar desplacaments quimics molt similars.

El residu d’lle’ es va identificar facilment per la correlacié dels 5 senyals corresponents als grups
a-CH-lle (4,06-4,13 ppm); B-CH-lle i y-CH,-lle (1,25-1,82 ppm); y-CHs-lle (0,99-1,16 ppm) i 5-CHs-lle
(0,75-0,90 ppm). Els residus Leu®, Leu® i Leu™ varen mostrar desplacaments quimics molt similars.
Els 6 grups 6-CHs-Leu varen apareixer a 0,75-0,90 ppm i a partir d’aquests senyals es varen poder
assignar els senyals corresponents a a-CH-Leu (4,15-4,34 ppm), B-CH,-Leu (1,25-1,82 ppm) i y-CH-
Leu (1,25-1,82 ppm).

El residu de Phe* va presentar el senyal a-CH a un desplacament quimic més gran (4,54-4,57 ppm)
gue va quedar practicament suprimit per la irradiacié del senyal de I'aigua. Tot i aix0, es va poder
observar la seva correlaci6 amb els dos senyals de B-CH,-Phe (2,85-3,00 ppm i 3,06-3,16 ppm,
respectivament).

Figura 55. Ampliacié de I’espectre HSQC-TOCSY del lipopéptid BP475cscstructurat- APareixen remarcats alguns conjunts
de senyals caracteristics dels diversos aminoacids.

A continuacid, amb els protons a-CH de tots els aminoacids identificats, es varen poder assignar
tots els senyals corresponents als HN (Figura 56).
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Figura 56. Ampliacié de I’espectre HSQC-TOCSY del lipopéptid BP475yesestructurat- APareixen remarcats alguns conjunts
de senyals caracteristics dels diversos aminoacids.

A l'espectre NOESY de BP475ycsestructurat NO €S varen observar correlacions rellevants entre els
grups NH de I'esquelet peptidic (Figura 57). Aquesta abséncia de correlacions es va atribuir a que,
en les condicions en que varen ser registrats aquests experiments, el lipopéeptid no presentava
una estructura concreta, sind que es trobava desestructurat.

Figura 57. Ampliacio de I’espectre NOESY del lipopéptid BP475 esestructurat-

Els espectres HSQC-TOCSY i HSQC 'H-"N varen permetre assignar els senyals corresponents als
protons, carbonis i nitrogens dels grups amida i de les posicions a i § (Taula 30).
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Taula 30. Assignacio dels senyals de protd, carboni i nitrogen dels grups amida i de les posicions a i B de

BP475 gecestructurats

6 (ppm)

Aminoacid

CO-NH CO-NH a-CH a-CH B-CH B-CH
Phe* 8,40 122,01 4,56 55,27 3,08i2,98 36,78
e’ 8,26 122,34 4,08 57,91 1,79 35,59
Lys™ 8,32 122,91 4,24 53,35 1,72 30,31
8,27 122,66 4,22 53,47 1,68 30,18
8,34 123,99 4,17 53,79 1,72 30,26
5x Lys 8,38 124,22 4,10 53,36 1,49 30,05
8,39 122,67 4,22 53,59 1,72 38,28
8,45 122,27 4,29 53,15 1,68 30,12
8,22 123,54 4,25 52,19 1,39 39,79
3xLeu 8,34 121,04 4,27 52,01 1,62 39,58
8,42 127,79 4,33 52,05 1,54 39,51

Pel que fa @ BP475.5ycturaty I'analisi de I'espectre HSQC-TOCSY va permetre fer una assignacio dels
diferents senyals de manera similar a la de BP4754esestrucuturat: EN aquest cas, pero, I'espectre
NOESY va mostrar la correlacid entre tots els protons HN de la seqliencia (Figura 58), cosa que va
permetre assignar la majoria dels senyals de protd, carboni i nitrogen dels grups amida i de les
posicions a i B dels onze aminoacids (Taula 31).

Figura 58. Ampliacié de I'espectre NOESY del lipopéptid BP475 . ,turat- Apareixen remarcades les assignacions dels
senyals HN corresponents als diversos aminoacids.
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Taula 31. Assignacio dels senyals de protd, carboni i nitrogen dels grups amida i de les posicions a i B de

BP475estructurat'
6 (ppm)
Aminoacid
CO-NH CO-NH a-CH a-CH B-CH B-CH
Lys' 8,22 125,65 3,89 55,84
Lys? 8,30 117,50 4,10 55,54 1,94 29,33
Leu® 7,64 119,97 4,13 54,20
Phe’ 8,16 116,01 4,04 55,46 2,991 3,15 38,89
Lys® 8,07 119,43 4,03 55,11
Lys® 7,81 118,83 4,01 56,63 1,78 29,42
e’ 8,09 118,72 3,77 61,44 2,08 34,58
Leu® 8,18 119,01 4,01 56,63 1,71
Lys® 7,92 117,78 4,06 55,55
Lys™ 7,76 119,39 4,08 55,87 1,95 30,14
Leu™ 8,04 118,42 4,17 52,96 1,83

A partir d’aquestes dades, es va realitzar I'analisi estructural de BP475qgucturar Mitjancant el

186,187 Aquest programari, dissenyat per D. S. Wishart et. al.,

programari Chemical Shift Index 3.0.
permet identificar estructures secundaries de cadenes peptidiques i proteiques a partir del
desplagament quimic corresponent als protons, carbonis i nitrogens dels grups amida i de les
posicions a i B. Aquesta analisi va mostrar que el peptid presentava una estructura d’helix a entre
els aminoacids Lys® i Lys'®. En canvi, de la Lys' a la Lys’ i la Leu™ no va mostrar una estructura
concreta (Figura 59). Cal destacar que la Lys'?, tot i presentar un grup butanoil a la cadena lateral,
forma part de I'helix a. Aixi, la preséncia d’aquest grup no dificulta la formacié de I’helix. A més,
s'observa que, aquesta hélix es trenca en aproximar-se a la D-Phe®. Aquest aminoacid podria

distorsionar I'estructura i impedir la formacio de I’helix.

Figura 59. Estructura secundaria adoptada pel lipopéptid BP475. ycturat- EIS NUmeros indiquen la posicié dels
aminoacids.
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A més, estudis mecanistics de BP100 descrits a la literatura i comentats a la seccié 1.5.2, revelen
gue BP100 actua situant-se paral-lelament a la membrana bacteriana i amb I'extrem C-terminal
lleugerament inserit en aquesta. Si s’assumeix que BP475 presenta un mecanisme similar a
BP100, es pot pensar que I'extrem C-terminal, que presenta estructura d’helix a, també podria
inserir-se en la membrana bacteriana.

En estudis posteriors es preveu realitzar estudis similars amb els péptids BP389 i BP16 per tal de
poder dur a terme una analisi més exhaustiva de |'efecte de la introduccié d’una b-Phe, un grup
butanoil i un grup acetil.

6.2 Ciclolipodepsipeptids derivats de fengicines

Els ciclolipodepsipéptids son un grup de péptids no ribosomals produits per diversos bacteris i
fongs, com ara Pseudomonas o Bacillus. Aquesta classe de péptids son interessants ja que
presenten una gran diversitat d’activitats biologiques, com, per exemple, activitat antimicrobiana
o la capacitat d’induir les defenses de les plantes. Les principals caracteristiques estructurals
d’aquests peptids son la presencia d’'un enllag éster entre la cadena lateral d’'un aminoacid i
I’extrem C-terminal de la seqliencia, a més d’una cadena lipidica a I'extrem N-terminal.

Entre els ciclolipodepsipéptids naturals descrits fins al moment hi trobem les fengicines (Figura
60). Aquesta familia de ciclolipodepsipéptids, aillats de diverses soques de Bacillus, presenten una
activitat antifingica elevada i sén capagos d’estimular les defenses de les plantes, alhora que

mostren una hemolisi relativament baixa.**'®

La seva estructura conté, d’una banda, un
macrocicle de vuit aminoacids amb un enllag éster entre el grup fenol d’una Tyr i el grup a-
carboxilic d’'una lle i, d’altra banda, una cadena lipopeptidica de dos aminoacids i un grup B-
hidroxiacil de 14 a 18 carbonis. Les fengicines més comunes sén I’A i la B que difereixen en
I"aminoacid de la posicié 6, sent una D-Ala en la fengicina A i una D-Val en la fengicina B. A més,
també s’ha descrit la fengicina S que conté una D-Ser a la posicié 4 en comptes de la D-allo-Thr

present en les fengicines A i B.
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Figura 60. Estructura de les fengicines.

La Dra. Cristina Rosés, en la seva tesi doctoral realitzada en el grup LIPPSO, va posar a punt la
primera metodologia per a la sintesi en fase solida de dehidroxiderivats de fengicines. Seguint
aquesta metodologia, va preparar i caracteritzar mitjancant HPLC i HRMS els ciclolipodepsipéeptids

BPC838, BPC840, BPC842, BPC844, BPC854 i BPC856 (Figura 61).'%'%°

4

6

Peptid R R R
BPC838 CHis CH(OH)CH;  CH(CHs),
BPC840 CHis CH,OH CH(CH3),
BPC842 CHis CH(OH)CH;  CH;
BPC844 CHis CH,OH CH,
BPC854 CuHas CH(OH)CH;  CH(CHs),
BPC856 CisHay CH(OH)CH;  CH(CHs),

Figura 61. Estructura dels ciclodepsipéptids BPC838, BPC840, BPC842, BPC844, BPC854 i BPC856.
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En aquesta tesi doctoral, es va procedir a repetir la sintesi d’aquests ciclodepsipéptids derivats de
fengicines per a poder-ne fer la seva caracteritzacid estructural mitjancant RMN.

6.2.1 Sintesi en fase solida de dehidroxiderivats de fengicines

La sintesi en fase solida dels dehidroxiderivats de fengicines BPC838, BPC840, BPC842, BPC844,
BPC854 i BPC856 es va realitzar seguint la metodologia descrita préviament per Rosés et al. **%

Aquesta estratégia consisteix en: (i) la unié del grup fenol de la Tyr® al suport solid; (ii) I'elongacié
de la cadena lipopeptidica; (iii) I'esterificacié del grup fenol de la Tyr® amb Alloc-lle-OH; (iv) la
formacié de la macrolactona per formacié d’un enllag amida; i (v) el desancorament del péptid. A
I'Esquema 21 es representa el protocol emprat pels ciclolipodepsipéptids BPC838, BPC854 i
BPC856.

Es va utilitzar la resina [4-(hidroximetil)fenoximetil]poliestire (Wang) com a suport solid, perque
permet la unid del peptid per formacié d’un enllag éter i presenta una funcionalitzacid inicial
elevada (1,1 mmol/g). La sintesi es va iniciar amb I'acoblament de Fmoc-Tyr’-OAll al suport
mitjancant una reaccié de Mitsunobu emprant PPh; i azodicarboxilat de diisopropil (DIAD) en THF
anhidre. Es va escollir el grup All com a grup protector de I'acid carboxilic de la Tyr’, perqué
aquest grup és estable a les condicions d’eliminacié del grup Fmoc i de I'acoblament dels
aminoacids, i es pot eliminar selectivament mitjancant un tractament amb Pd(PPhs),.

L’elongacié de la seqliéncia peptidica es va realitzar a través d’etapes seqliencials d’eliminacid del
grup Fmoc i d’acoblament dels aminoacids corresponents. El grup Fmoc es va eliminar mitjancant
un tractament amb piperidina/DMF (3:7), i els acoblaments es varen realitzar emprant DIC i
Oxima en DMF. Un cop completada la seqliéncia, es va eliminar el grup Fmoc de I'extrem N-
terminal i es va acilar el grup amino lliure amb I’acid gras corresponent.

Seguidament, es va procedir a I'esterificacié del grup fenol de la Tyr* amb Alloc-lle-OH en
presencia de DIEA, DIC i DMAP en DMF. Com a grup protector del grup amino de la lle'® es va
emprar l'al-liloxicarbonil (Alloc), perqué és estable a les condicions d’acoblament d’aquest
aminoacid i es pot eliminar en les mateixes condicions que el grup All de la Tyr’. Aixi, les peptidil
resines resultants es varen tractar amb Pd(PPhs), i PhSiH; en CH,Cl, i, a continuacid, es va realitzar
la ciclaci6 en presencia d’hexafluorofosfat d’O-[(1-ciano-2-etoxi-2-oxoetiliden)amino]-
oxitris(pirrolidin-1-il)fosfoni (PyOxima), Oxima i DIEA en DMF. Finalment, les peptidil resines es
varen tractar amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5). Els crus resultants es varen purificar per
cromatografia flash en fase reversa, es varen analitzar per HPLC i es varen caracteritzar per
espectrometria de masses, obtenint-se BPC838, BPC840, BPC842, BPC844, BPC854 i BPC856 amb
pureses entre un 92 i >99%.
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Esquema 21. Sintesi dels dehidroxiderivats de fengicines BPC838, BPC854 i BPC856.

6.2.2 Caracteritzacio mitjancant RMN de ciclolipodepsipeptids derivats de
fengicines

Els ciclolipodepsipéptids BPC838, BPC840, BPC842, BPC844, BPC854 i BPC856 es varen
caracteritzar mitjancant experiments 1D i 2D de 'H-RMN, COSY i TOCSY, a temperatura ambient
en DMSO-d®, on s’hi van addicionar dues gotes de D,O (Taula 32-Taula 37).

En els apartats segiients s’explica I'assignacié dels senyals caracteristics de I'estructura d’aquests
ciclolipodepsipeptids.

6.2.2.1 Caracteritzacio dels ciclolipodepsipéptids BPC838, BPC854 i BPC856

La seqglieéncia dels ciclolipopéptids BPC838, BPC854 i BPC856 és RCO-Glu-D-Orn-Tyr(&)-D-Thr-Glu-
D-Val-Pro-GIn-D-Tyr-lle-&, on & representa I'enllag éster entre el grup a-carboxilic de la lle i el
grup fenoxi de la Tyr’. Aquests 3 ciclolipopéptids es diferencien pel grup acil de I'extrem N-
terminal: octanoil per BPC838, lauroil per BPC854 i palmitoil per BPC856.

L'assignacio dels protons del residu d’lle es va aconseguir a partir dels espectres TOCSY i COSY. Per
exemple, en el cas de BPC838 es va observar que el senyal d'a-CH-lle (3,97-4,00 ppm)
correlacionava amb 4 senyals corresponents a &-CHs-lle i y-CHs-lle (0,72-0,87 ppm), y-CH,-lle
(1,15-1,20 ppm) i B-CH-lle (1,69-1,80 ppm) (Figura 62 i Taula 32). En I'espectre COSY, la correlacid
entre B-CH-lle i y-CHs-lle va permetre diferenciar aquest ultim de 6-CHs-lle, lleugerament menys
desapantallat.
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Figura 62. Finestra des de 0,5 ppm a 4,1 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del
ciclolipodepsipéeptid BPC838. Les correlacions més rellevants per a I'assignacio del residu d’lle respecte I'eix vertical
s’indiquen amb fletxes. S’indica en negreta la seva assignacié sobre la diagonal.

Els senyals dels residus de Tyr es varen assignar, d’una banda, a partir de la correlacié entre els a-
CH-Tyr i els B-CH,-Tyr. Aixi, en el cas de BPC838 es va observar la correlacid entre els senyals dels
o-CH-Tyr, a 4,31-4,39 ppm i 4,55-4,63, respectivament, amb els dos senyals corresponents als
protons diastereotopics B-CH,-Tyr que apareixen a 1,82-1,98 ppm i 2,06-2,26 ppm per una Tyr, i a
2,67-2,77 ppm i 3,16-3,27 ppm per 'altra Tyr (Figura 63 i Taula 32).

Figura 63. Finestra des d’1 ppm a 5 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del ciclolipodepsipéptid
BPC838. Les correlacions més rellevants per a I'assignacid del residu de Tyr respecte |'eix vertical s’indiquen amb
fletxes. S’indica en negreta la seva assignacio sobre la diagonal.
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D’altra banda, els senyals aromatics de les Tyr del ciclolipodepsipéptid BPC838 es varen mostrar
parcialment superposats observant-se dos doblets amb J de 8,0 Hz a 6,63 i 6,84 ppm, que varen
correlacionar amb un multiplet a 6,99-7,04 ppm (Figura 64 A i B). En canvi, el ciclolipodepsipéptid
BPC856 va mostrar 4 doblets amb J de 8,0 Hz, observant-se correlacions entre dos doblets
centrals i entre els dos doblets més i menys desapantallats (Figura 64 Ci D).
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Figura 64. Finestra des de 6,4 ppm a 7,2 ppm de: A, espectre 'H-RMN del ciclolipodepsipeptid BPC856; B, espectre
TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del ciclolipodepsipeptid BPC856; C, espectre "H-RMN del ciclolipodepsipéptid
BPC838; D, espectre TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del ciclolipodepsipéptid BPC838.

L'assignacio dels dos residus de Glu i del de GIn va ser la més dificultosa, ja que els senyals dels 3
aminoacids varen apareixer solapats entre ells i a desplagaments molt proxims dels d’altres
aminoacids. Concretament, en el cas de BPC838, els senyals d’a-CH-Glu/GIn (4,17-4,26 ppm)
varen apareixer juntament amb els senyals d’a-CH-Orn i a-CH-Pro (Figura 65 i Taula 32).
Tanmateix, es va observar la correlacié entre a-CH-Glu/GlIn i B-CH,-Glu/GIn (1,41-1,45 ppm) i y-
CH,-Glu/GIn (2,06-2,26 ppm).
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Figura 65. Finestra des de 0,5 ppm a 4,8 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del
ciclolipodepsipéeptid BPC838. Les correlacions més rellevants per a I'assignacié dels residus de Glu i GIn respecte I'eix
vertical s'indiquen amb fletxes. S’indica en negreta la seva assignaciod sobre la diagonal.

Per al residu de Pro es varen observar les correlacions esperades entre els senyals dels diferents
protons d’aquest aminoacid. Concretament, I'espectre TOCSY de BPC838 va mostrar que el senyal
d’a-CH-Pro (4,17-4,26 ppm) correlacionava amb B-CH,-Pro (2,06-2,26 ppm), y-CH,-Pro (1,82-1,98
ppm) i, molt débilment, amb 6-CH,-Pro (3,50-3,53 ppm) (Figura 66 i Taula 32). Aquest ultim senyal
es va confirmar a partir de la seva correlacié amb y-CH,-Pro.

Figura 66. Finestra des de 0,5 ppm a 4,8 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del
ciclolipodepsipéeptid BPC838. Les correlacions més rellevants per a I'assignacié del residu de la Pro respecte I'eix
vertical s’indiquen amb fletxes. S’indica en negreta la seva assignacid sobre la diagonal.
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En el cas del residu de Val també es varen caracteritzar les correlacions esperades entre els
protons de la seva estructura. Per exemple, el senyal a-CH-Val de BPC838, a 4,44-4,47 ppm va
correlacionar amb els senyals de B-CH-Val (2,06-2,26 ppm) i dels dos y-CHs3-Val (0,72-0,87 ppm).
També es va observar la correlacié entre B-CH,-Val i y-CHs-Val (Figura 67 i Taula 32).

Figura 67. Finestra des de 0,5 ppm a 4,8 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del
ciclolipodepsipeptid BPC838. Les correlacions més rellevants per a I'assignacio del residu de la Val respecte I'eix vertical
s’indiquen amb fletxes. S’indica en negreta la seva assignacié sobre la diagonal.

L'assignacio dels senyals del residu de Thr va ser més dificultosa. Es pren com a exemple BPC856,
per a mostrar com es va fer |'assignacié (Figura 68 i Taula 34). El senyal d’a-CH-Thr va apareixer
superposat amb el d’a-CH-lle. Tanmateix es va observar la seva correlacié amb el senyal de B-CH-
Thr, que, alhora, va correlacionar amb el senyal de y-CHs-Thr. La correlacié entre el senyal d’a-CH-
Thr amb el de y-CHs-Thr es trobava superposat amb el senyal de la lle.
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Figura 68. Finestra des de 0,5 ppm a 4,5 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del
ciclolipodepsipeptid BPC856. Les correlacions més rellevants per a I'assignacid del residu de la Thr respecte I'eix vertical
s’indiquen amb fletxes. S’indica en negreta la seva assignacio sobre la diagonal.

L'assignacio dels senyals del residu d’Orn també s’exemplifica amb BPC838 (Figura 69 i Taula 32).
El senyal d’a-CH-Orn (4,17-4,26 ppm) va correlacionar amb els senyals de y-CH,-Orn (1,55-1,60
ppm), B-CH,-Orn (1,69-1,80 ppm) i 6-CH,-Orn (2,67-2,77 ppm). Alhora, es va identificar facilment
la correlacié d’aquest ultim senyal amb els corresponents a 3-CH,-Orn i §-CH,-Orn.

Figura 69. Finestra des de 0,5 ppm a 4,8 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del
ciclolipodepsipeptid BPC838. Les correlacions més rellevants per a I'assignacié del residu de la Orn respecte I'eix
vertical s’indiquen amb fletxes. S’indica en negreta la seva assignacié sobre la diagonal.
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Finalment, els senyals del grup octanoil de BPC838 es varen assignar a partir de la correlacié entre
B-CH,-octanoil (1,41-1,45 ppm), a-CH,-octanoil (2,06-2,26 ppm), la resta de CH, d’aquest grup que
varen apareixer entre 1,15 1,20 ppm, i el CHs-octanoil (0,72-0,87 ppm)(Figura 70 i Taula 32). Els
grups lauroil i palmitoil dels ciclolipodepsipéptids BPC854 i BPC856, respectivament, varen
mostrar un patré semblant. En aquests dos compostos, els senyals corresponents a les posicidns
a-CH, i B-CH, varen apereixer més desapantallats i la resta de CH, junts (Taula 33-Taula 34).

Figura 70. Finestra des de 0,5 ppm a 2,5 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del
ciclolipodepsipéptid BPC838. Les correlacions més rellevants per a I'assignacio del residu de I'acid octanoic respecte
I'eix horitzontal s’indiquen amb fletxes. S’indica en negreta la seva assignacio sobre la diagonal.

146



Caracteritzacié estructural de lipopeptids derivats de fengicines, arilomicines i BP475

Taula 32. Caracteritzacié del ciclolipodepsipéptid BPC838.

'H-RMN Protons cosy TOCSY
& (ppm) ‘H>'H 'H>'H
6-CHs-lle y-CH,-lle a-CH-lle, y-CHs-lle, y-CH,-lle, B-CH-lle
0.72.0.87 y-CHs-lle B-CH-lle a-CH-lle, 5-CHs-lle, y-CH,-lle, B-CH-lle
(r'n ] 8'H) y-CH-Thr B-CH-Thr B-CH-Thr
! 2 x y-CH;-Val B-CH-Val B-CH-Val, a-CH-Val
CH3-octanoil CH,-octanoil CH,-octanoil, B-CH,-octanoil
1,15-1,20 4 x CH,-octanoil  CHj-octanoil, B-CH,-octanoil CHs-octanoil, B-CH,-octanoil, a-octanoil
(m, 14 H) y-CH,-lle 6-CHs-lle a-CH-lle, B-CH-lle
1,41-1,45 B-CH,-octanoil CH,-octanoil, a-CH,-octanoil CHs-octanoil, CH,-octanoil, a-CH,-octanoil
(m, 4 H) B-CH,-Glu/GIn  a-CH-Glu/GIn a-CH-Glu/Gln, y-CH,-Glu/GlIn
1(';5-31’:)0 y-CH,-Orn 6-CH,-0rn, B-CH,-Orn 6-CH,-0rn, B-CH,-Orn, a-CH-Orn
1,69-1,80 B-CH-lle, y-CHs-lle, a-CH-lle a-CH-lle, y-CHs-lle, y-CH,-lle, 6-CHs-lle
(m, 4 H) B-CH,-Orn a-CH-Orn, y-CH,-Orn 6-CH,-0rn, a-CH-Orn, y-CH,-Orn
1,82-1,98 B-CH,-Tyr" B-CH,-Tyr", a-CH-Tyr° o-CH-Tyr®
(m, 4 H) y-CH,-Pro 6-CH,-Pro a-CH-Pro, B-CH,-Pro, 6-CH,-Pro
B-CH-Vval y-CH;-Val, a-CH-Val y-CHs-Val, a-CH-Val
2 06-2.26 v-CH,-Glu/GlIn B-CH,-Glu/GIn, y-CH,-Glu/GIn B-CH,-Glu/Gln, y-CH,-Glu/GIn
(r”n 10’H) B-CH,-Pro ao-CH-Pro a-CH-Pro, 6-CH,-Pro, y-CH,-Pro
’ B-CH,-Tyr® B-CH,-Tyr” B-CH,-Tyr®, a-CH-Tyr"
a-CH,-octanoil B-CH,-octanoil B-CH,-octanoil, a-CH,-octanoil
2,67-2,77 B-CH,-Tyr® B-CH,-Tyr® B-CH,-Tyr®, a-CH-Tyr®
(m, 3 H) 6-CH,-Orn y-CH,-Orn a-CH-0rn, B-CH,-Orn, y-CH,-Orn
2,86-2,88
(m, 2 H)
3,16-3,27 a a a a
(m, 2 H) B-CH,-Tyr B-CH,-Tyr", a-CH-Tyr o-CH-Tyr
3(':10_3':)3 6-CH,-Pro y-CH,-Pro a-CH-Pro, B-CH,-Pro, y-CH,-Pro
3,86-3,90
(m, 1H) B-CH-Thr y-CH3-Thr y-CH3-Thr
?’(':17_f'l_?)o o-CH-lle B-CH-lle B-CH-lle, y-CHs-lle, y-CH,-lle, 6-CHs-lle
417-4.26 a-CH-Pro B-CH,-Pro 6-CH,-Pro, B-CH,-Pro, y-CH,-Pro
(’m 3 ’H) a-CH-Orn B-CH,-Orn 6-CH,-0Orn, B-CH,-Orn, y-CH,-Orn
! a-CH-Glu/GlIn B-CH,-Glu/GIn y-CH,-Glu/GIn, B-CH,-Glu/GlIn
4,31-4,39 b b b
(m, 1 H) o-CH-Tyr B-CH,-Tyr B-CH,-Tyr
4(':14'14':)7 a-CH-Val B-CH-Val B-CH-Val, y-CH-Val
4,55-4,63
(m, 2 H) a-CH-Tyr® B-CH,-Tyr’ B-CH,-Tyr’
6,63 b b
(d 2H.J=80 HZ) CH'Tyraarom CH'Tyra arom CH'Tyra arom
6,84 b b b
(d 2H J=80 HZ) CH—Tyr arom CH’Tyra arom CH_Tyra arom
6,99-7,04 b b b
(m 4 H) CH-TyI’a arom CH’Tyraarom/ CH’Tyr arom CH_Tyraaroml CH_Tyr arom
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Taula 33. Caracteritzacié del ciclolipodepsipéptid BPC854.

'H-RMN Protons cosy TOCSY
& (ppm) 'H>'H H>'H
6-CHs-lle y-CH,-lle y-CH,-lle, a-CH-lle, B-CH-lle
y-CHs-lle B-CH-lle B-CH-lle, a-CH-lle
(()r'z llg'f"? y-CHs-Thr B-CH-Thr B-CH-Thr
! CH;3-lauroil CH,-lauroil CH,-lauroil, B-CH,-lauroil
2 x y-CH5-Val B-CH-Val B-CH-Val, a-CH-Val
1,14-1,19 8 x CH,-lauroil  CHs-lauroil, B-CH,-lauroil CHj3-lauroil, B-CH,-lauroil, a-CH,-lauroil
(m, 18 H) y-CHy-lle 5-CHy-lle 5-CHs-lle, B-CHy-lle
1,40-1,58 y-CH,-Orn 6-CH,-0Orn, B-CH,-Orn 6-CH,-Orn, B-CH,-Orn
(m, 6 H) B-CH,-lauroil CH,-lauroil, a-CH,-lauroil CH,-lauroil, a-CH,-lauroil, CHs-lauroil
1,61-1,79 B-CH-lle a-CH-lle, y-CHs-lle a-CH-lle, y-CHs-lle, y-CH,-lle, 6-CHs-lle
(m, 4 H) B-CH,-Orn y-CH,-Orn y-CH,-Orn, 6-CH,-Orn
B-CH-Val a-CH-Val, y-CH;-Val a-CH-Val, y-CH5-Val
1,87-2,25 v-CH,-Pro B-CH,-Pro B-CH,-Pro, 6-CH,-Pro, a-CH-Pro
(m, 14 H) B-CH,-Pro y-CH,-Pro, a-CH-Pro y-CH,-Pro, a-CH-Pro
a-CH,-lauroil B-CH,-lauroil B-CH,-laurail, CH,-lauroil
2,65-2,76
(m, 3 H) 6-CH,-Orn y-CH,-Orn a-CH-Orn, B-CH,-Orn
2,80-2,85
(m, 2 H)
3,02-3,21
(m, 2 H)
3,26-3,34
(m, 1H)
3,48-3,50
(m, 1 H) 6-CH,-Pro a-CH-Pro, y-CH,-Pro
3,80-3,87
(m, 2 H) B-CH-Thr y-CH3-Thr y-CH3-Thr
3,96-4,02
(m, 2 H) a-CH-lle B-CH-lle B-CH-lle, 6-CHs-lle, y-CHs-lle
4,11-4,25 a-CH-Pro B-CH,-Pro B-CH,-Pro, 6-CH,-Pro, y-CH,-Pro
(m, 4 H) a-CH-Orn 6-CH,-Orn
4,42-4,46
(m, 1 H) a-CH-Val B-CH-Val B-CH-Val, y-CH5-Val
4,56-4,60
(m, 2 H)
6,61 ' '
(d 2H.J=80 HZ) CH'Tyraarom CH-TyI’a barom CH'Tyra barom
6,83 - K
(d 2H J=80 HZ) CH'Tyrbarom CH-TyI’a barom CH'Tyra barom
6,99-7,03 b b b
(m 4 H) CH-TyI’a arom CH-TyI’ arom,CH'Tyraarom CH'Tyr arom,CH'Tyraarom
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Taula 34. Caracteritzacié del ciclolipodepsipéptid BPC856.

(d, 2 H,J=8,0Hz)

CH'Tyraarom

CH'Tyraarom

'H-RMN Protons cosy TOCSY
& (ppm) ‘H>'H H>'H
6-CHs-lle y-CH,-lle y-CH,-lle, B-CH-lle, a-CH-lle
y-CHs-lle B-CH-lle B-CH-lle, a-CH-lle
?gglg'ig) y-CH3-Thr B-CH-Thr B-CH-Thr, a-CH-Thr
! CH;-palmitoil CH,-palmitoil CH,-palmitoil, B-CH,-palmitoil
2 x y-CH;-Val B-CH-Val B-CH-Val, a-CH-Val
1,14-1,22 12 x CH,-palmitoil ~ CH3-palmitoil, -CH,-palmitoil ~ CHs-palmitoil, B-CH,-palmitoil
(m, 28 H) y-CH,-lle 5-CHs-lle -CHs-lle, B-CH-lle
o -CH,-Glu/GIn a-CH-Glu/GIn a-CH-Glu/GIn
1(':10;:)0 CH,-Glu/GlI CH-Glu/Gl CH-Glu/Gl
1,56-1,63
(m, 2 H) y-CH,-Pro B-CH,-Pro a-CH-Pro, B-CH,-Pro
1,69-1,77 B-CH-lle a-CH-lle, y-CHs-lle a-CH-lle, y-CHs-lle, 6-CHs-lle, y-CH,-lle
(m, 2 H) y-CH,-Orn 6-CH,-Orn 6-CH,-Orn, B-CH,-Orn, a-CH-Orn
B-CH,-Tyr” 0-CH-Tyr®, B-CH,-Tyr” 0-CH-Tyr®, B-CH,-Tyr”
B-CH,-Tyr” B-CH,-Tyr” 0-CH-Tyr®, B-CH,-Tyr”
184-2 33 B-CH-Val a-CH-Val, y-CH5-Val a-CH-Val, y-CH5-Val
(r'n 14’H) B-CH,-Orn a-CH-Orn a-CH-Orn, 6-CH,-0Orn, y-CH,-Orn
-CH,-Pro a-CH-Pro, y-CH,-Pro a-CH-Pro, y-CH,-Pro
' B-CH,-P CH-Pro, y-CH,-P CH-Pro, y-CH,-P
y-CH,-Glu/GIn B-CH,-Glu/GIn B-CH,-Glu/GIn, a-CH-Glu/GIn
B-CH,-palmitoil CH,-palmitoil CH,-palmitoil, CH;-palmitoil
2,46-2,50* B-CH,-Tyr® B-CH,-Tyr" a-CH-Tyr®, B-CH,-Tyr"
2,68-2,7
(’:184 ’H)3 8-CH,-Orn y-CH,-Orn y-CH,-Orn, a-CH-Orn, B-CH,-Orn
2,88-2,90
(m, 2 H)
3’(;623’:’)7 B-CH,-Tyr® o-CH-Tyr’, B-CH,-Tyr’ o-CH-Tyr®, B-CH,-Tyr’
3,60-3,63
(m, 1H)
3(’;4_;’_'7)6 B-CH-Thr o-CH-Thr, y-CH3-Thr o-CH-Thr, y-CH3-Thr
4,00-4,04 0-CH-Thr B-CH-Thr, y-CHs-Thr B-CH-Thr, y-CHs-Thr
(m, 2 H) a-CH-lle B-CH-lle B-CH-lle, 6-CHs-lle, y-CHs-lle
4,11-4,17 a-CH-Orn B-CH,-Orn B-CH»-Orn, 6-CH,-Orn, y-CH,-Orn
(m, 2 H) a-CH-Glu/GlIn B-CH,-Glu/GIn B-CH,-Glu/GIn
4,23-4,28 a-CH-Pro B-CH,-Pro B-CH,-Pro, y-CH,-Pro
m, a-CH-Glu/GIn -CH,-Glu/GlIn -CH,-Glu/GlIn, y-CH,-Glu/GIn
(m, 2 H) CH-Glu/Gl CH,-Glu/GlI CH,-Glu/GlI CH,-Glu/GlI
4(':13'14':;; -CH-Tyr® B-CH,-Tyr® B-CH,-Tyr®
4,48-4,51
(m, 1H) a-CH-Val B-CH-Val B-CH-Val, y-CH;-Val
4,56-4,60
(m, 1 H)
4,70-4,73 a a a
(m, 1 H) o-CH-Tyr B-CH,-Tyr B-CH,-Tyr
6,63
(d 2H.J=80 HZ) CH'Tyraarom CH'Tyraarom CH'Tyraarom
6,83 b b b
(d 2H.J=80 HZ) CH'Tyr arom CH'Tyr arom CH'Tyr arom
6,93 b b b
(d,2H,J=8,0Hz) CHTYM arom CH-TYr arom CH-TYr rom
7,04

CH'Tyraarom

* Senyal sota el pic de dissolvent, & (ppm) deduit a partir dels espectres COSY i/o TOCSY.
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6.2.2.2 Caracteritzacio del ciclolipodepsipéptid BPC840

El ciclolipodepsipéptid C;H;5CO-Glu-D-Orn-Tyr(&)-D-Ser-Glu-D-Val-Pro-GIn-p-Tyr-lle-& (BPC840) es
diferencia dels ciclolipodepsipéptids comentats a I’apartat anterior per la preséncia d’una p-Ser”
en substitucié de la b-Thr. Els protons B-CH,-Ser diastereotopics es varen assignar a 3,19-3,33
ppm i 3,44-3,54 ppm, respectivament. Aquest Ultim senyal va apareixer parcialment ocult pel pic
de l'aigua. Tot i aix0, es varen observar correlacions entre els dos senyals de B-CH,-Ser i el
corresponent a a-CH-Ser (4,12-4,26 ppm) (Figura 71 i Taula 35).

Figura 71. Finestra des de 2 ppm a 5 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del ciclolipodepsipéptid
BPC840. Les correlacions més rellevants per a |'assignacié del residu de Ser respecte I'eix vertical s’indiquen amb
fletxes. S’indica en negreta la seva assignacio sobre la diagonal.
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Taula 35. Caracteritzacié del ciclolipodepsipéeptid BPC840.

'H-RMN Protons cosy TOCSY
& (ppm) ‘H>'H 'H>'H
5-CHs-lle B-CH-lle
0,73-0,86 y-CHa-lle B-CH-lle
m, xy-CHs-Va -CH-Va -CH-Val,a-CH-Va
(m, 15 H) 2 CH5-Val CH-Val CH-Val,a-CH-Val
CHs-octanoil CH,-octanoil B-CH,-octanoil, CH,-octanoil
1,14-1,21 4 x CH,-octanoil  CHj-octanoil, B-CH,-octanoil a-CH,-octanoil, B-CH,-octanoil
(m, 12 H) y-CH,-lle a-CH-lle
1,41-1,48 . .. .. .. . .
(m, 4 H) B-CH,-octanoil a-CH,-octanoil, CH,-octanoil a-CH,-octanoil, CH,-octanoil, CHz-octanoil
1(';5_31:3)1 y-CH,-Orn 6-CH,-0rn, B-CH,-Orn 6-CH,-0Orn, a-CH-Orn, B-CH,-Orn
B-CH,-Tyr” a-CH-Tyr®, B-CH,-Tyr”
1,68-1,90 B-CH-lle a-CH-lle, y-CHs-lle a-CH-lle, y-CHs-lle, 6-CHs-lle
(m, 10 H) y-CHy-Pro a-CH-Pro, B-CH,-Pro a-CH-Pro, B-CH,-Pro, 6-CH,-Pro
B-CH,-Orn a-CH-Orn, y-CH,-Orn 6-CH,-0rn, a-CH-Orn, y-CH,-Orn
B-CH-Val a-CH-Val, y-CH;-Val a-CH-Val, y-CH5-Val
2,00-2,33 B-CH,-Tyr® a-CH-Tyr®, B-CH,-Tyr"
(m, 8 H) B-CH,-Pro a-CH-Pro, y-CH,-Pro a-CH-Pro, y-CH,-Pro
a-CH,-octanoil B-CH,-octanoil B-CH,-octanoil, CH,-octanoil
2,50-2,57* B-CH,-Tyr’ 0-CH-Tyr®, B-CH,-Tyr"
2(’:17_22’5)7 6-CH,-Orn y-CH,-Orn B-CH,-Orn, a-CH-Orn, y-CH,-Orn
2,85-2,87
(m, 2 H)
3,19-3,33 B-CHy-Tyr® B-CH,-Tyr®, a-CH-Tyr?
(m, 4 H) B-CH,-Ser B-CH,-Ser a-CH-Ser, B-CH,-Ser
344.3 50* B-CH,-Ser o-CH-Ser, B-CH,-Ser a-CH-Ser, B-CH,-Ser
T 6-CH,-Pro y-CH,-Pro a-CH-Pro, y-CH,-Pro
7-
3(’:; 13’::)9 a-CH-lle B-CH-lle B-CH-lle, y-CHs-lle, 5-CHs-lle, y-CH,-lle
a-CH-Pro y-CHy-Pro, B-CH,-Pro y-CH,-Pro, B-CH,-Pro, 6-CH,-Pro
4,12-4,26
(m, 6 H) a-CH-Ser B-CH,-Ser B-CH,-Ser
! a-CH-Orn B-CH,-Orn B-CH,-Orn, 6-CH,-Orn, y-CH,-Orn
4,35-4,46 a-CH-Tyr® B-CH,-Tyr”
(m, 2 H) o-CH-Val -CH-Val B-CH-Val, y-CH3-Val
4,56-4,60
(m, 1H)
4,64-4,75 a a
(m, 1 H) o-CH-Tyr B-CH,-Tyr
6,63 b b
(d 2H J=80 HZ) CH'Tyraarom CH-TyI’a arom CH—TyI’a arom
6,86 b ib -b
(d 2H.J=80 HZ) CH-TyI’ arom CH'TyraI arom CH'Tyra arom
6,95-7,04 b b b
(m 4 H) CH-TyI’a arom CH'Tyr aroms CH'Tyraarom CH'Tyr aroms CH'Tyraarom

* Senyal sota el pic de dissolvent, & (ppm) deduit a partir dels espectres COSY i/o TOCSY.
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6.2.2.3 Caracteritzacio del ciclolipodepsipéeptid BPC844

El ciclolipodepsipéptid C;H;5CO-Glu-D-Orn-Tyr(&)-D-Ser-Glu-D-Ala-Pro-GIn-D-Tyr-lle-& (BPC844) es
diferencia dels ciclolipodepsipeptids anteriors per la presencia d’un residu d’Ala a la posicié 6 en
comptes d’un residu de Val. Aquest residu es va identificar a través de la correlacid, tant en
I’espectre COSY com TOCSY, entre els senyals d’a-CH-Ala a 4,86-4,87 ppm i 3-CHs-Ala a 1,10-1,20
ppm (Figura 72 i Taula 36). A més, en aquests espectres, també es varen poder observar els
senyals caracteristics de la Ser i I'abséncia dels senyals caracteristics dels residus de Thr i Val
presents en BPC838, BPC854 i BPC856.

Figura 72. Finestra des de 0,5 ppm a 5,2 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del
ciclolipodepsipéptid BPC844. Les correlacions més rellevants per a I'assignacié del residu de Ala respecte I'eix vertical
s'indiquen amb fletxes. S’indica en negreta la seva assignacié sobre la diagonal.
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Taula 36. Caracteritzacio del ciclolipodepsipéptid BPC844.

'H-RMN Protons cosy TOCSY
6 (ppm) ‘H>'H H>'H
0,73-0,76 6-CHs-lle y-CH,-lle y-CH,-lle, y-CHs-lle, B-CH-lle, a-CH-lle
(m, 6 H) CHs-octanoil CH,-octanoil CH,-octanoil, B-CH,-octanoil, a-CH,-octanoil
0,83-0,85
(m, 3 H) y-CHs-lle y-CH,-lle, 6-CHs-lle, B-CH-lle, a-CH-lle
1.10-1.20 4 x CH,-octanoil  CHj-octanoil, B-CH,-octanoil CHj3-octanoil, B-CH,-octanoil
(r’n 15’H) B-CH;-Ala o-CH-Ala o-CH-Ala
’ y-CH-lle y-CHs-lle y-CHs-lle, 8-CHs-lle, B-CH-lle, a-CH-lle
1,40-1,45 B-CH,-Glu/GIn  a-CH-GIu/GlIn, y-CH,-Glu/GIn  a-CH-Glu/GIn, y-CH,-Glu/Gln
(m, 4 H) B-CH,-octanoil CH,-octanoil CHs-octanoil, CH,-octanoil, a-CH,-octanoil
1(’;6-31’:)2 y-CH,-Orn B-CH,-Orn, 6-CH,-Orn B-CH,-Orn, 6-CH,-Orn, a-CH-Orn
B-CH-lle y-CHs-lle, a-CH-lle y-CHs-lle, a-CH-lle, y-CH,-lle, 6-CHs-lle
1,73-1,88 B-CH,-Orn a-CH-Orn, y-CH,-Orn a-CH-0rn, y-CH,-Orn, 6-CH,-Orn
(m, 8 H) B-CH,-Tyr" B-CH,-Tyr®, a-CH-Tyr" B-CH,-Tyr", a-CH-Tyr"
y-CH,-Pro B-CH,-Pro, 6-CH,-Pro B-CH,-Pro, 6-CH,-Pro, a-CH-Pro
B-CH,-Tyr” B-CH,-Tyr” B-CH,-Tyr®, a-CH-Tyr”
2,07-2,24 B-CH,-Pro a-CH-Pro, y-CH,-Pro a-CH-Pro, y-CH,-Pro, 6-CH,-Pro
(m, 10 H) y-CH,-Glu/GIn B-CH,-Glu/GIn B-CH,-Glu/GIn, a-CH-Glu/GIn
a-CH,-octanoil B-CH,-octanoil CH,-octanoil, B-CH,-octanoil, CH;-octanoil
2,46-2,55*% B-CH,-Tyr® B-CH,-Tyr® B-CH,-Tyr®, a-CH-Tyr®
2(’;1_22’5;‘ 6-CH,-Orn y-CH,-Orn y-CH,-Orn, B-CH,-Orn, a-CH-Orn
2,87-2,91
(m, 2 H)
3,19-3,33 B-CH,-Tyr® B-CH,-Tyr® a-CH-Tyr?, B-CH,-Tyr®
(m, 2 H) B-CH,-Ser B-CH,-Ser B-CH,-Ser, a-CH-Ser
3,47-3,53 6-CH,-Pro y-CH,-Pro B-CH,-Pro, y-CH,-Pro, a-CH-Pro
(m, 2 H) B-CH,-Ser B-CH,-Ser, a-CH-Ser B-CH,-Ser, a-CH-Ser
-3,97
3,95-3,9 a-CH-lle B-CH-lle B-CH-lle, y-CH,-lle, 5-CHs-lle, y-CHs-lle
(m, 1H)
a-CH-Ser B-CH,-Ser B-CH,-Ser
4,11-4,24 a-CH-Orn B-CH,-Orn B-CH,-Orn, y-CH,-Orn, 6-CH,-Orn
(m, 5 H) a-CH-Glu/GlIn B-CH,-Glu/GIn B-CH,-Glu/GlIn, y-CH,-Glu/GIn
a-CH-Pro B-CH,-Pro B-CH,-Pro, y-CH,-Pro, 6-CH,-Pro
4,36-4,40 b b b
(ml 1 H) a-CH Tyr B CHZ Tyr B CHZ Tyr
4,56-4,62 a a
(m, 2 H) o-CH-Tyr B-CH,-Tyr
4,86-4,87
(m, 1) a-CH-Ala B-CHs-Ala B-CHs-Ala
6,63
(d 2H J=80 HZ) CH'Tyraarom CH'Tyraarom CH'Tyraarom
6,86 b b b
(d 2H J=80 HZ) CH'Tyr arom CH'Tyr arom CH'Tyr arom
6,94 b b b
(d 2H J=80 HZ) CH—Tyr arom CH'Tyr arom CH'Tyr arom
7,06

(d, 2 H,J=8,0Hz)

CH'Tyraarom

CH'Tyraarom

CH'Tyraarom

* Senyal sota el pic de dissolvent, & (ppm) deduit a partir dels espectres COSY i/o TOCSY.
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6.2.2.4 Caracteritzacio del ciclolipodepsipéptid BPC842

El ciclolipodepsipeptid C;H;5CO-Glu-b-Orn-Tyr(&)-D-Thr-Glu-D-Ala-Pro-GIn-D-Tyr-lle-& (BPC842)
presenta un residu de Thr a la posicié 4, com BPC838, BPC854 i BPC856, i un residu d’Ala a la
posicié 6, com BPC844. En aquest cas, pero, els senyals corresponents a la Thr varen apareixer
parcialment ocults pel senyal de I'aigua, observant-se Unicament la correlacid entre els senyals de
B-CH-Thr (3,72-3,80 ppm) i de y-CHs-Thr (0,71-0,89 ppm) (Figura 73 i Taula 37). A més, també es
varen observar els senyals caracteristics corresponents als altres aminoacids presents a
I’estructura, com ara les dues Tyr, els dos Glu i la GIn, la Pro, I'Ornii la lle.

Figura 73. Finestra des de 0,5 ppm a 5,2 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del
ciclolipodepsipéptid BPC842. Les correlacions més rellevants per a I'assignacid del residu d’lle respecte I'eix vertical
s’'indiquen amb fletxes. S’indica en negreta la seva assignacio sobre la diagonal. A més, s’assenyalen amb claus les zones
on apareixen els senyals caracteristics per a I'assignacio dels residus d’lle, Orn, Pro, Glu i/o GIn i Tyr respecte els
corresponents senyals a-CH.
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Taula 37. Caracteritzacié del ciclolipodepsipéptid BPC842.

'H-RMN Protons cosy TOCSY
6 (ppm) ‘H>'H H>'H
6-CHs-lle y-CH,-lle y-CH,-lle, B-CH-lle, a-CH-lle
0,71-0,89 y-CHa-lle B-CH-lle y-CHy-lle, B-CH-lle, a-CH-lle
(m, 12 H) y-CH3-Thr B-CH-Thr B-CH-Thr
CHs-octanoil CH,-octanoil CH,-octanoil, B-CH,-octanoil
4 x CH,-octanoil  CHj-octanoil, B-CH,-octanoil CHj3-octanoil, B-CH,-octanoil
1,10-1,22 B-CH;-Ala a-CH-Ala a-CH-Ala
(m, 15 H) y-CH,-Pro B-CH,-Pro a-CH-Pro, B-CH,-Pro, 6-CH,-Pro
y-CH-lle 5-CHs-lle B-CH-lle, a-CH-lle, y-CHs-lle, 5-CHs-lle
1,43-1,45 B-CH,-octanoil a-CH,-octanoil, CH,-octanoil a-CH,-octanoil, CH,-octanoil, CHz-octanoil
(m, 4 H) B-CH,-Glu/GlIn a-CH-Glu/GlIn a-CH-Glu/Gln, y-CH,-Glu/GIn
1(’:17-21’::)1 y-CH,-Orn B-CH,-Orn, 6-CH,-Orn 6-CH,-0Orn, a-CH-Orn, B-CH,-Orn
B-CH,-Tyr" a-CH-Tyr®, B-CH,-Tyr" a-CH-Tyr®, B-CH,-Tyr"
1,71-1,89 B-CH-lle y-CHs-lle 0-CH-lle, y-CH,-lle, y-CHs-lle, 5-CH,-lle
(m, 8 H) y-CH,-Pro 6-CH,-Pro, B-CH,-Pro a-CH-Pro, B-CH,-Pro, 6-CH,-Pro
B-CH,-Orn a-CH-0rn, y-CH,-Orn 6-CH,-0rn, a-CH-Orn, y-CH,-Orn
B-CH,-Tyr" a-CH-Tyr®, B-CH,-Tyr" a-CH-Tyr®, B-CH,-Tyr"
1,99-2,22 B-CH,-Pro y-CH,-Pro, a-CH-Pro a-CH-Pro, y-CH,-Pro, 6-CH,-Pro
(m, 10 H) y-CH,-Glu/GIn B-CH,-Glu/GIn a-CH-Glu/GlIn, B-CH,-Glu/GIn
a-CH,-octanoil B-CH,-octanoil B-CH,-octanoil
2,51-2,59* B-CH,-Tyr® a-CH-Tyr?, B-CH,-Tyr® a-CH-Tyr?, B-CH,-Tyr®
2,69-2,7
(’:192 ’H)6 8-CH,-Orn y-CH,-Orn B-CH,-Orn, a-CH-Orn, y-CH,-Orn
2,84-2,95
(m, 2 H)
3(;213:)5 B-CH,-Tyr® o-CH-Tyr’, B-CH,-Tyr’ o-CH-Tyr®, B-CH,-Tyr’
3,50-3,55 6-CH,-Pro y-CHy-Pro a-CH-Pro, y-CH,-Pro, B-CH,-Pro
(m, 2 H)
3,72-3,80* B-CH-Thr y-CH3-Thr y-CH5-Thr
3,98-4,01
(m, 2 H) a-CH-lle B-CH-lle B-CH-lle, y-CH,-lle, y-CHs-lle, 6-CHs-lle
4,10-4,14
(,mO 1 IH) a-CH-Orn B-CH,-Orn B-CH,-Orn, 6-CH,-Orn, y-CH,-Orn
4,18-4,24 a-CH-Pro B-CH,-Pro 6-CH,-Pro, B-CH,-Pro, y-CH,-Pro
(m, 2 H) a-CH-Glu/GlIn B-CH,-Glu/GIn B-CH,-Glu/GlIn, y-CH,-Glu/GIn
4,38-4,42 b b b
(m, 1 H) a-CH-Tyr B-CH,-Tyr B-CH,-Tyr
4,57-4,61
(m, 1 H)
4,62-4,69 a a a
(m, 1 H) o-CH-Tyr B-CH,-Tyr B-CH,-Tyr
4,81-4,90
(m, 1 H) a-CH-Ala B-CHs-Ala B-CHs-Ala
6,63

(d, 2 H,J=8,0 Hz)

CH'Tyraarom

CH'Tyraarom

CH'Tyraarom

6,84

(d,2H,J=8,0Hz)

b
CH'Tyr arom

b
CH'Tyr arom

b
CH'Tyr arom

6,94

(d, 2 H,J=8,0 Hz)

b
CH—Tyr arom

b
CH'Tyr arom

b
CH'Tyr arom

7,05

(d, 2 H,J=8,0Hz)

CH'Tyraarom

CH'Tyraarom

CH'Tyraarom

* Senyal sota el pic de dissolvent, & (ppm) deduit a partir dels espectres COSY i/o TOCSY.
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6.3 Ciclolipopeptids biarilics derivats d’arilomicines

Les arilomicines A i B sén ciclolipopéptids naturals, aillats de soques de Streptomyces, que sén
actius enfront bacteris grampositius i que, a més, mostren una lleu activitat antifungica (Figura
74).% Estructuralment, aquests ciclolipopéptids presenten un anell format per tres aminoacids,
I’extrem N-terminal del qual es troba metilat i derivatitzat amb un tripéptid acilat amb un acid
gras de 14 a 16 carbonis. Dos dels tres aminoacids de I'anell es troben units mitjangant un enllag
biarilic. Concretament, el grup fenol d’'una 4-hidroxifenilglicina es troba unit al grup fenol d’una
Tyr, en el cas de I'arilomicina A, o d’'una Tyr(3-NO,), en el cas de I'arilomicina B.

Figura 74. Estructura de les arilomicines A i B.

A la bibliografia es troben pocs exemples de sintesis d’arilomicines. D’una banda, Romesberg et
al. varen descriure una estratégia per a la preparacio en dissolucié d’arilomicines basada en la
sintesi d’un tripeptid biarilic lineal que posteriorment es cicla per formacié d’un enllag amida.***
D’altra banda, Zhu et al. varen descriure la preparacié d’arilomicines a través de la sintesi de la
cadena peptidica lineal seguida de la seva ciclacié per formacié d’un enllag biarilic mitjangant una

192 L

reaccié de Suzuki-Myaura intermolecular. etapa clau d’ambdues estratégies és la formacié de

I'enllag biarilic. Posteriorment, aquestes dues aproximacions varen ser utilitzades per sintetitzar
analegs d’arilomicines.'** "%

La Dra. Ng-Choi, en la seva tesi doctoral realitzada en el grup LIPPSO, va desenvolupar una
estrategia sintética per a la preparacié en fase solida de derivats d’arilomicines. En particular, va
preparar el ciclolipopéptid 20, analeg de I’arilomicina A (Figura 75). Aquest derivat 20, a diferéncia
de I'arilomicina A, conté a la seva estructura un residu de Lys a I'extrem N-terminal i una Tyr en
comptes d’una 4-hidroxifenilglicina, i, a més, presenta els grups fenol dels residus de Tyr metilats.
La Lys es va incorporar, perquée es va observar que el derivat d’arilomicina sense aquest residu
presentava un caracter lipofilic molt elevat que dificultava la seva analisi per HPLC, aixi com la
seva purificacié i caracteritzacié per espectrometria de masses.
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Figura 75. Estructura del derivat d’arilomicina 20.

En aquesta tesi doctoral es va tornar a sintetitzar el ciclolipopeptid 20, analeg de I'arilomicina A,
per a poder-ne fer la seva caracteritzacio estructural per RMN.

6.3.1.1 Sintesi del ciclolipopéptid 20 analeg de I'arilomicina A

La sintesi en fase solida del ciclolipopéeptid 20 analeg de I'arilomicina A es va realitzar seguint la
metodologia descrita préviament per Ng-Choi.*”’

Aguesta estratégia consisteix en: (i) I'acoblament seqiencial de Fmoc-Tyr(3-l, Me)-OH i Fmoc-Ala-
OH; (ii) la substitucio del grup Fmoc de I'extrem N-terminal per trifenilmetil (Tr); (iii) la borilacié de
Miyaura; (iv) I'eliminacié del grup Tr N-terminal i I'acoblament de Boc-Tyr(3-I, Me)-OH; (v) la
ciclacio del tripéptid mitjangant una reaccié de Suzuki-Miyaura intermolecular; (vi) I'eliminacio del
grup Boc N-terminal i la metilacié del grup amino resultant; (vii) I'elongacié del tripepid lineal;
(viii) la metilacid del grup amino de la p-Ser; (ix) I'acoblament seqliencial de la Lys i de I'acid
palmitic; (x) el desancorament del peptid (Esquema 22).

Aixi doncs, es va partir d’'una resina Fmoc-Rink-MBHA i, després d’eliminar el grup Fmoc amb
piperidina/DMF (3:7), es va acoblar Fmoc-Tyr(3-1,Me)-OH per tractament amb hexafluorofosfat
d’1-[1-(ciano-2-etoxi-2-oxoetilidenaminooxi)dimetilamino-morfolino]uroni (COMU), Oxima i DIEA
en DMF. A continuacid, es va eliminar el grup Fmoc i es va acoblar Fmoc-Ala-OH en preséencia de
DIC i Oxima. Seguidament, el grup Fmoc es va substituir pel grup Tr, ja que aquest ultim és estable
a les condicions de reaccid de I'etapa seglient. Aquest grup es va incorporar per tractament amb
TrCl i DIEA en DMF. La iodopeptidil resina resultant es va sotmetre a les condicions de borilacié de
Miyaura que inclouen I'Gs de bis(pinacol)dibora (B,Pin,), 1,1’-bis(difenilfosfino)ferrocé (dppf),
PdCl,(dppf) i KOAc en DMSO.™® Tot seguit, es va eliminar el grup Tr N-terminal emprant una
solucié de TFA/H,0/CH,Cl, (0,2:1:98,2) i es va acoblar Boc-Tyr(3-,Me)-OH.

A continuacid, la peptidil resina obtinguda, que incorpora un iodo i un borono aril aminoacid, es
va ciclar mitjancant una reaccid de Suzuki-Miyaura intramolecular per tractament amb
tris(dibenzilidenacetona)dipal-ladi  (0) (Pd,(dba);), 2-diciclohexilfosfino-2’,6’-dimetoxibifenil
(SPhos) i KF (4 eq) en dimetoxieta (DME)/EtOH/H,0. Seguidament, es va eliminar el grup Boc N-
terminal amb trifluorometansulfonat de trimetilsilil (TMSOTf) i 2,6-lutidina en CH,Cl,, i el grup
amino resultant es va metilar emprant una reaccié de Mitsunobu. Aquesta metilacié va consistir
en tres etapes sequencials: (i) proteccié del grup amino amb el grup 2-nitrobenzensulfonil (oNBS)
utilizant oNBS-Cl i DIEA en CH,Cl,; (ii) metilacié amb PPh;, DIAD i MeOH en THF; i (iii) eliminacié
del grup oNBS amb B-mercaptoetanol i 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-en (DBU) en DMF.
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Seguidament, es varen realitzar etapes seqiiencials d’acoblament dels aminoacids Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-Ala-OH i Fmoc-Ser(‘Bu)-OH, i d’eliminacié del grup Fmoc terminal amb piperidina/DMF
(3:7). Després de la metilacié del grup amino de la Ser terminal mitjangant el procediment descrit
anteriorment, es va acoblar seqliencialment Fmoc-Lys(Boc)-OH i acid palmitic. Finalment, la
peptidil resina resultant es va tractar amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5), es va purificar el cru per
cromatografia flash en fase reversa, es va analitzar per HPLC i es va caracteritzar per
espectrometria de masses. El ciclolipopeptid 20, analeg de I'arilomicina A, es va obtenir amb una
puresa del 96%.

Esquema 22. Sintesi del derivat d'arilomicina 20.

6.3.2 Caracteritzacié mitjancant RMN del ciclolipopéptid biarilic ciclic 20
derivat de I'arilomicina A

El derivat d’arilomicina 20 es va caracteritzar mitjancant experiments 1D i 2D de "H-RMN, COSY i
TOCSY a temperatura ambient en MeOD (Taula 38). A continuacié es comenta I'assignacio dels
senyals caracteristics d’aquest péptid.

Pel que fa al grup palmitoil, el CH; va apareixer com un triplet (0,92 ppm) que a I'espectre TOCSY
va correlacionar amb un multiplet (1,27-1,47 ppm) corresponent, entre d’altres senyals, a 12 CH,
d’aquest grup palmitoil (Figura 76). Aquest senyal va correlacionar amb els senyals corresponents
a B-CH,-palmitoil (1,58-1,73 ppm) i a a-CH,-palmitoil (2,18-2,29 ppm), més desapantallats per la
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seva proximitat al grup carbonil. A més, es va observar una correlacié COSY entre aquests dos
darrers senyals.

Figura 76. Finestra des de 0,5 ppm a 3 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del ciclolipopéptid
biarilic ciclic 20 derivat de I’arilomicina A. Les correlacions més rellevants per a I'assignacié del grup palmitoil respecte
I'eix vertical s’indiquen amb fletxes. S’indica en negreta la seva assignacid sobre la diagonal.

En I"assignacié dels senyals del residu de Lys es va observar que el senyal d’a-CH-Lys (4,72-4,83,
m, 4 H) es trobava practicament ocult pel senyal de I'aigua (Figura 77). Tot i aix0, es va identificar
la seva correlacié a I'espectre TOCSY amb els senyals de B-CH,-Lys (1,81-1,90 ppm), y-CH,-Lys
(1,27-1,47 ppm), 6-CH,-Lys (1,58-1,73 ppm) i e-CH,-Lys (2,89-2,98 ppm). A més, a 'espectre COSY,
es va observar la correlacié entre aquest Ultim senyal i el de §-CH,-Lys.
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Figura 77. Finestra des de 0,5 ppm a 5,2 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del ciclolipopéptid
biarilic ciclic 20 derivat de P'arilomicina A. Les correlacions més rellevants per a I’assignacid del residu de Lys respecte
I'eix vertical s'indiquen amb fletxes. S’indica en negreta la seva assignacié sobre la diagonal.

En referéncia al residu de Ser, el senyal d’a-CH-Ser, dins del multiplet a 4,91-4,95 ppm, va
correlacionar amb els dos senyals diastereotopics B-CH,-Ser a 3,91-3,96 ppm i 4,08-4,12 ppm. A
més, també es va observar la correlacié COSY entre els dos senyals corresponents als protons B-
CH,-Ser.
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Figura 78. Finestra des de 0,5 ppm a 5,2 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del ciclolipopéptid
biarilic ciclic 20 derivat de I'arilomicina A. Les correlacions més rellevants per a I'assignacié del residu de Ser respecte
I'eix vertical s’indiquen amb fletxes. S’indica en negreta la seva assignacid sobre la diagonal.

Els senyals corresponents a les dues Ala varen ser facilment identificables a partir dels senyals a-
CH-Ala a 4,44-4,50 ppm i a 4,72-4,83 ppm que varen correlacionar als espectres COSY i TOCSY
amb els senyals corresponents als dos B-CHs-Ala localitzats dins del multiplet a 1,27-1,47 ppm
(Figura 79).

Figura 79. Finestra des de 0,5 ppm a 5,2 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del ciclolipopéptid
biarilic ciclic 20 derivat de I’arilomicina A. Les correlacions més rellevants per a I'assignacié del residu d’Ala respecte
I’eix vertical s’indiquen amb fletxes. S’indica en negreta la seva assignacid sobre la diagonal.
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En relacio a les dues Tyr, d’'una banda, es varen assignar els senyals dels dos a-CH-Tyr a 4,44-4,50
ppm i4,72-4,83 ppm que varen correlacionar amb els dos senyals diastereotopics corresponents a
B-CH,-Tyr a 2,75-2,84 ppm i 3,07-3,10 ppm per a la primera Tyr, i a 3,13-3,16 ppm i 3,29-3,34 ppm
(senyal oculta pel MeOD) per a la segona Tyr (Figura 80). A més, es varen observar les correlacions
entre les respectives senyals de B-CH,-Tyr.

Figura 80. Finestra des de 0,5 ppm a 5,2 ppm dels espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell) del ciclolipopéptid
biarilic ciclic 20 derivat de I'arilomicina A. Les correlacions més rellevants per a |'assignacioé del residu de Tyr respecte
I’eix vertical s'indiquen amb fletxes. S’'indica en negreta la seva assignacié sobre la diagonal.

D’altra banda, la part aromatica dels residus de Tyr va resultar més confusa (Figura 82). Es va
descriure com a dos multiplets a 6,68-6,95 ppm (4 H) i a 7,13-7,29 ppm (2 H) que correlacionen
entre ells. Es va postular que el segon multiplet, més desapantallat, pogués correspondre als
protons aromatics de la posicid 2, i que els protons 5 i 6 es trobessin situats al primer multiplet
(Figura 81).

Figura 81. Fragment biarilic ciclic del ciclolipopéptid 20 derivat de I'arilomicina A.
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Figura 82. Finestra des de 6,5 ppm a 7,5 ppm del ciclolipopeptid biarilic ciclic 20 derivat de Farilomicina A
corresponent a: A, espectre 'H-RMN; B, espectres TOCSY (en blau) i COSY (en vermell).

Per ultim, els dos grups metoxi, situats a les cadenes laterals de les dues Tyr, es varen assignar a
un doblet aparent (3,73-3,78 ppm) intens. Es va postular que, conjuntament amb aquests dos
grups, els a-CH,-Gly també es troben dins aquest multiplet, ja que tant el desplacament com la
integracié corresponen amb I'esperada. D’altra banda, els dos grups N-CH; es varen assignar a dos
singlets a 3,22 ppm (3 H) i 3,36 ppm (3 H), no assignats a cap altre protd fins el moment.
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Taula 38. Caracteritzacié del ciclolipopéptid biarilic 20.

'H-RMN Protons cosy TOCSY
& (ppm) H>'H H>'H
0,92 _ - .
(t,3 H,J =634 Ha) CH;-palmitoil CH,-palmitoil CH,-palmitoil
127-147 12 x CH,-palmitoil  CH;-palmitoil CHs-palmitoil, B-CH,-palmitoil, a-CH,-palmitoil
(|:n 321H) 2 x B-CH;-Ala a-CH-Ala a-CH-Ala
! y-CH,-Lys 6-CH,-Lys, B-CH,-Lys B-CH,-Lys, 6-CH,-Lys, a-CH-Lys, e-CH,-Lys
1,58-1,73 B-CH,-palmitoil CH,-palmitoil, a-CH,-palmitoil ~ CHs-palmitoil, a-CH,-palmitoil, CH,-palmitoil
(m, 4 H) 6-CH,-Lys y-CH,-Lys, e-CH,-Lys y-CH,-Lys, B-CH,-Lys, a-CH-Lys, e-CH,-Lys
1(’?1_21“9)0 B-CH,-Lys y-CH,-Lys, a-CH-Lys y-CH,-Lys, 6-CH,-Lys, a-CH-Lys, e-CH,-Lys
2(’;8-22’:)9 a-CH,-palmitoil B-CH,-palmitoil CHs-palmitoil, B-CH,-palmitoil, CH,-palmitoil
2(':15'12]_?;‘ B-CH,-Tyr® B-CH,-Tyr", a-CH-Tyr’ B-CH,-Tyr", a-CH-Tyr’
2,89-2.
(’ig ) :)8 €-CH,-Lys 6-CH,-Lys B-CH,-Lys, 6-CH,-Lys, a-CH-Lys, y-CH,-Lys
3(':]4'13 :)O B-CH,-Tyr® B-CH,-Tyr", a-CH-Tyr’ B-CH,-Tyr", a-CH-Tyr’
3(':13 13 ;)6 B-CH,Tyr® B-CH,-Tyr’, a-CH-Tyr" B-CH,-Tyr’, a-CH-Tyr"
3,22
(s, 3 H) N-CH3
3,29-3,34* B-CH,-Tyr” B-CH,-Tyr®, a-CH-Tyr” B-CH,-Tyr®, a-CH-Tyr”
3,37
(s, 3 H) N-CH3
3,73-3,78 2 x O-CH3
(m, 8 H) o-CH,-Gly
3(}?11-13’:)6 B-CH,-Ser B-CH,-Ser, a-CH-Ser B-CH,-Ser, a-CH-Ser
4(’:18_14’:)2 B-CH,-Ser B-CH,-Ser, a-CH-Ser B-CH,-Ser, a-CH-Ser
4,44-4,50 a-CH-AlR" B-CH5-Ala" B-CH5-Ala"
(m, 2 H) a-CH-Tyr® B-CH,-Tyr’ B-CH,-Tyr’
a-CH-Ala’ B-CH;-Ala® B-CH;-Ala®
472-4,83 a-CH-Tyr" B-CH,-Tyr" B-CH,-Tyr"
(m, 3 H)
! o-CH-Lys B-CH,-Lys B-CH,-Lys, 6-CH,-Lys, e-CH,-Lys, y-CH,-Lys
4,91-4
(’:1 1 ’I_?)S a-CH-Ser B-CH,-Ser B-CH,-Ser
6,68-6,95
(m 4 H) 4 x CH'Tyraroma Tyraromb Tyraromb
7,13-7,29 b
(m 2 H) 2x CH'Tyrarom Tyraroma Tyraroma

* Senyal sota el pic de dissolvent, 8 (ppm) deduit a partir dels espectres COSY i/o TOCSY.
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Aixi doncs, els experiment NMR es varen mostrar Utils per a la caracteritzacid i 'analisi de
lipopéptids. Concretament, I'estudi estructural del lipopeptid BP475 va revelar que es troba
desestructurat en aigua. En canvi, en preséncia d'un 30% de CF;CD,0D, aquest lipopéptid
presenta una estructura d’hélix o entre els aminoacids Lys® i Lys™.

A més, es varen identificar i assignar la majoria dels senyals esperats dels ciclolipodepsipéptids
BPC838, BPC840, BPC842, BPC844, BPC854 i BPC856 i del ciclolipopéeptid biarilic 20 confirmant
aixi que les estrategies sintetiques desenvolupades per la Dra. Rosés i la Dra. Ng-Choi sén utils per
a la sintesi de ciclolipodepsipéptids derivats de fengicines i de derivats d’arilomicines,
respectivament.
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Conclusions

Les conclusions extretes dels diferents capitols d’aquesta tesi doctoral es detallen a continuacioé:

1. Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Lipopeéptids amb tots els aminoacids de tipus L

o Els 36 lipopéptids antimicrobians derivats de BP100 contenint L-aminoacids es varen obtenir

amb pureses elevades compreses entre un 92 i >99%.

o L'analisi de I'activitat antibacteriana va mostrar que els bacteris del genere Xanthomonas

varen ser els més sensibles a aquests compostos. A més, la llargada de la cadena de I'acid gras i

la seva posicié influeixen en I’activitat antimicrobiana d’aquests lipopéptids derivats de BP100 i

aquesta influencia depen del patogen.

Pel que fa a la llargada del grup acil, els lipopéptids que incorporen un grup butanoil
o lauroil varen ser els més actius enfront els tres bacteris del génere Xanthomonas.
En canvi, els bacteris del génere Pseudomonas testats, i els fongs P. expansum i F.
oxysporum varen ser més sensibles als lipopéptids amb un grup hexanoil a la seva
estructura. En el cas d’E. amylovora els lipopeptids més actius varen ser el que
incorporen un grup hexanoil o butanail.

En relacid a la posicié del grup acil, els millors lipopéptids enfront X. axonopodis pv.
vesicatoria i X. fragariae varen resultar ser els que contenen el grup acil a les
posicions 2, 8 o 10, mentre que els més actius enfront E. amylovora i les espécies de
Pseudomonas i varen ser els que contenen el grup acil a les posicions 11 i 8,
respectivament. En canvi, no es va observar una relacio clara entre la posicié del grup
acil i I'activitat antifingica, tot i que si que es va observar que, en general, els
lipopéptids acilats a la posicid 7 varen presentar una activitat menor.

o L’'analisi de I'activitat hemolitica va mostrar que, en general, la incorporacié d’una cadena

hidrofobica a BP100 esta relacionada amb un augment de la seva hemolisi. Tanmateix, tant la

llargada de la cadena de I'acid gras com la seva posicié influeixen en I'activitat hemolitica dels
lipopéptids derivats de BP100.

Els lipopéptids que contenen un grup lauroil a la seva seqliencia varen resultar ser els
més hemolitics, amb una hemolisi del 100% a 250 uM. D’altra banda, la incorporacié
d’un grup butanoil o hexanoil va proporcionar en lipopéptids menys hemolitics que
els anteriors, essent els que contenen un grup butanoil els que varen presentar, en
general, valors d’hemolisi més baixos. Concretament, 6 seqliéncies varen mostrar
una hemolisi <50% a 250 uM

Pel que fa a la posicié del fragment acil, es va observar que quan es substitueix un
dels aminoacids de la cara apolar (posicié 3, 4, 7, 8, 10 o 11) per una Lys acilada amb
butanoil o hexanoil, I'activitat hemolitica dels lipopéptids resultants és, en general,
menor que la de BP100. D’altra banda, quan s’introdueix aquesta Lys a la cara polar
(posicid N-terminal, 1, 2, 5, 6 0 9) s’obtenen lipopéptids més hemolitics que BP100.
En canvi, la totalitat dels lipopéptids derivats de BP100 incorporant un grup lauroil
varen mostrar una elevada activitat hemolitica.
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o En general, les seqliéncies que incorporen un grup butanoil o hexanoil varen ser les que varen
presentar un millor perfil biologic, essent les seqliéncies més actives les que incorporen un
grup butanoil. En canvi, els lipopéptids amb un grup lauroil varen ser menys actius i més
hemolitics.

o A partir de I'avaluacié de la capacitat elicitora de 9 dels 57 lipopeptids derivats de BP100, es va
concloure que, en general, aquests lipopéeptids no varen provocar la sobreexpressié de la
majoria dels gens estudiats. Unicament 5 dels 11 gens analitzats varen ser sobreexpresats per
2 o 3 lipopéptids cadascun. Aquest resultat suggereix que la incorporacié d’un grup acil en
BP100 no afecta la sobreexpressio de gens relacionats amb les defenses de plantes, ja que els
lipopeptids presenten un efecte similar a BP100.

o Totique no es va observar una tendéncia clara entre I'estabilitat d’aquests lipopéptids enfront
proteinasa K i I’acid gras incorporat a la seqléncia, si que es va apreciar una relacié entre
aquesta estabilitat i la posicié de l'acid gras. Aixi, els lipopéptids derivats de BP100 més
estables varen ser els que incorporen la lisina acilada a la posicié 7 o 8, mentre que els menys
estables la contenen a la posicid 9.

Lipopeéptids contenint D-aminoacids o una histidina

o Els 21 lipopeptids antimicrobians derivats de BP100 contenint un o dos D-aminoacids o un
residu d’His es varen obtenir amb pureses elevades >99%.

o L'analisi de I'activitat antimicrobiana i I’"hemolisi dels lipopéptids derivats de BP100 que
contenen un D-aminoacid va mostrar que aquestes depenen de la llargada del grup acil.

= Els lipopéeptids amb una cadena de lauroil varen presentar una activitat igual o
superior a la dels corresponents analegs amb tots els aminoacids L enfront tots els
patogens, excepte F. oxysporum. Tanmateix, aquesta incorporacié no es va traduir
en una disminucid de I'hemolisi. En aquest cas, probablement, el benefici
d’incorporar un b-aminoacid no és suficient per a contrarestar la hidrofobicitat del
grup lauroil.

= Pels lipopéptids amb un D-aminoacid i un grup butanoil o hexanoil es va observar un
augment o un manteniment de I'activitat antimicrobiana enfront les dues especies
de Pseudomonas, X. arboricola pv. pruni i els dos fongs. A més, aquesta incorporacio
va resultar en una disminucié de I'activitat hemolitica.

o La incorporaciéo de dos D-aminoacids o d’una His va resultar, en general, en lipopéptids
menys actius, perd molt poc hemolitics.

o Concretament, el lipopéptid amb el millor perfil biologic va resultar ser BP475 (b-F’-
K'°(COC3H5)), que va presentar una CMI entre 0,8 i 6,2 M enfront els 8 fitopatogens testats i
una activitat hemolitica nul-la a 250 pM. També en van destacar BP387 (K3(COC;H,)), BP474
(D-F*-K3(COC;3H,)), BP485 (C3H,CO-D-F*) i BP495 (D-F*-K™(COCsH,;)) amb valors de CMI entre
0,8 12,5 uM enfront els 8 fitopatogens, i una hemolisi entre 0,6 i 24% a 250 uM. A més, tots
ells varen ser menys fitotoxics que la melitina, provocant una area necrotica entre 4i 11 mm.
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Lipopéptids conjugats derivats de BP100

Els 12 lipopéptids resultants de la combinacié de BP387 amb un CPP (BP16 i BP100) o amb un
elicitor de defenses de plantes (flgl5), de BP474 amb 'AMP BP143, i de BP475 amb els
elicitors de defenses de plantes flgl5 i Pipl es varen obtenir amb unes pureses entre 96 i
>99%.

El tipus de péptid incorporat influeix en I'activitat antimicrobiana i en la toxicitat del
lipopéptid conjugat resultant. Aixi, els lipopéeptids conjugats que incorporen un CPP o un AMP
provinent de la quimioteca CECMEL11 varen presentar una activitat antibacteriana baixa i una
activitat hemolitica alta. En canvi, els lipopeéptids conjugats que incoporen un peptid elicitor
de defenses de plantes varen mostrar una activitat antibacteriana moderada o elevada,
sobretot enfront els bacteris del génere Xanthomonas, i una toxicitat baixa o moderada.

L'ordre de la conjugaciod influeix en I'activitat antimicrobiana i en ’"hemolisi dels lipopéptids
conjugats derivats de BP100. Aixi, els lipopéptids conjugats que contenen el fragment
lipopeptidic a I'extrem C-terminal varen ser lleugerament més actius que els que I'incorporen
a I'extrem N-terminal. Aquesta diferéncia és més evident en el cas dels conjugats que
contenen un peptid elicitor de defenses, sobretot enfront els bacteris del génere
Xanthomonas. Tanmateix, els conjugats amb el lipopéptid a I'extrem C-terminal també varen
ser més toxics.

La diferéncia d’activitat entre els lipopéptids conjugats que incorporen un CPP o un AMP i els
qgue contenen un peptid elicitor de defenses de plantes podria estar relacionada amb la seva
carrega neta positiva. Els lipopéptids conjugats que incorporen un CPP o un AMP presenten
una carrega neta positiva de +10 o +11 i varen ser, en general, menys actius i més hemolitics
que els que contenen un péptid elicitor de defenses de plantes, amb una carrega neta positiva
de +4 0 +7.

Els lipopéptids conjugats derivats de BP100 que varen presentar el millor perfil bioldgic varen
ser Pip1-475 i BP475-Pip1, amb valors de CMI entre 0,8 i 6,2 uM enfront 5 dels 6 fitopatogens
testats, una activitat hemolitica inferior a 26% a 250 uM i una fitotoxicitat menor que la
melitina.

Peptids conjugats de BP100 amb pesticides convencionals

Els péptids conjugats BP493, BP523 i BP524, que incorporen un derivat de quinoxifén, un
derivat de valifenalat i estreptomicina a I'extrem N-terminal de BP100, respectivament, es
varen obtenir amb pureses entre 94 i >99%.

El peptid conjugat BP524, contenint BP100 i estreptomicina, va ser el que va presentar el
millor perfil biologic, amb una CMI <6,2 uM enfront els 6 bacteris testats i una hemolisi del
57% a 50 uM, concentracié que és 8 vegades superior a la seva CMI.
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Caracteritzacié de lipopéptids mitjancant RMN

Es varen identificar i assignar la majoria dels senyals esperats dels ciclolipodepsipeptids
BPC838, BPC840, BPC842, BPC844, BPC854 i BPC856, confirmant aixi que I'estratégia sintética
desenvolupada per la Dra. Rosés és util per a la sintesi de ciclolipodepsipéeptids derivats de
fengicines.

Es varen identificar i assignar la majoria dels senyals esperats del ciclolipopéptid biarilic 20,
confirmant aixi que I'estratégia sintética desenvolupada per la Dra. Ng-Choi és util per a la
sintesi de derivats d’arilomicines.

L’estudi estructural del lipopéptid BP475 va revelar que es troba desestructurat en aigua. En
canvi, en preséncia d’un 30% de trifluoroetanol, Aquest lipopéptid presenta una estructura
d’hélix o entre els aminoacids Lys® i Lys'.
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Procediment experimental

8.1 Material i métodes

8.1.1 Reactius i dissolvents

Els dissolvents i els reactius generals es varen adquirir a Sigma-Aldrich, Panreac, Scharlab o
Serviquimia i es varen utilitzar sense purificar. Els aminoacids utilitzats, els reactius d’acoblament i
les resines es varen adquirir a Iris Biotech o Sigma-Aldrich.

8.1.2 Test de ninhidrina o de Kaiser

El test de ninhidrina o de Kaiser és un assaig colorimétric qualitatiu que permet detectar la
presencia d’amines primaries lliures unides a un suport solid. Aquest test es va utilitzar per
comprovar si I'acoblament dels diferents aminoacids s’havia completat. Aquest assaig es basa en

una reaccio de transiminacié-descarboxilacié entre el grup amino lliure i la ninhidrina donant una

coloracié blava per formacié del porpra de Ruhemann (Esquema 23).**
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Esquema 23. Test de ninhidrina.
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Per realitzar I'assaig es necessiten els seglients reactius:

- Reactiu A: dissolucié de ninhidrina (2,5 g) en etanol absolut (50 mL).
- Reactiu B: dissolucio de fenol (200 mg) en etanol absolut (50 mL).
- Reactiu C: dissolucié de NaCN 1mM (1 mL) en piridina destil-lada sobre ninhidrina (49 ml).

Una mostra de resina es tracta amb 3 gotes de cada reactiu A, Bi C, i s’escalfa a 100 °C durant 3
min i, a continuacid, es comprova el color. Una coloracié blavosa indica la presencia d’amines
[liures per sobre d’1 umol de grups amino per gram de resina i, per tant, que I'acoblament de
I'aminoacid no ha estat complet (assaig positiu). Per contra, una coloracié groguenca és indicativa
d’absencia d’amines primaries lliures i, per tant, d’un acoblament efectiu (assaig negatiu).

8.1.3 Instrumentacio general

8.1.3.1 Espectroscopia d’infraroig de transformada de Fourier (FT-IR)

Els espectres d’IR es varen enregistrar amb un espectrofotometre FT-IR d’Agilent Technologies
Cary 630 equipat amb un sistema ATR MK-Il Golden Gate Single Reflection controlat pel
programari MicroLabPC. Els resultats es varen analitzar amb el programari ResolutionsPro 5.2.0.

8.1.3.2 Espectroscopia ultraviolat-visible (UV/VIS)

Els espectres d’UV/VIS es varen enregistrar amb un espectrofotometre Cary 50 Scan de Varian
amb una cel-la de quars d’1 cm.

8.1.3.3 Espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear (RMN)

Els experiments de RMN es varen realitzar a la Unitat d’Analisi Quimica i Estructural dels Serveis
Tecnics de Recerca de la Universitat de Girona (STR-UdG), a temperatura ambient amb un
instrument Ultrashield Avance Ill 400 (9.4T) de Bruker (*H, 400 MHz; *C, 100 MHz), equipat amb
una sonda BBI i una unitat de control de temperatura (BCU Xtreme). Els resultats es varen
analitzat amb el programari Bruker TopSpin 3.2. Els desplacaments quimics (8) s’expressen en
parts per milié (ppm) i les constants d’acoblament (J) en hertzs (Hz). En la descripcié dels senyals
d’RMN es fa Us de les abreviatures segients: s (singlet), d (doblet), td (triple doblet), m (multiplet)
i ba (banda ampla).

8.1.3.4 Espectrometria de masses amb ionitzacid per electrosprai (ESI-MS)

Els experiments d’ESI-MS es varen realitzar a la Unitat d’Espectrometria de Masses dels STR-UdG,
amb un espectrometre de masses Esquire 6000 de Bruker Daltonics de precisio + 0.2 m/z, integrat
per una font d’ionitzacid d’electrosprai, un analitzador de trampa d’ions i un detector
multiplicador d’electrons. Es va treballar en mode d’ionitzacié negatiu o positiu, en un rang de 50
a 2000 m/z. Les mostres es varen dissoldre en CH;CN/H,O (80:20) i es varen introduir a
I'instrument mitjangant un injector i una bomba d’HPLC 1200 Series d’Agilent Technologies, a un
flux de 0,1 mL/min. El voltatge a la sortida del capil-lar va ser d’entre 110i 130V, el voltatge al con
skimmer va ser de 40 V i el gas de nebulitzacio i assecatge va ser nitrogen. Els resultats es varen
analitzar amb el programari Bruker Compass DataAnalysis 4.0.
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8.1.3.5 Espectrometria de masses d’alta resolucié (HRMS)

Els experiments d’'HRMS es varen realitzar als STR-UdG en les mateixes condicions que els d’ESI-
MS utilitzant un instrument Bruker micrOTOF-Q IITM integrat per un analitzador hibrid quadrupol-
temps de vol. Les mostres es varen introduir a I'espectrometre de masses per infusié directa i es
varen calibrar externament utilitzant formiat de sodi. Es va treballar en mode d’ionitzacié positiu
ESI(+).

8.1.3.6 Cromatografia en capa fina (TLC)

L’analisi per TLC es va portar a terme sobre cromatofolis de gel de silice 60 F,s, de Merck, de 20 x
20 cm i 0,2 mm de gruix. La deteccid es va realitzar per UV a A = 254 nm, o utilitzant dissolucié
aquosa de permanganat potassic a I'1,5%.

8.1.3.7 Cromatografia en columna

La cromatografia flash en columna en fase normal es va realitzar utilitzant gel de silice de tipus 60
de Merck (diametre de particules 0,040-0,063 mm) com a fase estacionaria.

La cromatografia flash en fase reversa es va dur a terme en un aparell CombiFlash®R; 200. La
deteccié es va realitzar a 220 i 254 nm. La fase mobil utilitzada va ser H,0 amb 0,1% TFA
(dissolvent A) i CHsCN amb 0,1% TFA (dissolvent B). Les mostres es varen purificar utilitzant com a
fase estacionaria una columna Cis RediSep=Rf Gold (20-40 pm, 100 A) de 5,5 g i un flux de 18
mL/min o una columna C1s RediSepeR¢Gold (20-40 pm, 100 A) de 50 g i un flux de 40 mL/min.

8.1.3.8 Cromatografia liquida d’alta resoluci6é (HPLC)

L’analisi per HPLC es va dur a terme en un equip Dionex que incorpora un injector automatic ASI-
100, una bomba binaria P680 i un detector espectrofotomeétric UV/VIS UVD170U de longitud
d’ona variable. Els resultats es varen analitzar amb el programari Chromeleon 6.60. Métode A:
L’analisi es va fer en fase reversa amb una columna TracerExcel 120 ODS-A Cig (3 um, 4,6 mm x 40
mm), una fase mobil constituida per H,0 amb 0,1% TFA (dissolvent A) i CHsCN amb 0,1% TFA
(dissolvent B), i un flux d’1 mL/min. Per a I'elucié dels analits, es va aplicar un gradient lineal de 2
a 100% de B en 7 min.

L’analisi per HPLC també es va realitzar en un equip 1260 Infinity Il d’Agilent Technologies integrat
per un detector Diode Array HS, una bomba quaternaria Pump VL i un mostrejador 1260 Vial,
controlat a través del programari OpenLab CDS ChemStation. Métode B: L’analisi es va fer en fase
reversa, amb una columna Kromasil 100 Cy5 (3 um, 4,6 mm x 40 mm), una fase mobil constituida
per H,0 amb 0,1% TFA (dissolvent A) i CH3CN amb 0,1% TFA (dissolvent B), i un flux d’1 mL/min.
Per a I’elucié dels analits, es va aplicar un gradient lineal de 2 a 100% de B en 12 min.

8.1.3.9 Escalfament per irradiacié microones (MW)

Es va utilitzar un aparell de microones Discover S-Class de CEM Corporation amb una poténcia de
0-300 W. El temps, la temperatura i la poténcia maxima de I'experiment es controlen amb el
programari Synergy. Aquest aparell de microones incorpora un sistema de control de temperatura
amb un sensor d’infraroig per a mesurar la temperatura en el fons del recipient.
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8.2 Sintesi de lipopeptids derivats de BP100

Els lipopéptids derivats de BP100 es varen sintetitzar manualment mitjangant una metodologia de
sintesi en fase solida utilitzant una estratégia Fmoc/‘Bu. Com a suport solid es va utilitzar la resina
Fmoc-Rink-MBHA (0,56 mmol/g) i com a aminoacids es varen emprar Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-lle-
OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Lys(ivDde)-OH, Fmoc-D-Lys(ivDde)-OH, Fmoc-Phe-
OH, Fmoc-D-Phe-OH i Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH.

L’elongacié del peptid es va realitzar mitjangant etapes seqiiencials d’eliminacié del grup de Fmoc
i d’acoblament de I'aminoacid. El grup Fmoc es va eliminar per tractament amb piperidina/DMF
(3:7, 2 + 10 min). L'acoblament dels Fmoc-aminoacids (4 eq) es va dur a terme amb DIC (4 eq) i
Oxima (4 eq) en DMF a temperatura ambient sota agitacid durant 3 h. Després de cada etapa
d’acoblament i d’eliminacié del grup Fmoc es va rentar la resina amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x
1 min). La complecié de I'acoblament es va monitoritzar mitjancant el test de Kaiser.' A partir
del sisé aminoacid, es va canviar la DMF per NMP. Un cop finalitzada I'elongacié del péptid, la
peptidil resina resultant es va tractar amb piperidina/NMP (3:7, 2 + 10 min), es va rentar amb
NMP (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min).

Pels lipopéptids BP367, BP379 i BP391, amb I'extrem N-terminal acilat, la peptidil resina
obtinguda es va tractar amb I'acid gras corresponent (3 eq), DIC (3 eq) i Oxima (3 eq) en NMP a
temperatura ambient sota agitacié durant tota la nit. Passat aquest temps, la resina es va rentar
amb NMP (6 x 1 min) i CH,Cl, (6 x 1 min), es va comprovar la complecioé de la reaccié mitjancant el
test de Kaiser™ i es va assecar la resina al buit.

En el cas dels lipopéptids que incorporen una lisina amb el grup N°-amino acilat, la peptidil resina
sintetitzada es va acetilar amb Ac,0/piridina/CH,Cl, (1:1:1, 2 x 30 min), es va rentar amb NMP (6 x
1 min) i CH,Cl, (6 x 1 min), i la complecié de la reaccid es va comprovar mitjangant el test de
Kaiser." La peptidil resina resultant es va tractar amb NH,NH,-H,0/NMP (2:98, 10 x 20 min) sota
agitacio i es va rentar amb NMP (2 x 1 min), CH,Cl, (2 x 1 min), MeOH (2 x 1 min) i NMP (2 x 1
min). A continuacio, la resina es va tractar amb I'acid gras corresponent (3 eq), DIC (3 eq) i Oxima
(3 eq) en NMP a temperatura ambient sota agitacié durant tota la nit. Passat aquest temps, la
resina es va rentar amb NMP (6 x 1 min) i CH,Cl, (6 x 1 min), es va comprovar la complecié de la
reaccié mitjangant el test de Kaiser™ i es va assecar la resina al buit.

Finalment, les peptidil resines resultants es varen tractar amb TFA/H,0/TIS (95:2,5:2,5) durant 2
h. Seguidament, es va evaporar el TFA i es varen realitzar extraccions amb dietil eter. El cru es va
purificar mitjangant cromatografia en fase reversa, i el lipopeptid es va analitzar per HPLC i es va
caracteritzar per espectrometria de masses.

8.2.1 CsH11CO-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP367)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CHs;CN (70:30) va proporcionar CsHy;CO-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Leu-NH, (BP367) amb una puresa >99%. tz = 7,77 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1520,1 [M + H]’,
760,1 [M + 2H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per CsgHi3sN;,043 [M + 2H]** 760,0285, trobada
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760,0270; calculada per C;sH13sN17043 [M + 3H]*" 507,0215, trobada 507,0201; calculada per
CygH139N17013 [M + 4H]* 380,5179, trobada 380,5165.

8.2.2 Ac-Lys(COCsH11)-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP368)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys(COCsH;;)-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP368) amb una puresa >99%. tz = 7,91 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1562,1 [M +
H]", 781,6 [M + 2H]*, 521,3 [M + 3H]*"; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgoH139N17014 [M + 2H]*
781,0338, trobada 781,0319; calculada per CgoH140N17014 [M + 3H]*" 521,0250, trobada 521,0252.

8.2.3 Ac-Lys-Lys(COCsH11)-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH2 (BP369)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.28.2
utilitzant acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la
purificacié del cru eluint amb H,0/CHsCN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys(COCsH;4)-Leu-Phe-
Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP369) amb una puresa del 92%. t; = 7,53 min (Métode A). MS
(ESI) m/z: 1562,1 [M + H]*, 781,1 [M + 2H]*, 521,4 [M + 3H]*"; HRMS (ESI) m/z: calculada per
CeoHi13sN17014 [M + 2H]** 781,0338, trobada 781,0316; calculada per CgoHisoN7014 [M + 3H]**
521,0250, trobada 521,0263; calculada per CgoH14:N17014 [M + 4H]* 391,0205, trobada 391,0192.

8.2.4 Ac-Lys-Lys-Lys(COCsH11)-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NHz (BP370)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacio del cru
eluint amb H,0/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Lys(COCsH.;)-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP370) amb una puresa >99%. t; = 7,06 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1576,1 [M +
H]*, 789,1 [M + 2H]*, 526,1 [M + 3H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgH14oN1g014 [M + 2H]*
788,5393, trobada 788,5380; calculada per CgyH14:N15014 [M + 3H]*" 526,0286, trobada 526,0275;
calculada per CgoH14,N13014 [M + 4H]* 394,7733, trobada 394,7725.

8.2.5 Ac-Lys-Lys-Leu-Lys(COCsH11)-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP371)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Lys(COCsH;;)-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP371) amb una puresa >99%. t; = 7,11 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1542,2 [M +
H]*, 771,6 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per C,;H14,N1g014 [M + 2H]** 771,5471, trobada
771,5471; calculada per C;;H143N15014 [M + 3H]3+ 514,7005, trobada 514,7003; calculada per
C77H144N15014 [M + 4H]** 386,2772, trobada 386,2768.
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8.2.6 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys(COCsH11)-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP372)

Aguest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys(COCsHy,)-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP372) amb una puresa >99%. t; = 7,64 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1562,1 [M +
HI*, 781,1 [M + 2H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgoHi3sN17014 [M + 2H]** 781,0338, trobada
781,0336; calculada per CgoH140N17044 [M + 3H]*" 521,0250, trobada 521,0247; calculada per
CsoH1a1N17014 [M + 4H]* 391,0205, trobada 391,0199.

8.2.7 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys(COCsH11)-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP373)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys(COCsH,;)-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP373) amb una puresa >99%. tz = 7,94 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1561,1 [M +
HI*, 781,6 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgoHi3sN1;014 [M + 2H]** 781,0338, trobada
781,0330; calculada per CgoH140N17014 [M + 3H]** 521,0250, trobada 521,0244.

8.2.8 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys(COCsH11)-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP374)

Aguest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0O/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys(COCsH4,)-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP374) amb una puresa >99%. tz = 6,91 min. MS (ESI) m/z: 1598,1 [M + Na]’, 1576,1
[M + H]", 789,1 [M + 2H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgH14oN15014 [M + 2H]*" 788,5393,
trobada 788,5393; calculada per CgoH141N15014 [M + 3H]*" 526,0286, trobada 526,0284; calculada
per CgoH14:N15014 [M + 4H]* 394,7733, trobada 394,7733.

8.2.9 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Lys(COCsH11)-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP375)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I’apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COCsH.;)-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP375) amb una puresa >99%. t; = 7,17 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1598,1 [M +
Nal’, 1576,1 [M + H]", 789,1 [M + 2H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgH140N15014 [M + 2H]*
788,5393, trobada 788,5383; calculada per CgyH141N15014 [M + 3H]3+ 526,0286, trobada 526,0276;
calculada per CgoH14:N13014 [M + 4H]4+ 394,7733, trobada 394,7729.

8.2.10 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys(COCsH11)-Tyr-Leu-NH: (BP376)

Aquest lipopeéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacio del cru
eluint amb H,0/CH;CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys(COCsH;4)-
Tyr-Leu-NH, (BP376) amb una puresa >99%. t; = 7,48 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1583,1 [M +
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Nal, 1561,1 [M + H]", 781,6 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgH139N17014 [M + 2H]*
781,0338, trobada 781,0311; calculada per CgoH140N17014 [M + 3H]*" 521,0250, trobada 521,0233.

8.2.11 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Lys(COCsH11)-Leu-NHz (BP377)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,O/CH;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Lys(COCsH;1)-Leu-NH, (BP377) amb una puresa >99%. t; = 7,58 min (Métode A). MS (ESI) m/z:
1526.2 [M + H]", 763.6 [M + 2H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per C;;H14,N150:5 [M + 2H]™
763,5496, trobada 763,5486; calculada per C;7H143N150:3 [M + 3H]* 509,3689, trobada 509,3700;
calculada per C;7H144N15013 [M + 4H]* 382,2785, trobada 382,2791.

8.2.12 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Lys(COCsH11)-NH2 (BP378)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,O/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Lys(COCsH;1)-NH, (BP378) amb una puresa >99%. t; = 6,96 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1576,1
[M + H]", 788,6 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgoH14oN15014 [M + 2H]*" 788,5393,
trobada 788,5396; calculada per CgoH141N15014 [M + 3H]*" 526,0286, trobada 526,0308; calculada
per CgoH14:N15014 [M + 4H]™ 394,7733, trobada 394,7742.

8.2.13 C3H7CO-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP379)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (75:25) va proporcionar C3;H;CO-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Leu-NH, (BP379) amb una puresa >99%. t; = 7,52 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1513,1 [M + Na]’,
1491,1 [M + H]*, 746,0 [M + 2H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per CsH133N:5013 [M + 2H]*
746,0129, trobada 746,0102; calculada per CsH133N17043 [M + 3H]*" 497,6777, trobada 497,6770;
calculada per C;6H135N170:3 [M + 4H]* 373,5101, trobada 373,5104.

8.2.14 Ac-Lys(COC3H7)-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP380)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CHs;CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys(COC3H,)-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP380) amb una puresa >99%. t; = 7,79 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1555,3 [M +
Nal’, 1533,3 [M + H]"; HRMS (ESI) m/z: calculada per for C;sH13sN15014 [M + 2H]** 767,0182,
trobada 767,0158; calculada per CygH136N17014 [M + 3H]3+ 511,6812, trobada 511,6805; calculada
per CsgH137N17014 [M + 4H]* 384,0127, trobada 384,0117.
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8.2.15 Ac-Lys-Lys(COC3sH7)-Leu-Phe-Lys-Lys-lIle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP381)

Aguest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CHs;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys(COC;H;)-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP381) amb una puresa >99%. t; = 6,96 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1555,3 [M +
Na]’, 1533,1 [M + H]*, 767,5 [M + 2H]*, 511,9 [M + 3H]*"; HRMS (ESI) m/z: calculada per
CsgH13sN1701, [M + 2H]* 767,0182, trobada 767,0160; calculada per C;gHi36N17014 [M + 3H]*
511,6812, trobada 511,6803; calculada per C;sH137N17014 [M + 4H]* 384,0127, trobada 384,0119.

8.2.16 Ac-Lys-Lys-Lys(COC3H7)-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP382)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Lys(COC;H;)-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP382) amb una puresa >99%. tz = 6,91 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1548,2 [M +
H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per C;gHi36N1s014 [M + 2H]** 774,5236, trobada 774,5220;
calculada per CygH137N15014 [M + 3H]*" 516,6848, trobada 516,6845; calculada per CsgHi3sN15014
[M + 4H]* 387,7654, trobada 387,7648.

8.2.17 Ac-Lys-Lys-Leu-Lys(COC3H7)-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NHz (BP383)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Lys(COC;H,)-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP383) amb una puresa >99%. t; = 6,41 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1536,1 [M +
Na]’, 1514,2 [M + H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per C;sH13;N15014 [M + H]" 1514,0556, trobada
1514,0535; calculada per C;sH13gN1g014 [M + 2H]*" 757,5314, trobada 757,5312.

8.2.18 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys(COC3H7)-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP384)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I’apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH3;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys(COC;H;)-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP384) amb una puresa >99%. t; = 6,91 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1555,2 [M +
Nal’, 1533,2 [M + H]"; HRMS (ESI) m/z: calculada per CsgH135sN17014 [M + 2H]*" 767,0182, trobada
767,0158; calculada per CygH136N17014 [M + 3H]3+ 511,6812, trobada 511,6821; calculada per
CrsH137N17014 [M + 4H]* 384,0127, trobada 384,0114.

8.2.19 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys(COC3H7)-1le-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH; (BP385)

Aquest lipopeéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH3;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys(COCsH;)-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP385) amb una puresa >99%. t; = 7,02 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1555,1 [M +
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Nal’, 1533,2 [M + H]"; HRMS (ESI) m/z: calculada per CsgH135sN17014 [M + 2H]** 767,0182, trobada
767,0189; calculada per C;gHq36N17014 [M + 3H]* 511,6812, trobada 511,6818; calculada per
CygH137N17014 [M + 4H]* 384,0127, trobada 384,0140.

8.2.20 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys(COC3H7)-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP386)

Aguest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH5CN (85:15) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys(COC;H;)-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP386) amb una puresa >99%. t; = 6,25 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1570,1 [M +
Nal’, 1548,2 [M + H]"; HRMS (ESI) m/z: calculada per CsgH136N15014 [M + 2H]*" 774,5236, trobada
774,5234; calculada per Cy;sH137N13014 [M + 3H]*" 516,6848, trobada 516,6867; calculada per
CgH13sN15014 [M + 4H]** 387,7654, trobada 387,7666.

8.2.21 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Lys(COC3H7)-Lys-Tyr-Leu-NHz (BP387)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COCsH;)-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP387) amb una puresa >99%. t; = 6,49 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1548,0 [M +
HI*, 774,5 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CsgH13;N15014 [M + 3H]** 516,6848, trobada
516,6839; calculada per C;gH135N15014 [M + 4H]* 387,7654, trobada 387,7648.

8.2.22 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys(COC3H7)-Tyr-Leu-NH: (BP388)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys(COC;H;)-
Tyr-Leu-NH, (BP388) amb una puresa >99%. t; = 6,80 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1555.1 [M +
Nal’, 1533,1 [M + H]", 767,1 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per C,gH134N1701sNa [M + H +
Na]** 778,0091, trobada 778,0070; calculada per CsgHq3sN17014 [M + 2H]** 767,0182, trobada
767,0160; calculada per C;gHi35N;17014Na [M + 2H + Na]** 519,0085, trobada 519,0070; calculada
per CsgH136N17014 [M + 3H]** 511,6812, trobada 511,6805.

8.2.23 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Lys(COC3H7)-Leu-NH: (BP389)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CHsCN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Lys(COCsH;)-Leu-NH, (BP389) amb una puresa >99%. t; = 6,73 min (Métode A). MS (ESI) m/z:
1498,2 [M + H]"; HRMS (ESI) m/z: calculada per CysHi3sN:sO13 [M + 2H]** 749,5340, trobada
749,5328; calculada per C;sHi39N1g043 [M + 3H]*" 500,0251, trobada 500,0268; calculada per
C7sH140N15013 [M + 4H]** 375,2706, trobada 375,2692.
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8.2.24 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lIle-Leu-Lys-Tyr-Lys(COC3H7)-NHz (BP390)

Aguest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Lys(COC3H;)-NH, (BP390) amb una puresa >99%. t; = 6,27 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1570.1
[M + Nal’, 1548,2 [M + H]", 774,6 [M + 2H]*, 516,7 [M + 3H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per
CygH136N1s014 [M + 2H]** 774,5236, trobada 774,5216; calculada per C;gHi37N1g014 [M + 3H]*
516,6848, trobada 516,6843; calculada per C;gH13gN15014 [M + 4H]* 387,7654, trobada 387,7665.

8.2.25 C11H23CO-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP391)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (70:30) va proporcionar Cy;H,3CO-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Leu-NH, (BP391) amb una puresa >99%. t; = 8,06 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1604,2 [M + H]",
802,6 [M + 2H]*, 535,4 [M + 3H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgHissNy;055 [M + 2H]*
802,0755, trobada 802,0738; calculada per CgsH150N17043 [M + 3H]* 535,0528, trobada 535,0527;
calculada per CgqH151N17013 [M + 4H]* 401,5414, trobada 401,5427.

8.2.26 Ac-Lys(COC11Hz23)-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP392)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacioé del cru
eluint amb H,O/CH3CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys(COCy1H,3)-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP392) amb una puresa >99%. t; = 8,25 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1645,2 [M +
H]*, 823,1 [M + 2H]*, 549,1 [M + 3H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgHi51N17014 [M + 2H]*
823,0808, trobada 823,0808; calculada per CggH15,N17014 [M + 3H]** 549,0563, trobada 549,0558;
calculada per CggH153N17014 [M + 4H]** 412,0440, trobada 412,0437.

8.2.27 Ac-Lys-Lys(COC11Hz23)-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP393)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacio del cru
eluint amb H,O/CH3CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys(COCy;H,;)-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP393) amb una puresa >99%. t; = 7,68 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1667,1 [M +
Na]’, 1645,3 [M + H]", 823,5 [M + 2H]*, 549,3 [M + 3H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per
CasH15:N1701, [M + 2H]* 823,0808, trobada 823,0789; calculada per CgHi5oN17044 [M + 3H]*
549,0563, trobada 549,0548.

8.2.28 Ac-Lys-Lys-Lys(COC11H23)-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NHz (BP394)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacio del cru
eluint amb H,O/CH5;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Lys(COCy;H,3)-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
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Tyr-Leu-NH, (BP394) amb una puresa del 97%. tz = 7,32 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1683,3 [M
+ NaJ’, 1661,3 [M + H]", 831,1 [M + 2H]*, 554.1 [M + 3H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per
CseH15oN15014 [M + 2H]** 830,5862, trobada 830,5847; calculada per CggHissNisO1s [M + 3H]
554,0599, trobada 554,0601; calculada per CggH154N15014 [M + 4H]* 415,7967, trobada 415,7987.

8.2.29 Ac-Lys-Lys-Leu-Lys(COC11Hz23)-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NHz (BP395)

Aguest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacio del cru
eluint amb H,0/CH;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Lys(COC;1H,3)-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP395) amb una puresa >99%. tz = 7,39 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1626,3 [M +
H]"; HRMS (ESI) m/z: calculada per Cg3HissN1gO1a [M + H]* 1626,1808, trobada 1626,1755;
calculada per CgzHi54N13014 [M + 2H]*" 813,5940, trobada 813,5911.

8.2.30 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys(COC11H23)-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NHz (BP396)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys(COC;;H,3)-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP396) amb una puresa >99%. tz = 7,76 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1645,3 [M +
H]*, 823,1 [M + 2H]*, 549,4 [M + 3H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgHi51N17014 [M + 2H]*
823,0808, trobada 823,0791; calculada per CggH15,N17014 [M + 3H]*" 549,0563, trobada 549,0570;
calculada per CggH153N17014 [M + 4H]* 412,0440, trobada 412,0432.

8.2.31 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys(COC11Hz3)-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH; (BP397)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacio del cru
eluint amb H,O/CH3CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys(COCy;H,3)-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP397) amb una puresa del 97%. tz = 8,10 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1645,3 [M
+HJ", 823,1 [M + 2H]*, 549,4 [M + 3H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CggHi51N17014 [M + 2H]*
823,0808, trobada 823,0806; calculada per CggH15,N17014 [M + 3H]* 549,0563, trobada 549,0586;
calculada per CggH153N17014 [M + 4H]* 412,0440, trobada 412,0444.

8.2.32 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys(COC11H23)-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH:
(BP398)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacio del cru
eluint amb H,0/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys(COCy;H,3)-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP398) amb una puresa >99%. t; = 7,26 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1682,3 [M +
Na]*, 1660,3 [M + H]", 830,6 [M + 2H]*, 554,1 [M + 3H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per
CaeH15:N15014 [M + 2H]** 830,5862, trobada 830,5852; calculada per CggHissNigO1q [M + 3H]*
554,0599, trobada 554,0602; calculada per CggH154N15014 [M + 4H]* 415,7967, trobada 415,7972.
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8.2.33 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lIle-Lys(COC11H23)-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP399)

Aguest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COCy;H,3)-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP399) amb una puresa >99%. tz = 7,38 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1682,3 [M +
Na]’, 1660,3 [M + H]*, 831,1 [M + 2H]*, 554.1 [M + 3H]*"; HRMS (ESI) m/z: calculada per
CasH15:N15012 [M + 2H]** 830,5862, trobada 830,5847; calculada per CggHis3N1g014 [M + 3H]*
554,0599, trobada 554,0593; calculada per CggH154N15014 [M + 4H]* 415,7967, trobada 415,7968.

8.2.34 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lIle-Leu-Lys(COC11H23)-Tyr-Leu-NH:z (BP400)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0O/CH;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys(COC;;1H,3)-
Tyr-Leu-NH, (BP400) amb una puresa >99%. tz = 7,60 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1667,3 [M +
Nal’, 1645,3 [M + H]", 823,1 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgsHi5:N17014 [M + 2H]*
823,0808, trobada 823,0796; calculada per CggH15,N17014 [M + 3H]*" 549,0563, trobada 549,0565;
calculada per CggH153N17014 [M + 4H]* 412,0440, trobada 412,0434.

8.2.35 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Lys(COC11Hz3)-Leu-NHz (BP401)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacioé del cru
eluint amb H,0/CH;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Lys(COCy1H,3)-Leu-NH, (BP401) amb una puresa >99%. t; = 7,77 min (Métode A). MS (ESI) m/z:
1632,3 [M + Na]*, 1610,3 [M + H]", 806,1 [M + 2H]**, 537.5 [M + 3H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada
per CgsHi54N15043 [M + 2H]* 805,5966, trobada 805,5955; calculada per CgsHis5N1g013 [M + 3H]*
537,4002, trobada 537,3999; calculada per CgsH156N15043 [M + 4H]* 403,3019, trobada 403,3019.

8.2.36 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Lys(COC11Hz23)-NH2 (BP402)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Lys(COCy1H,3)-NH, (BP402) amb una puresa 99%. tz = 7,29 min (Meétode A). MS (ESI) m/z: 1661,3
[M + H]", 831,1 [M + 2H]*, 554,4 [M + 3H]*"; HRMS (ESI) m/z: calculada per CggH1s,N15014 [M +
2H]** 830,5862, trobada 830,5866; calculada per CgHis3N1g0O14 [M + 3H]*" 554,0599, trobada
554,0601; calculada per CggH154N15014 [M + 4H]* 415,7967, trobada 415,7969.

8.2.37 CsH11CO-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP472)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (75:25) va proporcionar CsH;,CO-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
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Leu-NH, (BP472)amb una puresa >99%. t; = 6,14 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1519,1 [M + H]",
760,1 [M + 2H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per CsgHi3¢N17013 [M + H]" 1519,0498, trobada
1519,0511; calculada per C;gH137N17;013 [M + 2H]*" 760,0285, trobada 760,0260.

8.2.38 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys(COC3H7)-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NHz (BP473)

Aguest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys(COC;H;)-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP473) amb una puresa >99%. tz = 5,99 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1555,1 [M +
Nal’, 1533,1 [M + H]", 767,1 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CsgH13sN17014 [M + H]*
1533,0291, trobada 1533,0240; calculada per CjgHi3sN;014 [M + 2H]*" 767,0182, trobada
767,0158.

8.2.39 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-Ile-Lys(COC3H7)-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP474)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (85:15) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COC3H;)-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP474) amb una puresa >99%. tz = 5,36 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1570,1 [M +
Na]*, 1548,1 [M + H]*, 774,6 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per C,gH13sN15014 [M + H]*
1548,0400, trobada 1548,0381; calculada per CjgHi3gN1s014 [M + 2H]*" 774,5236, trobada
774,5208.

8.2.40 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Lys(COC3H7)-Leu-NH: (BP475)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,O/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Lys(COCsH;)-Leu-NH, (BP475) amb una puresa >99%. t; = 5,69 min (Métode B). MS (ESI) m/z:
1520,1 [M + Na]’, 1498,2 [M + H]", 750,1 [M + 2H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per
C;sH136N15013Na [M + Na]® 1520,0426, trobada 1520,0424; calculada per CysHq37N1g015 [M + H]*
1498,0607, trobada 1498,0610; calculada per Cj;sHi3gNis013 [M + 2H]2+ 749,5340, trobada
749,5343.
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'H-NMR (400 MHz, tampo fosfat 20 mM pH = 6,5 H,0/D,0 (90:10)) & (ppm): 0,75-0,90 (m, 24 H,
CHs-butanoil, 0-CHs-lle, 6 x 6-CHs-Leu), 0,99-1,16 (m, 5 H, y-CHs-lle, 6-CH,-Lys), 1,25-1,82 (m, 48 H,
B-CH,-butanail, B-CH,-lle, y-CH,-lle, 3 x B-CH,-Leu, 3 x y-CH-Leu, 6 x $-CH,-Lys, 6 x y-CH,-Lys, 5 x
8-CH,-Lys), 1,98 (s, 3 H, CH5CO), 2,15 (t, J = 7,48 Hz, 2 H, B-CH,-butanoil), 2,85-3,00 (m, 11 H, 5 x &-
CH,-Lys, B-CH,-Phe), 3,06-3,16 (m, 3 H, e-CH,-Lys'®, B-CH,-Phe), 4,06-4,13 (m, 2 H, a-CH-lle, a-CH-
Lys), 4,15-4,34 (m, 5 H, 4 x a-CH-Lys, a-CH-Lyle, 3 x a-CH-Leu), 4,54-4,57 (m, a-CH-Phe), 7,11 (s, 1
H, CONH,), 7,21 (d, J = 7,16 Hz, 2 H, 2 x 0-CH-Phearom), 7,26-7,36 (M, 3 H, 2 x m-CH-Phe,om, p-CH-
Phearom), 7,59 (s, 1 H, CONH,), 8,04 (t, J = 5,82 Hz, 1 H, I-NH-Lys"), 8,21-8,29 (m, 3 H, a-NH-lle, a-
NH-Leu, a-NH-Lys), 8,32-8,46 (m, 6 H, a-NH-Lys™®, 4 x a-NH-Lys, a-NH-Phe, 2 x a-NH-Leu).

'H-NMR (400 MHz, 30% CFsCD,0D en tampé fosfat 20 mM pH = 6,5 H,0/D,0 (90:10)) 6 (ppm):
0,82-0,94 (m, 24 H, CHs-butanoil, 2 x §-CHs-Leu?, 2 x 6-CHs-Leu®, 2 x 6-CH3-Leu'?, 8-CHs-lle), 1,08-
1,31 (m, 3 H, y-CHs-lle), 1,33-1,85 (m, 24 H, B-CH,-butanoil, B-CH,-Lys®, B-CH,-Leu®, B-CH,-Leu"?, &-
CH,-Lys®, 8-CH,-Lys?, 8-CHy-Lys®, 8-CH,-Lys™®, y-CH,-Lys", y-CH,-Lys?, y-CH,-Lys®, y-CH,-lle), 1,95 (s,
7 H, B-CHy-Lys?, B-CH,-Lys™, CH5CO), 2,14 (t, J = 7,66 Hz, 2 H, a-CH,-butanoil), 2,90-2,99 (m, 7 H, &-
CH,-Lys', e-CH,-Lys?, €-CH,-Lys®, B-CH,-Phe), 3,15 (m, 3 H, €-CH,-Lys'®, B-CH,-Phe), 3,77 (b.a., 1 H,
a-CH-Ile), 3,85-4,19 (m, 8 H, a-CH-Lys", a-CH-Lys?, a-CH-Lys®, a-CH-Lys', a-CH-Leu?, a-CH-Leu?, a-
CH-Leu'!, a-CH-Phe), 6,94 (s, 1 H, CONH,), 7,08 (d, J = 6,36 Hz, 2 H, 2 x 0-CH-Phe,rom), 7,27-7,18
(m, 4 H, p-CH-Phe,rom, 2 X M-CH-Phe,rom, CONH,), 7,46-7,43 (m, 1 H, I-NH-Lys"), 7,64 (b.a., 1 H, a-
NH-Leu?®), 7,76 (b.a., 1 H, a-NH-Lys"), 7,81 (b.a., 1 H, a-NH-Lys®), 7,92 (b.a., 1 H, a-NH-Lys’), 8,03-
8,11 (m, 2 H, a-NH-Lys’, a-NH-Ile, a-NH-Leu'"), 8,15-8,19 (m, 2 H, a-NH-Phe, a-NH-Leu®), 8,22
(b.a., 1 H, a-NH-Lys"), 8,30 (b.a., 1 H, a-NH-Lys?).

8.2.41 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Lys(COC11H23)-NH>
(BP476)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Lys(COCy;H,3)-NH, (BP476) amb una puresa >99%. t; = 6,67 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1682,2
[M + Nal*, 1660,3 [M + H]*, 830,6 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgsH151N15014 [M + H]*
1660,1652, trobada 1660,1578; calculada per CgHi5;N15014 [M + 2H]*" 830,5862, trobada
830,5839.

8.2.42 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Lys(COCsH11)-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH>
(BP484)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacio del cru
eluint amb H,0/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Lys(COCsH;;)-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP484) amb una puresa >99%. t; = 6,45 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1542,0 [M +
H]*, 771,5 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per C,;H141N1gO14 [M + H]* 1542,0869, trobada
1542,0812; calculada per C;7H14,N15014 [M + 2H]*" 771,5471, trobada 771,5477.
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8.2.43 C3H7CO-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH; (BP485)

Aguest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH3CN (75:25) va proporcionar C3H,CO-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Leu-NH, (BP485) amb una puresa >99%. t; = 6,79 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1513,1 [M + Na]’,
1491,0 [M + H]', 746,4 [M + 2H]*"; HRMS (ESI) m/z: calculada per CyHi3,N17013 [M + H]
1491.0185, trobada 1491,0154; C;6H133N17,0:3 [M + 2H]2+ 746,0129, trobada 746,0097.

8.2.44 Ac-Lys-Lys(COC3H7)-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH: (BP486)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys(COC;H)-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP486) amb una puresa >99%. t; = 6,17 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1533,1 [M +
H]*, 767,1 [M + 2H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per CsHi33N1;01,Na [M + Na]® 1555,0110,
trobada 1555,0071; calculada per C;gH13aN17014 [M + H]* 1533,0291, trobada 1533,0266.

8.2.45 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Lys(COC11H23)-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH:
(BP488)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Lys(COCy;H,3)-Lys-Lys-lle-Leu-
Lys-Tyr-Leu-NH, (BP488) amb una puresa >99%. ti = 6,80 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1626,2 [M
+ H]*, 814,1 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgHis:N1s014Na [M + Na]® 1648,1628,
trobada 1648,1600; calculada per Cg3H153N13014 [M + H]* 1626,1808, trobada 1626,1787.

8.2.46 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-Lys(COC11Hz3)-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH:
(BP489)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0O/CH5;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-Lys(COCy;H,;)-Leu-
Lys-Tyr-Leu-NH, (BP489) amb una puresa >99%. ti = 6,76 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1660,2 [M
+ HJ", 831,1 [M + 2H]*, 554.4 [M + 3H]*"; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgH151N1g014 [M + H]"
1660,1652, trobada 1660,1598; calculada per CgHi5;N15014 [M + 2H]2+ 830,5862, trobada
830,5825.

8.2.47 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-Ile-Lys(COC11Hz23)-Lys-Tyr-Leu-NH:
(BP490)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacio del cru
eluint amb H,O/CH;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COCy1Hys3)-
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Lys-Tyr-Leu-NH, (BP490) amb una puresa >99%. tz = 7,12 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1660,2 [M
+H]", 831,1 [M + 2H]*, 554,4 [M + 3H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CggH15oN15014Na [M + Na]*
1682,1471, trobada 1682,1449; calculada per CggHisiN:1sO1s [M + H]® 1660,1652, trobada
1660,1635.

8.2.48 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-Lys(COCsH11)-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH:
(BP494)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,O/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-Lys(COCsH,)-Leu-
Lys-Tyr-Leu-NH, (BP494) amb una puresa >99%. ti = 5,42 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1576,1 [M
+ HJ", 788,6 [M + 2H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgoHi3sN1s014Na [M + Na]* 1598,0532,
trobada 1598,0490; calculada per CgoH13sN15014 [M + H]" 1576,0713, trobada 1576,0683.

8.2.49 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Lys(COCsH11)-NH2
(BP495)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid hexanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,O/CHsCN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Lys(COCsH;1)-NH, (BP495) amb una puresa >99%. t; = 5,44 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1576,1
[M + H], 789,1 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgoH13sN15s014Na [M + Na]* 1598,0532,
trobada 1598,0499; calculada per CgoH13sN13014 [M + H]* 1576,0713, trobada 1576,0683.

8.2.50 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lIle-Leu-Lys-Tyr-Lys(COC3H7)-NHz (BP496)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,O/CHsCN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Lys(COC;H;)-NH, (BP496) amb una puresa >99%. tz = 5,11 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1570,1
[M + Na]*, 1548,2 [M + H]", 775,1 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CsgH134N1301:Na [M +
Na]® 1570,0219, trobada 1570,0179; calculada per CgHi13sN15014 [M + H]" 1548,0400, trobada
1548,0367.

8.2.51 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys(COC11H23)-Tyr-Leu-NH:
(BP497)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,O/CHsCN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-
Lys(COCy1H,3)-Tyr-Leu-NH, (BP497) amb una puresa >99%. t; = 7,21 min (Metode B). MS (ESI) m/z:
1645,1 [M + H]", 823,1 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgH1soNi701sNa [M + Nal*
1667,1362, trobada 1667,1311; calculada per CggHisoN1;014 [M + H]® 1645,1543, trobada
1645,1516.
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8.2.52 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys(COC3sH7)-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NHz (BP498)

Aguest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys(COC;H5)-Lys-lle-Leu-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP498) amb una puresa >99%. tz = 6,12 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1533,1 [M +
H]*, 767,0 [M + 2H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per CsgHi33N;;01,Na [M + Na]® 1555,0110,
trobada 1555,0032; calculada per C;gH134N17014 [M + H]* 1533,0291, trobada 1533,0225; calculada
per CsgH13sN17014 [M + 2H]* 767,0182, trobada 767,0147.

8.2.53 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys(COC3H7)-Tyr-Leu-NH: (BP499)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys(COC;H5)-
Tyr-Leu-NH, (BP499) amb una puresa >99%. tz = 5,89 min (Méetode B). MS (ESI) m/z: 1555,1 [M +
Na]*, 1533,4 [M + H]*, 766,8 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per CssH133N;;014Na [M + Na]*
1555,0110, trobada 1555,0097; calculada per C;gH13aN1;0.4 [M + H]® 1533,0291, trobada
1533,0269.

8.2.54 Ac-Lys-Lys-Lys(COC11Hz23)-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH:
(BP500)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacio del cru
eluint amb H,0/CHs;CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Lys(COC;,H,3)-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-
Lys-Tyr-Leu-NH, (BP500) amb una puresa >99%. tz = 6,80 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 830,7 [M
+ 2H]*, 554,4 [M + 3H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgeH15o0N1501sNa [M + Na]* 1683,1503,
trobada 1683,1487; calculada per CggH15:N13014 [M + H]" 1661,1684, trobada 1661,1667.

8.2.55 Ac-Lys-Lys-Leu-His-Lys-Lys-Ile-Leu-Lys-Lys(COC3H7)-Leu-NH: (BP501)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,O/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-His-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-
Lys(COCsH;)-Leu-NH, (BP501) amb una puresa >99%. tz = 4,63 min (Métode B). MS (ESI) m/z:
1489,1 [M + H]', 744,6 [M + 2H]*, 496,7 [M + 3H]*"; HRMS (ESI) m/z: calculada per
C;,H13aN,003Na [M + Na]® 1510,0331, trobada 1510,0324; calculada per Cy,Hq3sN20015 [M + H]*
1488,0512, trobada 1488,0511.

8.2.56 Ac-Lys-Lys-Leu-His-Lys(COC3H7)-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NHz (BP502)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-His-Lys(COC;H;)-Lys-lle-Leu-Lys-
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Tyr-Leu-NH, (BP502) amb una puresa >99%. tz = 4,92 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1545,1 [M +
Nal’, 762,1 [M + 2H]*, 508,4 [M + 3H]*"; HRMS (ESI) m/z: calculada per CysHi31N1501;Na [M + Na]*
1545,0015, trobada 1544,9999; calculada per CssHi3oN1sO1a [M + H]® 1523,0196, trobada
1523,0191.

8.2.57 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-D-Lys(COC3H7)-Lys-Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH:
(BP503)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.2 utilitzant
acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié del cru
eluint amb H,0/CH;CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-D-Lys(COC;H;)-Lys-lle-Leu-
Lys-Tyr-Leu-NH, (BP503) amb una puresa >99%. tz = 5,87 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1555,1
[M + NaJ*, 767,1 [M + 2H]*", 511,8 [M + 3H]*"; HRMS (ESI) m/z: calculada per CsgH133N17,01:Na [M +
Na]® 1555,0110, trobada 1555,0151; calculada per C;gH13.N17014 [M + H]" 1533,0291, trobada
1533,0319.

8.3 Sintesi de lipopeptids conjugats derivats de BP100

Els lipopeptids conjugats derivats de BP100 es varen sintetitzar manualment mitjangant una
metodologia de sintesi en fase solida utilitzant una estratégia Fmoc/‘Bu. Com a suport solid es va
utilitzar la resina ChemMatrix aminometilada (0,69 mmol/g). Com a aminoacids es varen emprar
Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Asp(O‘Bu)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-
Lys(ivDde)-OH, Fmoc-D-Lys(ivDde)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-D-Phe-OH, Fmoc-Ser(‘Bu)-OH, Fmoc-
Thr(‘Bu)-OH, i Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH.

En primer lloc, a la resina ChemMatrix aminometilada se li va acoblar el linker corresponent. Pels
lipopéptids amb un grup amida a I’extrem C-terminal, es va incorporar el linker Fmoc-Rink-amida
(4 eq) amb DIC (4 eq) i Oxima (4 eq) en DMF, sota agitacié durant tota la nit. A continuacio, es va
rentar la resina amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min), i es va monitoritzar la reaccié mitjancant
el test de Kaiser." Pels lipopéptids conjugats amb un grup acid carboxilic a 'extrem C-terminal,
es va incorporar el linker PAC (4 eq) emprant el mateix procediment. Seguidament, la peptidil
resina es va tractar amb I'Fmoc-aminoacid de I'extrem C-teminal (5 eq) utilitzant DIC (5 eq), DMAP
(0,5 eq) i DIEA (1 eq) en DMF durant 2 h sota agitacié. Aquest tractament es va repetir una segona
vegada. L'eficiencia de la reaccié es va comprovar mitjancant el test Fmoc i, a continuacio, la
peptidil resina es va acetilar amb Ac,0/piridina/CH,Cl, (1,35:1,35:18, 2 x 30 min) i es va rentar
amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min).

L’elongacié del peptid es va realitzar mitjangant etapes seqliencials d’eliminacié del grup de Fmoc
i d’acoblament de I'aminoacid corresponent. El grup Fmoc es va eliminar per tractament amb
piperidina/DMF (3:7, 2 + 10 min). L’acoblament dels Fmoc-aminoacids (4 eq) es va dur a terme
amb DIC (4 eq) i Oxima (4 eq) en DMF a temperatura ambient sota agitacio durant 3 h. Després de
cada etapa d’acoblament i d’eliminacié del grup Fmoc es va rentar la resina amb DMF (6 x 1 min) i
CH,Cl, (3 x 1 min). La complecié de I'acoblament es va monitoritzar mitjangant el test de Kaiser.'*
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A partir del sise aminoacid, es va canviar la DMF per NMP. Un cop finalitzada I'’elongacié del
péptid, la peptidil resina resultant es va tractar amb piperidina/NMP (3:7, 2 + 10 min), es va rentar
amb NMP (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min).

Seguidament, la resina es va acetilar amb Ac,0/piridina/CH,Cl, (1:1:1, 2 x 30 min), es va rentar
amb NMP (6 x 1 min) i CH,Cl, (6 x 1 min) i la complecid de la reaccié es va comprovar mitjancant
el test de Kaiser.™ A continuacid, la peptidil resina resultant es va tractar amb NH,NH,-H,0/NMP
(2:98, 10 x 20 min) sota agitacid i es va rentar amb NMP (2 x 1 min), CH,Cl, (2 x 1 min), MeOH (2 x
1 min) i NMP (2 x 1 min). L’acilacié de la resina resultant es va dur a terme per tractament amb
I’acid gras corresponent (3 eq), DIC (3 eq) i Oxima (3 eq) en NMP a temperatura ambient sota
agitacié durant tota la nit. Passat aquest temps, la resina es va rentar amb NMP (6 x 1 min) i
CH,Cl, (6 x 1 min), es va comprovar la complecié de la reaccié mitjancant el test de Kaiser'®”® i es

va assecar la resina al buit.

Finalment, la peptidil resina resultant es va tractar amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5) durant 2 h.
Seguidament, es va evaporar el TFA i es varen realitzar extraccions amb dietil eter. El cru es va
purificar mitjancant cromatografia en fase reversa i el lipopéeptid conjugat es va analitzar per HPLC
i es va caracteritzar per espectrometria de masses.

8.3.1 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COC3H,)-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-
lle-Leu-Lys-Lys-Leu-NH, (BP387-BP16)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.3 utilitzant el
linker Fmoc-Rink-amida i acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant
i la purificacié del cru eluint amb H,0/CH;CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-
Ile-Lys(COC;3H;)-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-Leu-NH, (BP387-BP16) amb
una puresa >99%. ty = 7,93 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1458,5 [M + 2H]*, 973,0 [M + 3H]*,
730,0 [M + 4H]*, 584,2 [M + 5H]’"; HRMS (ESI) m/z: calculada per CissHy61N3sOzs [M + 2H]*
1458,5108, trobada 1458,5071; calculada per Cis7H6:N35055 [M + 3H]*" 972,6763, trobada
972,6735.

8.3.2 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-
Lys(COC3H;)-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP16-BP387)

Aguest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.3 utilitzant el
linker Fmoc-Rink-amida i acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant
i la purificacié del cru eluint amb H,0/CH;CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-
lle-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COC;H;)-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP16-BP387) amb
una puresa >99%. tz = 7,98 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1458,0 [M + 2H]*, 973,3 [M + 3H]*,
730,1 [M + 4H]*, 584,2 [M + 5H]’*; HRMS (ESI) m/z: calculada per CisHy61N3sO5s [M + 2H]*
1458,5108, trobada 1458,5081; calculada per Cis7H6:N350,5 [M + 3H]3+ 972,6763, trobada
972,6753.
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8.3.3 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COC3H;)-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-
lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP387-BP100)

Aguest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.3 utilitzant el
linker Fmoc-Rink-amida i acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant
i la purificacié del cru eluint amb H,0/CH;CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-
lle-Lys(COC3H;)-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP387-BP100) amb
una puresa del 96%. tg = 7,97 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1476,0 [M + 2H]**; HRMS (ESI) m/z:
calculada per CisoHy60N34026 [M + 2H]** 1475,9950, trobada 1475,9920; calculada per
CisoH26:N34056 [M + 3H]** 984,3324, trobada 984,3291.

8.3.4 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-
Lys(COC3H;)-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP100-BP387)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.3 utilitzant el
linker Fmoc-Rink-amida i acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant
i la purificacié del cru eluint amb H,0/CH3CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-
Ile-Leu-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COC;H;)-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP100-BP387) amb
una puresa >99%. tz = 7,98 min (Métode A). MS (ESI) m/z: 1488,0 [M + H + Na]*"; HRMS (ESI) m/z:
calculada per CisoHy60N34026 [M + 2H]*" 1475,9950, trobada 1475,9915; calculada per
Cis0H26:N340,6 [M + 3H]** 984,3324, trobada 984,3313.

8.3.5 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COCsH;)-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-
Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP474-BP143)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.3 utilitzant el
linker Fmoc-Rink-amida i acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant
i la purificacié del cru eluint amb H,O/CH3;CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-
Lys-lle-Lys(COC;3H;)-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP474-BP143)
amb una puresa >99%. t; = 7,94 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1477,0 [M + 2H]*, 984,7 [M +
3H]*, 738,9 [M + 4H]*, 591,3 [M + 5H]>*; HRMS (ESI) m/z: calculada per CisoH260N34026 [M + 2H]*
1475,9950, trobada 1475,9910; calculada per CisoH61N34056 [M + 3H]*" 984,3324, trobada
984,3295.

8.3.6 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-
Lys(COC;3H;)-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP143-BP474)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.3 utilitzant el
linker Fmoc-Rink-amida i acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant
i la purificacié del cru eluint amb H,0O/CH3CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-
Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COC;H;)-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP143-BP474)
amb una puresa >99%. t = 8,00 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 2952,1 [M + H]*, 1476,6 [M + 2H]*;
HRMS (ESI) m/z: calculada per Ci5oH260N34046 [M + 2H]** 1475,9950, trobada 1475,9951; calculada
per Cis0H261N3406 [M + 3H]** 984,3324, trobada 984,3340.
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8.3.7 Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COC3H;)-Lys-Tyr-Leu-Arg-lle-Asn-Ser-Ala-Lys-
Asp-Asp-Ala-Ala-Gly-Leu-GIn-lle-Ala-OH (BP387-flg15)

Aguest lipopeéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.3 utilitzant el
linker PAC i acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la
purificacié del cru eluint amb H,0/CH;CN (70:30) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-
Lys(COC3H7)-Lys-Tyr-Leu-Arg-lle-Asn-Ser-Ala-Lys-Asp-Asp-Ala-Ala-Gly-Leu-GIn-lle-Ala-OH (BP387-
flg15) amb una puresa del 96%. tz = 5,84 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1537,5 [M + 2H]*", 1025,3
[M + 3H]*, 769,5 [M + 4H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per Cis,H»44N35057 [M + 2H]** 1536,9184,
trobada 1536,9152; calculada per Cy4,H545N35037 [M + 3H]*" 1024,9480, trobada 1024,9477.

8.3.8 Ac-Arg-lle-Asn-Ser-Ala-Lys-Asp-Asp-Ala-Ala-Gly-Leu-Gin-lle-Ala-Lys-Lys-Leu-Phe-
Lys-Lys-lle-Lys(COC3H;)-Lys-Tyr-Leu-NH, (flg15-BP387)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I’apartat 8.3 utilitzant el
linker Fmoc-Rink-amida i acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant
i la purificacio eluint amb H,0/CH;CN (70:30) va proporcionar Ac-Arg-lle-Asn-Ser-Ala-Lys-Asp-Asp-
Ala-Ala-Gly-Leu-GlIn-lle-Ala-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COC;H;)-Lys-Tyr-Leu-NH, (flg15-BP387)
amb una puresa del 96%. tz = 6,35 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1536,9 [M + 2H]**, 1525,0 [M +
3H]*, 769,2 [M + 4H]*, 615,5 [M + 5H]*"; HRMS (ESI) m/z: calculada per Ci4oH245N35036 [M + 2H]*
1536,4264, trobada 1536,4212; calculada per CisHu6N30036 [M + 3H]*" 1024,6200, trobada
1024,6166.

8.3.9 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COCsH;)-Leu-Arg-lle-Asn-Ser-Ala-
Lys-Asp-Asp-Ala-Ala-Gly-Leu-GlIn-lle-Ala-OH (BP475-flg15)

Aquest lipopéptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.3 utilitzant el
linker PAC i acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la
purificacié del cru eluint amb H,0/CHs;CN (60:40) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-
Ile-Leu-Lys-Lys(COC;H;)-Leu-Arg-lle-Asn-Ser-Ala-Lys-Asp-Asp-Ala-Ala-Gly-Leu-GlIn-lle-Ala-OH
(BP475-flg15) amb una puresa >99%. tz = 6,03 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1512,4 [M + 2H]™,
1008,7 [M + 3H]**, 756,8 [M + 4H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per CizgH14N35036 [M + 2H]**
1511,9288, trobada 1511,9271; calculada per CizoH47N33036 [M + 3H]*" 1008,2883, trobada
1008,2867.

8.3.10 Ac-Arg-lle-Asn-Ser-Ala-Lys-Asp-Asp-Ala-Ala-Gly-Leu-Gin-lle-Ala-Lys-Lys-Leu-D-
Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COCzH;)-Leu-NH, (flg15-BP475)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.3 utilitzant el
linker Fmoc-Rink-amida i acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant
i la purificacié del cru eluint amb H,0/CH5;CN (60:40) va proporcionar Ac-Arg-lle-Asn-Ser-Ala-Lys-
Asp-Asp-Ala-Ala-Gly-Leu-GIn-lle-Ala-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COC;H;)-Leu-NH,

(flg15-BP475) amb una puresa del 97%. tz = 6,79 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1511,9 [M + 2H]*,
1008,4 [M + 3H]*, 756,5 [M + 4H]*, 605,5 [M + 5H]*; HRMS (ESI) m/z: calculada per
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C139H247N39035 [M + 2H]2+ 1511,4368, trobada 1511,4329, calculada per C139H243N39035 [M + 3H]3+
1007,9603, trobada 1007,9556.

8.3.11 Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COC3H;)-Leu-Tyr-Gly-lle-His-Thr-His-
NH, (BP475-Pip1)

Aquest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.3 utilitzant el
linker Fmoc-Rink-amida i acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant
i la purificacié del cru eluint amb H,0/CH;CN (75:25) va proporcionar Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-
Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COC;3H;)-Leu-Tyr-Gly-lle-His-Thr-His-NH, (BP475-Pip1) amb una puresa >99%. t;
= 6,28 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 2229,5 [M + NaJ*, 1104,3 [M + 2H]*, 736,5 [M + 3H]*"; HRMS
(ESI) m/z: calculada per CiogH151N25021 [M + H]" 2206,3951, trobada 2206,3981; calculada per
Ci0sH182N22051 [M + 2H]* 1103,7012, trobada 1103,7012.

8.3.12 Ac-Tyr-Gly-lle-His-Thr-His-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COCsH,)-Leu-
NH, (Pip1-BP475)

Aguest lipopeptid es va preparar seguint el procediment general descrit a I'apartat 8.3 utilitzant el
linker Fmoc-Rink-amida i acid butiric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant
i la purificacié del cru eluint amb H,0/CH;CN (80:20) va proporcionar Ac-Tyr-Gly-lle-His-Thr-His-
Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COC;H;)-Leu-NH, (Pip1-BP475) amb una puresa >99%. t;
= 5,55 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 2245,4 [M +K]*, 1104,3 [M + 2H]*, 736,5 [M + 3H]**; HRMS
(ESI) m/z: calculada per CiogH151N25051 [M + H]" 2206,3951, trobada 2206,3902; calculada per
Ci0sH152N25051 [M + 2H]** 1103,7012, trobada 1103,6984.

8.4 Sintesi de peptids conjugats de BP100 amb pesticides convencionals

8.4.1 Sintesi de les peptidil resines H-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-lle-Leu-Lys(Boc)-Tyr(!Bu)-Leu-NH-Rink-MBHA (6a) i H-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Ile-Leu-Lys(Boc)-
Tyr(:Bu)-Leu-NH-Rink-ChemMatrix (6b)

Les peptidil resines 6 es varen sintetitzar manualment mitjancant una metodologia de sintesi en
fase solida utilitzant una estratégia Fmoc/'Bu. Com a suport solid es va utilitzar la resina Fmoc-
Rink-MBHA (0,56 mmol/g) o la resina ChemMatrix aminometilada (0,69 mmol/g). Com a
aminoacids es varen emprar Fmoc-lle-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH i
Fmoc-Tyr('Bu)-OH.

A la resina ChemMatrix aminometilada se li va acoblar el linker Fmoc-Rink-amida (4 eq) amb DIC
(4 eq) i Oxima (4 eq) en DMF sota agitacié durant tota la nit. A continuacid, es va rentar la resina
amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min), i es va monitoritzar la reaccid mitjangant el test de
Kaiser'®.
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L'elongacié del peptid es va realitzar a través d’etapes seqliencials d’eliminacid del grup de Fmoc i
d’acoblament de I'aminoacid corresponent. El grup Fmoc es va eliminar per tractament amb
piperidina/DMF (3:7, 2 + 10 min). L’acoblament dels Fmoc-aminoacids (4 eq) es va realitzar amb
Oxima (4 eq) i DIC (4 eq) en DMF a temperatura ambient durant 3 h sota agitacid. Després de cada
etapa d’acoblament i d’eliminacié del grup Fmoc es va rentar la resina amb DMF (6 x 1 min) i
CH,Cl, (3 x 1 min). La complecié de I'acoblament es va monitoritzar mitjancant el test de Kaiser'®.
A partir del sise aminoacid, es va canviar la DMF per NMP. Un cop finalitzada I'elongacié del
peéptid, la peptidil resina es va tractar amb piperidina/NMP (3:7, 2 + 10 min) i es va rentar amb
NMP (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min). Una aliquota d’aquesta peptidil resina es va tractar amb
TFA/H,0/TIS (95:2,5:2,5) durant 2 h. Seguidament, es va evaporar el TFA, es varen realitzar

extraccions amb dietil éteri el cru es va analitzar per HPLC.

8.4.1.1 H-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Ile-Leu-Lys(Boc)-Tyr(‘Bu)-
Leu-NH-Rink-MBHA (6a)

Aquesta peptidil resina es va preparar seguint el procediment general descrit anteriorment
utilitzant Fmoc-Rink-MBHA com a suport solid. El tractament acidolitic de la resina resultant va
proporcionar Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP100) amb una puresa >99%. t =
5,02 min (Metode B).

8.4.1.2 H-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Ile-Leu-Lys(Boc)-Tyr(‘Bu)-
Leu-NH-Rink-ChemMatrix (6b)

Aquesta peptidil resina es va preparar seguint el procediment general descrit anteriorment
utilitzant la resina ChemMatrix aminometilada com a suport solid. El tractament acidolitic de la
resina resultant va proporcionar Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP100) amb
una puresa del 93%. t; = 5,08 min (Métode B).

8.4.2 Sintesi del peptid conjugat BP524a/b

8.4.2.1 4-Hidrazino-benzoat-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Ile-Leu-
Lys(Boc)-Tyr(‘Bu)-Leu-Rink-ChemMatrix (10)

La peptidil resina H-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-lle-Leu-Lys(Boc)-Tyr(‘Bu)-Leu-NH-
Rink-ChemMatrix (6b) es va tractar amb acid 4-[2-(9-fluorenilmetoxicarbonil)hidrazino]benzoic (3
eq), DIC (3 eq) i Oxima (3 eq) en NMP durant 12 h sota agitacié. Aquest tractament es va repetir
durant 24 h addicionals. Després, la resina es va rentar amb NMP (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min) i,
a continuacio, el grup Fmoc es va eliminar per tractament amb piperidina/NMP (3:7) (2 + 2 min).
Després dels rentats amb NMP (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min), una aliquota de la peptidil resina 4-
Hidrazino-benzoat-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-lle-Leu-Lys(Boc)-Tyr(‘Bu)-Leu-

Rink-ChemMatrix (10) resultant es va tractar amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5). Seguidament, es va
evaporar el TFA, es varen realitzar extraccions amb dietil éter i el cru obtingut es va analitzar
mitjangant HPLC. Es va obtenir 4-Hidrazino-benzoat-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-
NH, amb una puresa del 74%. t; = 5,75 min (Méetode B). A més, es va observar la preséncia de Bz-
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Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP103) amb una puresa del 14%. t; = 6,86 min
(Metode B).

8.4.2.2 Peéptid conjugat BP524a/b

La peptidil resina  4-hidrazino-benzoat-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-lle-Leu-
Lys(Boc)-Tyr(‘Bu)-Leu-Rink-ChemMatrix (10) es va tractar amb una solucié aquosa
d’estreptomicina (5 eq) durant 72 h a temperatura ambient sota agitacid. A continuacid, la resina
es va rentar amb H,0 (3 x 1 min), MeOH (3 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min) i es va addicionar NaBH,
en excés en CH,Cl,/MeOH (75:25) durant 30 min a temperatura ambient. Finalment, la peptidil
resina es va tractar amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5) durant 2 h, es va evaporar el TFA i es varen
realitzar extraccions amb dietil éter. El cru resultant va contenir BP524a/b i BP103 amb una
puresa del 41 i del 27%, respectivament. Per ultim, es va purificar per cromatografia flash en fase
reversa i I’elucié amb H,0/CH;CN (80:20) va proporcionar BP524a/b amb una puresa del 94%. t =
5,50 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 2120,3 [M + H]*, 1060,7 [M + 2H]*, 707,4 [M + 3H]**; HRMS
(ESI) m/z: calculada per CigoH16sN26024 [M + H]" 2118,2798, trobada 2118,2721; calculada per
C100H170N26054 [M + 2H]** 159,6435, trobada 1059,6449.

A més, es va obtenir Bz-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP103) amb una puresa
>99%. tz = 6,80 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1547,0 [M + NaJ*, 1526,0 [M + H]*, 763,0 [M +
2H]**, 509,0 [M + 3H]*".

8.4.3 Sintesi del peptid conjugat BP523 contenint BP100 i un derivat de
valifenalat

La peptidil resina H-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-lle-Leu-Lys(Boc)-Tyr(‘Bu)-Leu-NH-
Rink-MBHA (6a) es va tractar amb Fmoc-Phe(4-1)-OH (1,5 eq), DIC (1,5 eq) i Oxima (1,5 eq) en
NMP sota agitacié a temperatura ambient durant tota la nit. Després dels rentats corresponents
amb NMP (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min), es va comprovar la complecié de I'acoblament amb el
test de Kaiser'®. Seguidament, el grup Fmoc es va eliminar amb piperidina/NMP (3:7, 2 + 2 x 10
min) i es va rentar la resina amb NMP (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min). A continuacié, es va acoblar
Fmoc-Val-OH (4 eq) i es va eliminar el grup Fmoc utilitzant els mateixos procediments anteriors.
La peptidil resina resultant es va tractar amb cloroformat d’isopropil (5 eq) i DIEA (10 eq) en NMP
durant tota la nit i, passat aquest temps, es va rentar amb NMP (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min). La
complecié de la reaccié es va monitoritzar amb el test de Kaiser’®. Finalment, la peptidil resina es
va tractar amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5) durant 2 h, es va evaporar el TFA i es varen realitzar
extraccions amb dietil eter. El cru es va purificar per cromatografia flash en fase reversa i I'elucié
amb H,0/CH;CN (80:20) va proporcionar BP523 amb una puresa >99%. tz = 7,84 min (Métode B).
MS (ESI) m/z: 1901,0 [M + Nal*, 940,2 [M + 2H]*, 627,4 [M + 3H]**; HRMS (ESI) m/z: calculada per
CooH149IN15016 [M + H]" 1879,0469, trobada 1879,0401; calculada per CooHis0lN1sO16 [M + 2H]*
940,0271, trobada 940,0238.
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8.4.4 Sintesi del peéptid conjugat BP493 contenint BP100 i un derivat de
quinoxifen

8.4.4.1 Sintesi de 2-(3,5-dicloroanilinometilen)malonat de dietil (14)

cl En un matras de fons rodé de 10 mL s’hi va addicionar 3,5-

i@: o dicloroanilina (3,5 g, 21,6 mmol) i etoximetilenmalonat de dietil (4,7

CI’s 6N%o/z\l mL, 21,6 mmol) i la mescla es va escalfar a 120-130 °C sota agitacié

7 H o 30 durant 4 h. La reaccid es va monitoritzar mitjancant TLC. Passat aquest

, K temps, es va addicionar hexa (250 mL) i es va filtrar el solid en calent.

14 1 Les aiglies mares es van deixar refredar formant-se un solid que es va

filtrar al buit. Aquest solid beix es va caracteritzar com 2-(3,5-dicloroanilinometilen)malonat de
dietil (14) (6,27 g, 87% de rendiment).

TLC: Rf = 0,64, MeOH/CH,Cl, (1:99). FT-IR (neat) v (cm™): 1693, 1642, 1587, 1243, 1094, 796. ESI-
MS m/z: 354,0, 356,0 [M + Na]*; 332,0, 334,0 [M + H]*; 286,0, 288,0 [M — C,HsO + H]*. *H-RMN
(400 MHz, CDCl5) & (ppm): 1,32 (t, J = 7,2 Hz, 3 H, 1-CH3), 1,35 (t, J = 7,2 Hz, 3 H, 1-CH5), 4,25 (q, J =
7,2 Hz, 2 H, 2-CH,), 4,28 (q,J = 7,2 Hz, 2 H, 2-CH,), 6,99 (d, J = 1,6 Hz, 2 H, 7-CH), 7,08-7,09 (m, 1 H,
9-CH), 8,35 (d, J = 13,2 Hz, 1 H, 5-CH), 10,96 (d, J = 13,2 Hz, 1 H, NH). *C-RMN (100 MHz, CDCl;) 6
(ppm): 14,31 (1-CH,), 14,48 (1-CH), 60,83 (2-CH,), 95,95 (4-C), 115,56 (7-CH), 124,54 (9-CH),
136,37 (8-C), 141,30 (6-C), 150,61 (5-CH), 165,32 (3-C), 168,77 (3-C).

8.4.4.2 Sintesi de 5,7-dicloro-4-oxo-quinolina-3-carboxilat d’etil (15)

co o En un matras de fons rodé de 10 mL s’hi va addicionar 2-(3,5-
o/\ " dicloroanilinometilen)malonat de dietil (14) (3,87 g, 11,6 mmol) i difenil
cr s ”1 2 eter (4,5 mL). La mescla es va escalfar a 250 °C durant 2 h sota agitacio.
15 La reaccid es va monitoritzar mitjangant TLC. Passat aquest temps, la

suspensié marré resultant es va filtrar i el solid es va rentar amb hexa,
proporcionant 5,7-dicloro-4-oxo-quinolina-3-carboxilat d’etil (15) com un solid beix (2,88 g, 88%
de rendiment).

TLC: Rf = 0, MeOH/CH,Cl, (1:99). FT-IR (neat) v (cm™): 3078 (b.a.), 1697, 1584, 1176, 796. ESI-MS
m/z: 286,0, 288,0 [M + H]"; 257,9, 259,9 [M — C,Hs + H]*. *H-RMN (400 MHz, CF5CO,D) & (ppm):
1,36 (t, J = 7,2 Hz, 3 H, 11-CH3), 4,51 (q, J = 7,2 Hz, 2 H, 11-CH,), 7,77 (s, 1 H, 6-CH), 7,88 (s, 1 H, 8-
CH), 9,12 (s, 1 H, 2-CH). *C-RMN (100 MHz, CF;CO,D) & (ppm): 14,54 (11-CHs), 67,53 (10-CH,),
107,90 (3-C), 118,90 (4b-C), 120,92 (8-CH), 135,92 (6-CH), 138,81 (5-C), 144,14 (8b-C), 147,13 (7-
C), 148,58 (2-CH), 170,31(9-C), 177,45 (4-C).

8.4.4.3 Sintesi de 5,7-dicloro-4-(4-fluorofenoxi)quinolina-3-carboxilat d’etil (17)

En un matras de fons rodé de 50 mL es va resuspendre 5,7-dicloro-4-
oxo-quinolina-3-carboxilat d’etil (15) (1,1 g, 4,3 mmol) en difenil eter (4,5
mL) i la mescla es va escalfar a 140 °C. Seguidament, es va addicionar
gota a gota POCI; (0,8 mL, 12,8 mmol) i la mescla es va mantenir a 140 °C
sota agitacid durant 1 h. A continuacio, es va afegir gel a la solucié marré
resultant, es va neutralitzar amb NaHCOs i es va addicionar H,0 (50 mL).

La fase aquosa es va extreure amb CH,Cl, (3 x 50 mL), les fases
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organiques reunides es varen assecar amb MgSO, anhidre, es va filtrar el solid i es va eliminar el
dissolvent a pressié reduida en un rotavapor. El cru grogds resultant, corresponent a 4,5,7-
dicloroquinolina-3-carboxilat d’etil (16) es va utilitzar directament en la seglient etapa.

En un matras de fons rodd de 50 mL s’hi varen afegir, seqiiencialment, el cru grogds anterior, xile
(7 mL), 4-fluorofenol (0,55g, 4,9 mmol) i DMAP (64 mg, 0,5 mmol). La mescla es va escalfar a 140
°C sota agitacié durant 16 h. Passat aquest temps, el cru es va neutralitzar amb NaHCO3;, es va
addicionar H,0 (400 mL) i la fase aquosa es va extreure amb CH,Cl, (4 x 300 mL). Les fases
organiques reunides es varen assecar amb MgSO, anhidre, es va filtrar el solid i es va eliminar el
dissolvent a pressié reduida en un rotavapor, obtenint-se un oli grogds. Aquest cru es va purificar
per cromatografia en columna sobre gel de silice. Eluint amb una barreja hexa/CH,Cl, (4:6) es va
obtenir 5,7-dicloro-4-(4-fluorofenoxi)quinolina-3-carboxilat d’etil (17) com un solid blanc (0,89 g,
67% de rendiment).

TLC: Rf = 0,54, MeOH/CH,Cl, (1:99). FT-IR (neat) v (cm™): 1730, 1498, 1188, 836. ESI-MS m/z:
380,1, 382,1 [M + H]*. *H-RMN (400 MHz, CDCl5) & (ppm): 1,13 (t, J = 7,2 Hz, 3 H, 11-CHs), 4,16 (q, J
= 7,2 Hz, 2 H, 10-CH,), 6,70-6,73 (m, 2 H, 13/14-CH), 6,96-7,00 (m, 2 H, 13/14-CH), 7,62 (d, J = 2
Hz, 1 H, 6-CH), 8,10 (d, J = 2 Hz, 1 H, 8-CH), 9,23 (s, 1 H, 2-CH). *C-RMN (100 MHz, CDCl;) & (ppm):
13,99 (11-CHs), 62,08 (10-CH,), 116,26 (13/14-CH), 116,49 (13/14-CH), 116,53 (13/14-CH), 116,62
(13/14-CH), 118,30 (3-C), 120,03 (4b-C), 128,51 (8-CH), 130,98 (5-C), 131,38 (6-CH), 137,38 (7-C),
153,21 (8b-C), 153,82 (2-CH), 154,60 (12-C), 158,86 (4-C), 159,52 (15-C), 163,86 (9-C).

8.4.4.4 Sintesi d’acid 5,7-dicloro-4-oxoquinolina-3-carboxilic (18)

o o o En un matras de fons rodd de 100 mL es va pesar 5,7-dicloro-4-oxo-
] P on quinolina-3-carboxilat d’etil (15) (2,41 g, 8,4 mmol) i s’hi va adicionar una
@ | s solucié aquosa de LiOH 1,7 M (14,8 mL, 17,3 mmol) i THF/MeOH (1:1, 14,8
s 8b”1 mL). La suspensié blanca resultant es va agitar a reflux durant 4 h. A
18 continuacid, el cru es va neutralitzar amb HCI 1 M, obtenint-se un precipitat

blanc que es va filtrar al buit i es va assecar en un dessecador amb P,0s. Es va obtenir 5,7-dicloro-

4-oxoquinolina-3-carboxilic (18) com un solid blanc (1,87 g, 86% de rendiment).

FT-IR (neat) v (cm™): 3279 (b.a.), 1439, 1385, 1255, 976. ESI-MS m/z: 279,9, 281,9 [M + Nal’;
257,9, 259,9 [M + H]*. *H-RMN (400 MHz, CFsCO,D) & (ppm): 7,98 (d, J = 1,6 Hz, 1 H, 6-CH), 8,07
(d, J = 1,6 Hz, 1 H, 8-CH), 9,37 (s, 1 H, 2-CH). *C-RMN (100 MHz, CF5CO,D) & (ppm): 114,38 (3-C),
120,71 (8-CH), 122,48 (4b-C), 136,59 (6-CH), 137,70 (5-C), 143,50 (7-C), 146,53 (8b-C), 151,15 (2-
CH), 168,28 (9-C), 177,23 (4-C).

8.4.4.5 Sintesi del péptid conjugat BP493 contenint BP100 i un derivat de quinoxifén

La peptidil resina H-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-lle-Leu-Lys(Boc)-Tyr(‘Bu)-Leu-NH-
Rink-MBHA (6a) es va tractar amb acid 5,7-dicloro-4-oxoquinolina-3-carboxilic (18) (2 eq), DIC (2
eq) i Oxima (2 eq) en NMP a temperatura ambient sota agitacié durant tota la nit. Passat aquest
temps, es va rentar la resina amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min) i es va comprovar la
complecié de la reaccié mitjancant el test de Kaiser.'”® La resina resultant es va tractar amb
TFA/H,0/TIS (95:2,5:2,5) durant 2 h, es va evaporar el TFA i es varen realitzar extraccions amb
dietil eter. La purificacié del cru eluint amb H,0/CH;CN (85:15) va proporcionar BP493 amb una
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puresa >99%. ty = 6,46 min (Métode B). MS (ESI) m/z: 1681,9 [M + Na]*, 1659,9 [M + H]", 830,5 [M
+ 2H]*"; HRMS (ESI) m/z: calculada per CgyH150Cl,N15014 [M + H]" 1659,9307, trobada 1659,9297;
calculada per CgHi59ClI;N1g0O4Na [M + H + Na]** 841,4600, trobada 841,4588; calculada per
CsoH130C1,N15014 [M + 2H]** 830,4690, trobada 830,4681.

8.5 Sintesi de dehidroxiderivats de fengicines

Els ciclolipodepsipéptids derivats de fengicines es varen sintetitzar manualment mitjangant una

metodologia de sintesi en fase solida utilitzant una estratégia Fmoc/'Bu/al-lil.**

Com a suport
solid es va utilitzar la resina Wang (1,1 mmol/g) que es va inflar amb THF anhidre durant 30 min
en un vial de reaccié de 15 ml. Seguidament, la resina es va tractar amb una solucié de Fmoc-D-
Tyr-OAll (4 eq) i PPh; (4 eq) en THF anhidre (0,25 mL/100 mg de resina) i la mescla es va refredar a
0 °C. A continuacid, es va afegir gota a gota una solucid d’azodicarboxilat de diisopropil (DIAD) (4
eq) en THF anhidre (0,25 mL/100 mg de resina) i la mescla es va agitar 1 ha 0 °C i 30 min a 60 °C
sota irradiacid microones. El cru de reaccid es va transferir a una xeringa de polipropilé i la resina
es va rentar amb THF (3 x 2 min), CH,Cl, (3 x 2 min), DMF (3 x 2 min), DMF/H,0 (1:1, 3 x 2 min),
DMF (3 x 2 min), CH30H (3 x 2 min) i CH,Cl, (3 x 2 min). La funcionalitzacié de la resina Fmoc-D-
Tyr(Wang)-OAll resultant es va determinar mitjancant el test Fmoc, obtenint-se una
funcionalitzacié de 0,22 mmol/g. Aquesta resina es va acetilar amb Ac,0/piridina/CH,Cl, (7:7:86, 2
x 30 min) i, seguidament, es va rentar amb CH,Cl, (3 x 2 min), DMF (3 x 2 min), CH;0H (3 x 1 min) i
CH,Cl, (3 x 2 min).

L'elongacié del péptid es va realitzar a través d’etapes seqliencials d’eliminacid del grup de Fmoc i
d’acoblament de I'aminoacid corresponent. Com a aminoacids es varen utilitzar Fmoc-GIn(Trt)-
OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-D-Val-OH, Fmoc-D-Ala-OH, Fmoc-Glu(O'Bu)-OH, Fmoc-D-Thr(‘Bu)-OH,
Fmoc-D-Ser(‘Bu)-OH, Fmoc-Tyr-OH, Fmoc-D-Tyr-OH i Fmoc-D-Orn(Boc)-OH. L’eliminacié del grup
Fmoc es va realitzar amb piperidina/DMF (3:7, 2 + 10 min). L’acoblament dels Fmoc-aminoacids (4
eq) es va dur a terme amb Oxima (4 eq) i DIC (4 eq) en DMF a temperatura ambient durant 1 h
sota agitacié. Després de cada etapa d’acoblament i d’eliminacié del grup Fmoc es va rentar la
resina amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min). La complecié dels acoblaments es va monitoritzar
mitjancant el test de Kaiser o el test de cloranil.****%

Un cop finalitzada I'elongacid del peptid, es va eliminar el grup Fmoc de I'extrem N-terminal,
utilitzant les condicions descrites anteriorment, i es va acoblar I’acid gras corresponent (3 eq) en
preséncia de DIC (3 eq) i Oxima (3 eq) en DMF durant tota la nit a temperatura ambient sota
agitacio. La peptidil resina resultant es va rentar amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min) i la
complecid de la reaccié es va monitoritzar mitjancant el test de Kaiser."

A continuacid, la lipopeptidil resina obtinguda es va tractar amb Alloc-lle-OH (7 eq), DIEA (1,4 eq),
DIC (7 eq) i DMAP (0,7 eq) en DMF durant 24 h sota agitacid a temperatura ambient. Aquest
tractament es va repetir dues vegades. Després de cada tractament la resina es va rentar amb
DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min). Seguidament, es va eliminar el grup Alloc amb Pd(PPh;); (0.1
equiv) i PhSiH; (10 equiv) en CH,Cl, sota atmosfera de nitrogen durant 4 h. Passat aquest temps, la
resina resultant es va rentar amb THF (3 x 15 s), CH,Cl, (3 x 2 min), DMF (10 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 2
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min). Després de I'eliminacié del grup Fmoc i dels rentants corresponents, la resina es va tractar
amb Oxima (5 eq), dO-[(1-ciano-2-etoxi-2-oxoetiliden)amino]-oxitris(pirrolidin-1-il)fosfoni
(PyOxima) (5 eq) i DIEA (10 eq) en DMF durant 24 h sota agitacié a temperatura ambient. La
peptidil resina resultant es va rentar amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min). La complecié de la
reaccié es va monitoritzar mitjancant el test de Kaiser.'®® Seguidament, la resina resultant es va
tractar amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5) durant 2 h, es va evaporar el TFA i es varen realitzar
extraccions amb dietil eter. El ciclolipodepsipéptid resultant es va purificar mitjancant
cromatografia en fase reversa, es va analitzar per HPLC i es va caracteritzar per espectrometria de
masses i RMN.

A partir d’ara 'enllag ester entre el grup fenol de la Tyr i el grup a-carboxilic de la lle s’indica com
a&.

8.5.1 C7H15C0O-Glu-p-Orn-Tyr(&)-D-Thr-Glu-p-Val-Pro-Gln-p-Tyr-lle-&
(BPC838)

Aquest ciclolipodepsipéeptid es va preparar seguint el procediment general descrit anteriorment
utilitzant acid octanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la
purificacié eluint amb H,0/CH;CN (60:40) va proporcionar C;H;5CO-Glu-pD-Orn-Tyr(&)-D-Thr-Glu-D-
Val-Pro-GIn-D-Tyr-lle-& (BPC838) amb una puresa >99%. tz = 7,45 min (Métode A); *H-NMR (400
MHz, DMSO-dg + D,0) & (ppm): 0,72-0,87 (m, 18 H, 8-CHs-lle, y-CHs-lle, y-CHs-Thr, 2 x y-CHs-Val,
CH;-octanoil), 1,15-1,20 (m, 14 H, 4 x CH,-octanoil, y-CH,-lle), 1,41-1,45 (m, 4 H, B-CH,-octanail, B-
CH,-Glu/GlIn), 1,55-1,60 (m, 3 H, y-CH,-Orn), 1,69-1,80 (m, 4 H, B-CH-lle, B-CH,-Orn), 1,82-1,98 (m,
4 H, B-CH,-Tyr®, y-CH,-Pro), 2,06-2,26 (m, 10 H, B-CH-Val, y-CH,-Glu/GIn, B-CH,-Pro, B-CH,-Tyr®, a-
CH,-octanoil), 2,67-2,77 (m, 3 H, B-CH,-Tyr?, 6-CH,-Orn), 2,86-2,88 (m, 2 H), 3,16-3,27 (m, 2 H, B-
CH,-Tyr%), 3,50-3,53 (m, 1 H, -CH,-Pro), 3,86-3,90 (m, 1 H, B-CH-Thr), 3,97-4,00 (m, 1 H, a-CH-lle),
4,17-4,26 (m, 3 H, a-CH-Pro, a-CH-Orn, a-CH-Glu/GIn), 4,31-4,39 (m, 1 H, a—CH-Tyrb), 4,44-4,47
(m, 1 H, a-CH-Val), 4,55-4,63 (m, 2 H, a-CH-Tyr"), 6,63 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, CH-Tyr*,.om), 6,84 (d, 2 H,
J=8,0 Hz, CH-Tyr",1om), 6,99-7,04 (M, 4 H, CH-Tyr*®,.om); MS (ESI) m/z (+): 1385,8 [M + Na]", 1363,8
[M + H]", 693,3 [M + Na + H]*", 682,3 [M + 2H]**; MS (ESI) m/z (-): 1383,6 [M + Na - 2H]’, 1361,8 [M
- H]'; HRMS (ESI) m/z (+): calculada per CgsHosN1,015Na [M + Na]™ 1385,6963, trobada 1385,6934;
calculada per CgHosN1,016 [M + H]* 1363,7144, trobada 1363,7130; calculada per CgsHosN1,015Na;
[M + 2Na]*" 704,3428, trobada 704,3408; calculada per CesHooN1;,019Na [M + Na + H]** 693,3518,
trobada 693,3505.

8.5.2 C7H15C0O-Glu-D-Orn-Tyr(&)-p-Ser-Glu-p-Val-Pro-GIln-p-Tyr-Ile-& (BPC840)

Aguest ciclolipodepsipeptid es va preparar seguint el procediment general descrit anteriorment
utilitzant acid octanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la
purificacié eluint amb H,0O/CH;CN (60:40) va proporcionar C;H;5CO-Glu-b-Orn-Tyr(&)-p-Ser-Glu-b-
Val-Pro-GIn-D-Tyr-lle-& (BPC840) amb una puresa >99%. tz = 7,22 min (Métode A); "H-NMR (400
MHz, DMSO-dg + D,0) 6 (ppm): 0,73-0,86 (m, 15 H, &-CHs-lle, y-CHs-lle, 2 x y-CHs-Val, CHs-
octanoil), 1,14-1,21 (m, 12 H, 4 x CH,-octanoil, y-CH,-lle), 1,41-1,48 (m, 4 H, B-CH,-octanoil), 1,55-
1,61 (m, 3 H, y-CH,-Orn), 1,68-1,90 (m, 10 H, B-CHZ-Tyrb, B-CH-lle, y-CH,-Pro, B-CH,-Orn), 2,00-2,33
(m, 8 H, B-CH-Val, B-CHZ-Tyrb, B-CH,-Pro, a-CH,-octanoil), 2,67-2,77 (m, 2 H, 6-CH,-Orn), 2,50-2.57
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(m, B-CH,-Tyr?), 2,85-2,87 (m, 2 H), 3,19-3,33 (m, 4 H, B-CH,-Tyr®, B-CH,-Ser), 3,44-3,54 (m, B-CH,-
Ser, 6-CH,-Pro), 3,97-3,99 (m, 1 H, a-CH-lle), 4,12-4,26 (m, 6 H, a-CH-Pro, a-CH-Ser, a-CH-Orn),
4,35-4,46 (m, 2 H, a-CH-Tyr°, a-CH-Val), 4,56-4,60 (m, 1 H), 4,64-4,75 (m, 1 H, a-CH-Tyr"), 6,63 (d,
2 H, J = 8,0 Hz, CH-Tyr";rom), 6,86 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, CH-Tyr",om), 6,95-7,04 (m, 4 H, CH-Tyr*®,.om);
MS (ESI) m/z (+): 1349,7 [M + H]*, 675,3 [M + 2H]**; MS (ESI) m/z (-): 1347,6 [M - H]; HRMS (ESI)
m/z (+): calculada per CgsHogN1,015Na [M + Na]® 1371,6807, trobada 1371,6804; calculada per
CesHs7N1,016 [M + H]" 1349,6987, trobada 1349,6962; calculada per CgsHogN1,015Na, [M + 2Na]*
697,3350, trobada 697,3342; calculada per CgHg7N;,09Na [M + Na + H]** 686,3440, trobada
686,3431.

8.5.3 C7H15CO-Glu-p-Orn-Tyr(&)-D-Thr-Glu-p-Ala-Pro-Gln-p-Tyr-Ile-&
(BPC842)

Aguest ciclolipodepsipéptid es va preparar seguint el procediment general descrit anteriorment
utilitzant acid octanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la
purificacié eluint amb H,0/CH;CN (60:40) va proporcionar C;H;5CO-Glu-pD-Orn-Tyr(&)-D-Thr-Glu-D-
Ala-Pro-GIn-D-Tyr-lle-& (BPC842) amb una puresa >99%. t; = 7,26 min (Métode A); 'H-NMR (400
MHz, DMSO-dg¢ + D,0) 6 (ppm): 0,71-0,89 (m, 12 H, 6-CHs-lle, y-CHs-lle, y-CHs-Thr, CH;-octanoil),
1,10-1,22 (m, 15 H, 4 x CH,-octanoil, B-CHs-Ala, y-CH,-Pro, y-CH,-lle), 1,43-1,45 (m, 4 H, B-CH,-
octanoil, B-CH,-Glu/GlIn), 1,57-1,61 (m, 2 H, y-CH,-Orn), 1,71-1,89 (m, 8 H, B-CHZ—Tyrb, B-CH-lle, y-
CH,-Pro, B-CH,-Orn), 1,99-2,22 (m, 10 H, |3—CH2—Tyrb, B-CH,-Pro, y-CH,-Glu/GlIn, a-CH,-octanoil),
2,51-2,59 (m, B-CH,-Tyr%), 2,69-2,76 (m, 2 H, §-CH,-Orn), 2,84-2,95 (m, 2 H), 3,22-3,25 (m, 1 H, B-
CH,-Tyr®), 3,50-3,55 (m, 2 H, 8-CH,-Pro), 3,72-3,80 (m, B-CH-Thr), 3,98-4,01 (m, 2 H, a-CH-lle),
4,10-4,14 (m, 1 H, a-CH-Orn), 4,18-4,24 (m, 2 H, a-CH-Pro, a-CH-Glu/GIn), 4,38-4,42 (m, 1 H, a-CH-
Tyr®), 4,57-4,61 (m, 1 H), 4,62-4,69 (m, 1 H, a-CH-Tyr"), 4,81-4,90 (m, 1 H, a-CH-Ala), 6,63 (d, 2 H, J
= 8,0 Hz, CH-Tyr*;rom), 6,84 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, CH-Tyr’;:om), 6,94 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, CH-Tyr’0m), 7,05
(d, 2 H, J = 8,0 Hz, CH-Tyr*;,om); MS (ESI) m/z (+): 1335,7 [M + H]", 668,3 [M + 2H]*"; MS (ESI) m/z (-
): 1333,6 [M-H]; HRMS (ESI) m/z (+): calculada per CgsHgsN1,019 [M + H]" 1335,6831, trobada
1335,6855; calculada per CgsHgsN1,019 Na, [M + 2Na]* 690,3271, trobada 690,3301; calculada per
CeaHosN1,015Na [M + Na + H]** 679,3362, trobada 679,3379.

8.5.4 C7H15CO-Glu-p-Orn-Tyr(&)-D-Ser-Glu-p-Ala-Pro-Gln-p-Tyr-Ile-& (BPC844)

Aguest ciclolipodepsipeptid es va preparar seguint el procediment general descrit anteriorment
utilitzant acid octanoic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la
purificacié eluint amb H,0/CH;CN (60:40) va proporcionar C;H15CO-Glu-pD-Orn-Tyr(&)-p-Ser-Glu-bp-
Ala-Pro-GIn-D-Tyr-lle-& (BPC844) amb una puresa del 94%. tz = 7,12 min (Métode A); ‘H-NMR (400
MHz, DMSO-ds + D,0) é (ppm): 0,73-0,76 (m, 6 H, 6-CHs-lle, CHs-octanoil), 0,83-0,85 (m, 3 H, y-
CHs-lle), 1,10-1,20 (m, 15 H, 4 x CH,-octanoil, B-CHs-Ala, y-CH,-lle), 1,40-1,45 (m, 4 H, B-CH,-
Glu/Gln, B-CH,-octanoil), 1,56-1,62 (m, 3 H, y-CH,-Orn), 1,73-1,88 (m, 8 H, B-CH-Ile, B-CH,-Orn, B-
CHZ-Tyrb, y-CH,-Pro), 2,07-2,24 (m, 10 H, B-CHZ-Tyrb, B-CH,-Pro, y-CH,-Glu/GlIn, a-CH,-octanoil),
2,46-2,55 (m, B-CHy-Tyr?%), 2,71-2,74 (m, 2 H, 6-CH,-Orn), 2,87-2,91 (m, 2 H), 3,19-3,33 (m, 2 H, B-
CH,-Tyr?®, B-CH,-Ser), 3,47-3,53 (m, 2 H, 6-CH,-Pro, B-CH,-Ser), 3,95-3,97 (m, 1 H, a-CH-lle), 4,11-
4,24 (m, 5 H, a-CH-Ser, a-CH-Orn, a-CH-Glu/GlIn, a-CH-Pro), 4,36-4,40 (m, 1 H, a-CH-Tyr"), 4,56-
4,62 (m, 2 H, a-CH-Tyr?), 4,86-4,87 (m, 1 H, a-CH-Ala), 6,63 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, CH-Tyr®,,), 6,86 (d,
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2 H, J=8,0 Hgz CH-Tyrbamm), 6,94 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, CH-Tyrbarom), 7,06 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, CH-
Tyraom); MS (ESI) m/z (+): 1321,7 [M + H]", 661,8 [M + 2H]*"; HRMS (ESI) m/z (+): calculada per
CesHsoN1,015Na [M + Na]™ 1343,6494, trobada 1343,6521; calculada per CgHosNp,0q9 [M + H]Y
1321,6674, trobada 1321,6701.

8.5.5 (C11H23CO-Glu-p-Orn-Tyr(&)-p-Thr-Glu-p-Val-Pro-Gln-p-Tyr-Ile-&
(BPC854)

Aquest ciclolipodepsipéeptid es va preparar seguint el procediment general descrit anteriorment
utilitzant acid lauric com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i la purificacié
eluint amb H,0/CH3;CN (50:50) va proporcionar C;,;H,3CO-Glu-D-Orn-Tyr(&)-b-Thr-Glu-b-Val-Pro-
GIn-D-Tyr-lle-& (BPC854) amb una puresa del 92%. tz = 7,99 min (Métode A); ‘*H-NMR (400 MHz,
DMSO-dg + D,0) & (ppm): 0,71-0,85 (m, 18 H, 8-CHs-lle, y-CHs-lle, y-CHs-Thr, CHs-lauroil, 2 x y-CHs-
Val), 1,14-1,19 (m, 18 H, 8 x CH,-lauroil, y-CH,-lle), 1,40-1,58 (m, 6 H, y-CH,-Orn, B-CH,-lauroil),
1,61-1,74 (m, 4 H, B-CH-lle, B-CH,-Orn), 1,87-2,25 (m, 14 H, B-CH-Val, y-CH,-Pro, B-CH,-Pro, a-CH,-
lauroil), 2,65-2,76 (m, 3 H, 6-CH,-Orn), 2,80-2,85 (m, 2 H), 3,02-3,21 (m, 2 H), 3,26-3,34 (m, 1 H),
3,48-3,50 (m, 1 H, 6-CH,-Pro), 3,80-3,87 (m, 2 H, B-CH-Thr), 3,96-4,02 (m, 2 H, a-CH-lle), 4,11-4,25
(m, 4 H, a-CH-Pro, a-CH-Orn), 4,42-4,46 (m, 1 H, a-CH-Val), 4,56-4,60 (m, 2 H), 6,61 (d, 2 H, /= 8,0
Hz, CH-Tyr".rom), 6,83 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, CH-Tyr’;:0m), 6,99-7,03 (M, 4 H, CH-Tyr*®,.om); MS (ESI) m/z
(+): 1419,8 [M + H]"; MS (ESI) m/z (-): 1417,7 [M - H]; HRMS (ESI) m/z (+): calculada per
CyoH106N1,010Na [M + Na]* 1441,7589, trobada 1441,7593; calculada per Cy;oH19;N1,019 [M + H]*
1419,7770, trobada 1419,7763.

8.5.6 C15H31CO-Glu-p-Orn-Tyr(&)-p-Thr-Glu-p-Val-Pro-GIn-p-Tyr-Ile-&
(BPC856)

Agquest ciclolipodepsipeptid es va preparar seguint el procediment general descrit anteriorment
utilitzant acid palmitic com a acid gras. El tractament acidolitic de la resina resultant i i la
purificacié eluint amb H,0/CH;CN (40:60) va proporcionar C;sH3,CO-Glu-D-Orn-Tyr(&)-D-Thr-Glu-
D-Val-Pro-GIn-D-Tyr-lle-& (BPC856) amb una puresa del 93%. tz = 9,23 min (Métode A); 'H-NMR
(400 MHz, DMSO-dg + D,0) 6 (ppm): 0,79-0,89 (m, 18 H, 6-CHs-lle, y-CHs-lle, y-CH5-Thr, CHs-
palmitoil, 2 x y-CHs-Val), 1,14-1,22 (m, 28 H, 12 x CH,-palmitoil, y-CH,-lle), 1,40-1,50 (m, 6 H, B-
CH,-Glu/GlIn), 1,56-1,63 (m, 2 H, y-CH,-Pro), 1,69-1,77 (m, 2 H, B-CH-lle, y-CH,-Orn), 1,84-2,33 (m,
14 H, B-CHZ—Tyrb, B-CHZ—Tyrb, B-CH-Val, B-CH,-Orn, B-CH,-Pro, y-CH,-Glu/GlIn, B-CH,-palmitoil),
2,46-2,50 (m, B-CH,-Tyr?), 2,68-2,73 (m, 4 H, 8-CH,-Orn), 2,88-2,90 (m, 2 H), 3,26-3,37 (m, 2 H, B-
CH,-Tyr?), 3,60-3,63 (m, 1 H), 3,74-3,76 (m, 1 H, B-CH-Thr), 4,00-4,04 (m, 2 H, a-CH-Thr, a-CH-lle),
4,11-4,17 (m, 2 H, a-CH-Orn, a-CH-Glu/GlIn), 4,23-4,28 (m, 2 H, a-CH-Pro, a-CH-Glu/GIn), 4,43-4,46
(m, 1 H, a-CH-Tyr®), 4,48-4,51 (m, 1 H, a-CH-Val), 4,56-4,60 (m, 1 H), 4,70-4,73 (m, 1 H, a-CH-Tyr?),
6,63 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, CH-Tyr",rom), 6,83 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, CH-Tyr",om), 6,93 (d, 2 H, J = 8,0 Hz,
CH-Tyr;r0m), 7,04 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, CH-Tyr*;,0m); MS (ESI) m/z (+): 1497,9 [M + Na]*, 1475,9 [M +
H]", 749,9 [M + Na + H]*, 738,4 [M + 2H]*; MS (ESI) m/z (-):1495,8 [M + Na - 2H]’, 1473,9 [M - HJ;
HRMS (ESI) m/z (+): calculada per Cy4H;14N;,00Na [M + Na]* 1497,8215, trobada 1497,8227;
calculada per C7;H115N1,016 [M + H]* 1475,8396, trobada 1475,8376.
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8.6 Sintesi del ciclolipopeptid biarilic 20 derivat de les arilomicines

El ciclolipopéptid biarilic C;5Hs;CO-Lys-D-(NMe)Ser-p-Ala-Gly-(NMe)Tyr(3-&,Me)-Ala-Tyr(3-&,Me)-
NH, (20) es va sintetitzar manualment mitjangant una metodologia de sintesi en fase solida
Fmoc/'Bu. Es va utilitzar una resina Fmoc-Rink-MBHA (0,56 mmol/g) que es va tractar amb
piperidina/DMF (3:7, 2 + 10 min) i es va rentar amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min). A
continuacid, es va acoblar Fmoc-Tyr(3-1,Me)-OH (2 eq) amb COMU (2 eq), Oxima (2 eq) i DIEA (4
eq) en DMF sota agitacié a temperatura ambient durant tota la nit. Passat aquest temps, la resina
es va rentar amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min). Seguidament, es va eliminar el grup Fmoc
mitjancant les condicions descrites anteriorment i es va acoblar Fmoc-Ala-OH (4 eq) amb DIC (4
eq) i Oxima (4 eq) en DMF a temperatura ambient durant 3 h sota agitacié i, passat aquest temps,
la resina es va rentar amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min). La complecié dels acoblaments es
va monitoritzar amb el test de Kaiser.' Seguidament, es va eliminar el grup Fmoc i la resina es va
tractar amb clorur de trifenilmetil (TrCl) (10 eq) i DIEA (10 eq) en DMF a temperatura ambient
durant 4 h sota agitacid. Passat aquest temps, la resina es va rentar amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl,
(3 x 1 min), i es va monitoritzar la reaccié amb el test de Kaiser.'*

La borilacié de la iodopeptidil resina resultant es va dur a terme en un matras de fons rodé de 10
mL, al qual es va afegir la resina, bis(pinacol)dibora (B,Pin,) (4 eq), 1,1’-bis(difenilfosfino)ferroce
(dppf) (0,09 eq) i PdCl,(dppf) (0,18 eq). Paral-lelament, es va sonicar una solucié de KOAc (6 eq) en
DMSO anhidre préviament desgasat (20 uL/mg de resina) i aquesta solucié es va addicionar al
matras. La mescla es va agitar a 80 °C durant 8 h. Un cop completada la reaccid, la resina es va
traspassar novament a una xeringa de polipropilé incorporant un filtre de polietile i es va rentar
amb DMSO (6 v 1 min), MeOH (6 x 1 min) i CH,Cl, (6 x 1 min).

La boronopeptidil resina resultant es va tractar amb TFA/H,0/CH,Cl, (0,2:1:98,8, 2 x 2 min + 4 x
20 min) seguit de rentats amb DMF (3 x 1 min), DIEA/CH,CI, (1:19, 3 x 1 min), CH,Cl, (3 x 1 min) i
DMF (3 x 1 min). Posteriorment, es va acoblar Boc-Tyr(3-1,Me)-OH (3 eq) amb DIC (3 eq) i Oxima
(3 eq) en DMF a temperatura ambient durant 3 h sota agitacid i, a continuacio, la resina es va
rentar amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min). Aquest acoblament es va monitoritzar amb el test
de Kaiser."

Per a dur a terme la formacid de I'enllag biarilic, la peptidil resina resultant es va traspassar a un
vial de microones de 15 mL i es va tractar amb Pd,(dba); (0,2 eq), 2-diciclohexilfosfino-2’,6’-
dimetoxibifenil (SPhos) (0,4 eq) i KF (4 eq) en dimetoxieta (DME)/EtOH/H,0 (9:9:2, 0,8 mL) sota
atmosfera de nitrogen. La mescla es va agitar durant 30 min a 120 °C sota irradiacié microones.
Passat aquest temps, la mescla es va traspassar a una xeringa de polipropilé incorporant un filtre
de polietile i la resina es va rentar amb DMF (6 x 1 min), EtOH (6 x 1 min) i CH,Cl, (6 x 1 min). El
grup Boc de I'extrem N-terminal es va eliminar per tractament amb trifluorometansulfonat de
trimetilsilil (TMSOT() i 2,6-lutidina en CH,Cl, (concentracié final: 2 M TMSOTf i 3 M 2,6-lutidina)
(10 x 30 min) a temperatura ambient. Després d’aquests tractaments, la resina es va rentar amb
CH,Cl; (5 x 1 min), MeOH (3 x 5 min) i DMF (5 x 1 min).

La N-metilacié de la peptidil resina resultant es va realitzar en tres etapes. En primer lloc, la resina
es va tractar amb una solucié de oNBS-Cl (4 eq) i DIEA (10 eq) en CH,Cl, sota agitacié durant 1,5 h
a temperatura ambient i, posteriorment, es va rentar amb DMF (3 x 0,5 min) i CH,Cl, (3 x 0,5 min).
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En la segona etapa, la resina es va metilar per tractament amb PPh; (25 eq) i MeOH (50 eq) en
THF anhidre, seguit de I'addicié de DIAD (25 eq) en THF anhidre. La mescla de reaccié es va agitar
a temperatura ambient durant 1 h i, seguidament, la solucié es va filtrar i la resina es va rentar
amb THF (3 x 0,5 min), CH,Cl, (3 x 0,5 min) i DMF (3 x 0,5 min). Finalment, el grup oNBS es va
eliminar selectivament amb B-mercaptoetanol (10 eq) i 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-en (DBU) (5
eq) en DMF (2 x 15 min) a temperatura ambient sota agitacio i, seguidament, la resina es va
rentar amb DMF (3 x 0,5 min), CH,Cl, (3 x 0,5 min), DMF (3 x 0,5 min) i CH,Cl, (3 x 0,5 min).

La seqliencia peptidica es va elongar a través d’etapes seqliencials d’acoblament de I'aminoacid
corresponent i d’eliminacié del grup Fmoc. L’acoblament dels aminoacids Fmoc-Gly-OH, Fmoc-D-
Ala-OH i Fmoc-D-Ser(‘Bu)-OH (4 eq) es va realitzar amb DIC (4 eq) i Oxima (4 eq) en DMF a
temperatura ambient durant 3 h sota agitacié. L’eliminacié del grup Fmoc es va dur a terme amb
piperidina/DMF (3:7, 2 + 2 x 10 min). Després de cada etapa d’acoblament i d’eliminacié del grup
Fmoc es va rentar la resina amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min). Els acoblaments es varen
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monitoritzar mitjancant el test de Kaiser.””” A continuacio, la peptidil resina es va metilar emprant

el procediment descrit anteriorment.

Seguidament, es va procedir a 'acoblament de Fmoc-Lys(Boc)-OH (4 eq) i a I'eliminacio del grup
Fmoc en les condicions descrites, i la resina resultant es va tractar amb acid palmitic (4 eq), DIC (4
eq) i Oxima (4 eq) en DMF sota agitacid a temperatura ambient durant tota la nit. Passat aquest
temps, la resina es va rentar amb DMF (6 x 1 min) i CH,Cl, (3 x 1 min). L’acilacié es va monitoritzar
mitjancant el test de Kaiser'® i la resina es va assecar al buit.

Finalment, la peptidil resina resultant es va tractar amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5) durant 2 h.
Seguidament, es va evaporar el TFA i es varen realitzar extraccions amb dietil eter. El cru es va
purificar mitjangant cromatografia en fase reversa i l'eluci6 amb H,0/CH;CN (50:50) va
proporcionar CysH3;CO-Lys-D-(NMe)Ser-D-Ala-Gly-(NMe)Tyr(3-&,Me)-Ala-Tyr(3-&,Me)-NH, (20)
amb una puresa del 96 %. t; = 8,67 min (Métode A); "H-NMR (400 MHz, MeOD) & (ppm): 0,92 (t, 3
H, J = 6,34 Hz, CH;z-palmitoil), 1,27-1,47 (m, 32 H, 12 x CH,-palmitoil, 2 x B-CHs-Ala, y-CH,-Lys),
1,58-1,73 (m, 4 H, B-CH,-palmitoil, 6-CH,-Lys), 1,81-1,90 (m, 2 H, B-CH,-Lys), 2,18-2,29 (m, 2 H, a-
CH,-palmitoil), 2,76-2,84 (m, 1 H, B-CH,-Tyr"), 2,89-2,98 (m, 2 H, &-CH,-Lys), 3,04-3,11 (m, 1 H, B-
CH,-Tyr%), 3,13-3,16 (m, 1 H, B-CH,-Tyr"), 3,22 (s, 3 H, N-CHs), 3,29-3,34 (m, B-CH,-Tyr"), 3,37 (s, 3
H, N-CH3), 3,73-3,78 (m, 8 H, a-CH,-Gly, 2 x O-CHj3), 3,91-3,96 (m, 1 H, B-CH,-Ser), 4,08-4,12 (m, 1
H, B-CH,-Ser), 4,44-4,50 (m, 2 H, a-CH-Ala®, a-CH-Tyr?), 4,72-4,83 (m, 4 H, a-CH-Ala®, a-CH-Tyr", a-
CH-Lys), 4,91-4,96 (m, 1 H, a-CH-Ser), 6,69-6,95 (m, 4 H, 4 x CH-Tyrarom), 7,13-7,29 (m, 2 H, 2 x CH-
TyYrarom); MS (ESI) m/z: 1050,7 [M + H]"; HRMS (ESI) m/z: calculada per CssHggNoOq; [M + H]*
1050,6598, trobada 1050,6564; calculada per CssHggNgOq;Na [M + Na + H]2+ 536,8245, trobada
536,8225.
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8.7 Avaluaci6 de I'activitat biologica

8.7.1 Creixement de les soques bacterianes i fiingiques

En aquest treball es varen utilitzar les soques bacterianes segiients: Erwinia amylovora PMV6076
(Institut National de la Recherche Agronomique, Angers, Franca), Pseudomonas syringae pv.
syringae EPS94 (Institut de Tecnologia Agroalimentaria, Universitat de Girona, Espanya),
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria 2133-2, Pseudomonas syringae pv. actinidiae
Psa3700.1.1, Xanthomonas fragariae Xf349-9A (Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias,
Valéncia, Espanya), i Xanthomonas arboricola pv. pruni CFBP5563 (Collection Francgaise de
Bactéries associées aux Plantes, Angers, Franca). Totes les bactéries, excepte X. fragariae, es
varen conservar en medi Luria Bertani suplementat amb glicerol (20%) i mantingut a -80°C. Per X.
fragariae es va utilitzar Medium B en comptes de medi Luria Bertani. E. amylovora, X. arboricola
pv. pruni, P. syringae pv. syringae i P. syringae pv. actinidiae es varen cultivar en el medi agar
durant 24 h a 25°C, i X. axonopodis pv. vesicatoria i X. fragariae durant 48 h a 25°C. Passat aquest
temps, el material cel-lular es va resuspendre en aigua estéril per a obtenir una suspensié de 10°
CFU/ml.

Els fongs utilitzats varen ser: Penicillium expansum EPS26 (Institut de Tecnologia Agroalimentaria,
Universitat de Girona, Espanya) i Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici FOL 3 race 2 (ATCC 201829,
American Type Culture Collection, Virginia, EEUU). Els fongs es varen cultivar en agar de dextrosa
de patata durant 5-7 dies a 25°C. A continuacid, es varen resuspendre en aigua destil-lada amb un
0,5%0 de tween 80. Les suspensions es varen filtrar mitjangant un filtre Miracloth (Merk,
Millipore) i la concentracié de conidis es va determinar utilitzant un hemacitometre i es va ajustar
a 10" conidis/ml per F. oxysporum a 10° conidis/ml per P. expansum.

8.7.2 Analisi de I'activitat antimicrobiana

Els peptids liofilitzats es varen dissoldre en aigua Milli-Q estéril a una concentracié final d’1 mM i
les solucions es varen esterilitzar amb un filtre de 0,2 um de mida de porus. Per determinar la
concentracid minima inhibitoria (CMI), es varen preparar dissolucions mare dels péptids a una
concentracié de 500, 250, 125, 62, 31, 16 i 8 uM.

Per I'activitat antibacteriana, cada dissolucié de péptid (20 pl) es va mesclar en un pouet d’una
placa amb la suspensié bacteriana corresponent (20 pl) i caldo de triptona de soja (160 ul)
(BioMerieux, Francga) per a obtenir un volum final de 200 pl. Es varen realitzar tres replicats per
cada soca i cada concentracié. El creixement bacteria es va determinar mitjancant la mesura de la
densitat optica a 600 nm (Bioscreen C, Labsystem, Helsinki, Finlandia). Les plaques es varen
incubar a 25°C durant 48 h, agitant 20 s abans de la mesura de I'absorbancia que es va realitzar
cada hora. L'experiment es va repetir dues vegades. La CMI es va establir com la concentracié de
péptid més baixa sense creixement bacteria al final de I'experiment.

Per I'activitat antifingica, cada dissolucio de peptid (20 pl) es va mesclar en un pouet d’una placa
amb la suspensié fungica corresponent (80 pl) i caldo de dextrosa de patata (100 ul) per a obtenir

209



Procediment experimental

un volum final de 200 ul contenint 0,003% de cloramfenicol per prevenir la contaminacié
bacteriana. Es varen realitzar tres replicats per cada soca i cada concentracié. El creixement
bacteria es va determinar mitjancant la mesura de la densitat optica a 600 nm (Bioscreen C,
Labsystem, Helsinki, Finlandia). Les plaques es varen incubar a 22°C durant 7 dies, agitant 1 min
abans de la mesura de I'absorbancia, que es va realitzar cada 2 h. L'experiment es va repetir dues
vegades. La CMI es va establir com la concentracié de peptid més baixa sense creixement fungic al
final de I'experiment.

8.7.3 Analisi de I'activitat hemolitica

L'activitat hemolitica dels peptids es va determinar a partir de I’"hemoglobina alliberada d’una
suspensié d’eritrocits de sang de cavall (5%). La sang es va centrifugar a 6000g durant 5 min, es va
rentar tres vegades amb tampd TRIS (TRIS 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,2) i es va diluir 10 vegades.

Els péptids es varen dissoldre en tampd TRIS a una concentracié de 750, 500, 300 i 100 uM, i es
varen barrejar amb la suspensié d’eritrocits de cavall (1:1). La mescla es va incubar durant 1 h sota
agitacié a 37°C. A continuacid, es varen centrifugar els tubs a 3500g durant 10 min, el
sobrenedant (80 pL) es va dissoldre en aigua (80 L), la solucid es va transferir a microplaques de
100 pous (Bioscreen) i es va mesurar I'absorbancia a 540 nm. Es va utilitzar melitina 100 uM com
a referencia d’un 100% d’hemolisi. El percentatge d’hemolisi es va calcular mitjangant I'equacié: H
=100 x [(Op — Ob)/(Om — 0Ob)], on Op és la densitat optica del péptid a la concentracié assajada,
Ob és la densitat optica del tampo i Om la densitat optica del control positiu (melitina).

8.7.4 Analisi de I'efecte dels peptids en fulles de tabac

Per avaluar I'efecte dels péptids en fulles de tabac, es va infiltrar una solucié de cada péptid (100
pl) a una concentracié de 50, 150 i 250 uM al mesofil de fulles de tabac. Per cada peptid i
concentracié es varen infiltrar almenys tres fulles distribuides aleatoriament en diferents plantes.
Es va utilitzar aigua com a control negatiu i melitina com a control positiu. L'aparicié de
simptomes a les fulles es va mesurar com el diametre de la lesié provocada al cap de 48 h.

8.7.5 Analisi de I'efecte dels peptids en la inducci6 de defenses en tomatera

Es varen sembrar llavors de tomaquet cv. Rio Grande en llana de roca i es varen cultivar en
condicions controlades d’hivernacle (25°C, 16 h de llum/15°C, 8 h de foscor i 60% d’humitat). Al
cap de dues setmanes, les plantules es varen trasplantar. El disseny experimental va consistir en
tres reépliques de tres plantes per tractament. Al cap de dues setmanes, les fulles de tomaquet es
varen polvoritzar, fins al punt de goteig, amb solucié aquosa del peptid a analitzar, a més de flg15
a 125 pM, acid jasmonic a 2,5 mM, i acibenzolar-S-metil a 300 mg/L. Es varen utilitzar plantes
polvoritzades amb aigua com a controls no tractats. Vint-i-quatre hores després de I'aplicacié del
producte, es varen recollir mostres de les fulles tractades i es varen processar per extreure’'n
I’ARN. El material vegetal es va polvoritzar amb nitrogen liquid amb un sistema Tissuelyzer ||
(Qiagen). L'ARN es va extreure de les fulles mitjancant el reactiu Pure-Link Plant RNA Reagent
(Invitrogen, Life Technologies) i es va solubilitzar en aigua lliure de RNAsa.
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Per analitzar la induccié de defenses en les plantes tractades, es va realitzar un assaig qPCR en un
ciclador termic fluoromeétric (QPCR Quant Studio 5, Applied Biosystems) amb un SYBR1Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). El volum de reaccié total va ser de 20 pl: 1 pl de cada primer, 10
pl de MixSyber Green, 6 ul d’aigua destil-lada i 2 pul de cDNA. Com a referéncia es va utilitzar el
gen actina. Es varen analitzar els seglients gens implicats en la resposta de defenses de plantes:
Harp, PR1, GluA, PPO, LOX, Pinll, Sub1, ERT3, BPC, Osm2 i Tas14. Es varen utilitzar oligonucleotids
especifics per a la quantificacié dels gens objectiu. La concentracié del primer va ser de 100 nM
per a tots els gens, tret dels gens GIuA, Harp, PR1 i I'actina, pels que la concentracié es va
optimitzar a 300 nM. La quantificacio relativa de I'expressié genica es va fer mitjancant el metode
AACt. Els valors obtinguts es varen processar en relaci6 amb el valor del gen actina i la
importancia estadistica dels resultats per als peptids seleccionats es va determinar mitjancant el
software REST2009.

8.7.6 Analisi de I’estabilitat dels peptids a la degradacio per proteases

L’analisi de I'estabilitat dels peptids enfront a la degradacid per proteases es va realitzar tractant
una solucié de peéptid (50 pg/ml) amb proteinasa K (1 pg/ml) en tampd TRIS 100 mM, pH 7,6,
durant 60 min a temperatura ambient. Passat aquest temps, es va analitzar la degradacié del
peptid mitjancant HPLC. El percentatge de péptid degradat es va calcular a partir de la relacié amb
I’area del senyal del pic del peptid sense tractar.
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

1 Lipopeptids antimicrobians derivats de BP100

CsH11CO-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH; (BP367)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys(COCsH11)-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP368)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys(COCsH;11)-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP369)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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Ac-Lys-Lys-Lys(COCsH11)-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP370)

NH;

WH\_)(J)\Q H\_)(J)\H i \)ij\yf /d(\\)L s ONHz

L T

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

A-12



Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Lys(COCsH11)-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP371)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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A-18



Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

A-19



Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys(COCsH;)-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP372)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys(COCsH1;)-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP373)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys(COCsH11)-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP374)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)

Intens.
1077

1.25
1,001
(].75E
0.50-

0.251

788.1

526.8 64207246

975.1 1080.71171.8 1278.0

1577.1

+MS, 0.5-0.8min #(22-36)

0.00-

A-28

200

400

600

800

1000 1200 1400



Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COCsH11)-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP375)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys(COCsH;1)-Tyr-Leu-NH, (BP376)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COCsH;1)-Leu-NH, (BP377)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Lys(COCsH11)-NH, (BP378)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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C3H;CO-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP379)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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Ac-Lys(COCs3H5)-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP380)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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Ac-Lys-Lys(COCzH;)-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP381)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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Ac-Lys-Lys-Lys(COC3H;)-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP382)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Lys(COCsH;)-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP383)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys(COC3H;)-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP384)

VPN NT.A
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O

HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)
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X107

1533.2
2.0
1.57

1.04

0.51

11 1L1£8 1239.9 1691.0

oo+—1/—r—7r—rttor——= e e T T T T T T T T T
1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1800 m/z

A-67



Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys(COCsH;)-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP385)

O

wr% Owﬁ?j} ¢¢L
4 N ki

HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)

IntenST. ] +MS, 0.6-0.7min #(21-25)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys(COCsH;)-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP386)
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O

HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)

Intens. ] +MS, 0.6-0.7min #(20-24)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COC3H5)-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP387)
O

NH,

I, qujjlﬁ(ﬁjde
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HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)

Intens. +M3, 0.6-0.8min #(25-40)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys(COCzH;)-Tyr-Leu-NH, (BP388)
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HPLC del cru del peptid (A=220 nm)

A-81



Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Intens.
x107

0.5

0.0
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COCzH;)-Leu-NH, (BP389)
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HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)
Intens. +MS, 0.5-0.7min #(17-25)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Lys(COCzH;)-NH, (BP390)

NH, NH,
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HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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HRMS (m/2)
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C11H,3CO-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP391)
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HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)
Intens. +MS, 0.5-0.7min #{25-32)
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HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Ac-Lys(COC;1H,3)-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP392)
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HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys(COC;1H,3)-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP393)
O

C11H23

UBT LY
Y W\ﬁ W\ Y

HPLC del cru del peptid (A=220 nm)

ZI

NH2

Peak RetTime Type Width Area Height Area

1 5856 .B588

2 0 486 TB.5917

3 B.541 VB 0.098% 34Z.67871 48.83156 3.5495
Totals » 9654, 31201 1806.06593
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HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Peak FRetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAD* =] [mAT] %
=== | ——— === |- | === |I-—— |
1 7.685 BV R 0.0748 5476.25000 1001.531&2 100.0000
Totals : 5476.25000 1001.53162
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Lys(COC;1H»3)-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP394)
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O_/ LT
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HPLC del cru del peptid (A=220 nm)

HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

A-103



Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

ESI-MS (m/z)

Intens?i +MS, 0.5-0.7min #(25-36)
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HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-Lys(COCz1H,3)-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP395)
O

NHz C11H23

o 33 6%
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HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

NH2
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)

Intens. +MS, 0.5-0.8min #(17-28)
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HRMS (m/z)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys(COC;1H3)-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP396)

FLTYEATE 457
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O

HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)
Intens. +M3, 0.6-1.0min #{30-50)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys(COC;1Hj3)-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP397)
O

NH, C11H23
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HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/2)
Intens, +M5, 0.5-0.8min #24-41)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Lys(COC;1H,3)-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP398)

s R 2
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HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)

Intens. +MS, 0.5-0.89min #(25-435)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COC;1H,3)-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP399)
O

NH; NH; C11H23

\ i \ o)

HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)
Intens, +MS, 0.5-0.8min #{23-38)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys(COC;1Hy3)-Tyr-Leu-NH, (BP400)

NQLKS\( I;JBW ¢ S 66w
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HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)
Intens?. +M3, 0.6-0.8min #{26-40)
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COC;1H;3)-Leu-NH, (BP401)
O

C11H23
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HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)

Intens.4
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Lys(COC;1H,3)-NH, (BP402)

NH, NH,
OH
H (@] H (@] H (@] H (@] b (0] H (@]
o) —\H o) Y 0 —\H O/_W OH/— o =
NH, NH, NH, HN

T

(0]

C11Hz3

HPLC del cru del péeptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)
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HRMS (m/2)
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CsH11CO-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP472)

NJLEJLAWNJLKS\N J¢ A
LTy Ty R

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

I

Peak FetTime Type Width Area Height Area
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HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Peak FetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAl* =] [mAT] %
=== e |- | == |- |
1 £.142 BB 0.0530 BOO7.58594 2222.06152 100.0000
ESI-MS (m/z)
Intens. +M3, 0.5-0.8min #{22-36)
x108
1.254 760.1
1.00
0.757
0.50
1518.1
0.254
507.4 613.5 || 8717 l
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys(COCsH5)-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP473)

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area Height Area
7 [min] [mAU* =] mAld] E
Il e |— - | ————— |
1 £.254 BV R B589. 29297 274%.92847 77.4871
2 £.408 VE E 383.71664 115.B3309 3.461E
3 6.769 BV 1300. 70288 369.00027 11.7341
4 E.B30 VW R 511.088B8B7 182.18036 7.3171
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HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area Height Area
$ [min] [min] [mAU* =] [mAL] %
——— | el | ——————— | ———————— |————— I
1 5.991 EE 0.0488 7708. 68848 2381.31323 100.0000
ESI-MS (m/2)
Intens. +MS, 0.5-0.7min #{21-31)
x1 767 1
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COCz3H;)-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP474)

O

wLﬁrjjwii(&L St
\ Ty Ty 2

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

ZI

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# min] [mAU* = mall] E:
e R B Rl B
E 181. 34412 2.2820
& V 119, 26482 2816
125.3720 70.32588

1109.19092 349,34921 B.6976
182.02771 38.0410%9 1.15895

Lok L B3
tnonononoen

& 5.962 VW R 0.0532 2679.029%54 T07.11737 16.17c66&
7 £.472 BE 0.0410 95.51791 34.79841 0.57&8
g 7.520 VE R 0.0507 24Z.9%c144 T1.34217 1.4671
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)
Intens. +M3, 0.7-1.0min #{42-56)
x108] 7746
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COCsH;)-Leu-NH, (BP475)
O

NH;

“JLWJBw ¢JL A,
\ Ty T

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area Height Area
7 min] [min [mAD* = mAT] S
= | |—— | | == |
1 5.6834 VW R 0.0514 6£206.26611 1748.02429 BLl.1357
2 5.852 VB E 0.0%14 327.031%82 50.62853 4.2753
3 £.374 VE R 0.0767 938.12811 166.53392 12.2643
4 7.533 W R 0.0512 177.81%927 52.8B7458 2.3247
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HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area Height Area
# [min] [minm] [mAD* =] [mALT] %
- | el |- | —=—— |- |
1 5.6B6 VE R 0.0485 4586.54346 1388.06421 100.0000
ESI-MS (m/z)
Intens. +M3, 0.6-0.8min #{Z7-40)
x108
14982
3.
6_
7501
4_
2_
12381 1377 1692.2
[0 T + 1 ety —_ agi) o b ; T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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HRMS (m/2)
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'H-RMN (400 MHz, tampo fosfat 20 mM pH = 6,5 en H,0/D,0 (90:10)) & (ppm)
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O

HSQC-TOCSY (400 MHz, tampo fosfat 20 mM pH = 6,5 en H,0/D,0 (90:10)) 6 (ppm)

P T NJMA_J\_/M}L

eb749129 29 1 Fitesirmn - IF
i
20 HSQOC-TOCSY mixing ima 60 ms BREA7S H2O/M20 (80:10) eh 740120 29 2y - - = = =
i - - N
£
iz - - - *
H L
H L
- Tl - e 8
- el - - b o—
4
. - R
—_— -— —— L

F1 [ppm]

- —— -— — — Le
- - - — -
—_— - Eo - — e e Le
S
A
B
e
i -8
.- i - —_———
s Hr ot z B = xp-
- hr o= -
i
kG
T T T T T T
8 [ 4 2 F2 [ppm]

HSQC *H->N (tampé fosfat 20 mM pH = 6,5 en H,0/D,0 (90:10)) & (ppm)
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P " )

NOESY (400 MHz, tampd fosfat 20 mM pH = 6,5 en H,0/D,0 (90:10)) & (ppm)

1“1

eb748129 25 1 Fitesirmn
20 TH-1H NOESY with excitation escwloting dB mixing tima: 400 ms BP475 H2OM020 (G0:10) eb7491a8.25

F1 [ppm]

F2 [ppm

'H-RMN (400 MHz, 30% CF3CD,0D en tampd fosfat 20 mM pH = 6,5 en H,0/D,0 (90:10)) & (ppm)
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HSQC-TOCSY (400 MHz, 30% CF3CD,0D en tampo fosfat 20 mM pH = 6,5 en H,0/D,0 (90:10)) 6

WU\_AJ\_N

(ppm)

|

eb752129 14 1 Fitesirmn - - L E
20 HSQC-TOCSY mixing lime 60 ms F®S H20/020+e eh7521a0. 14 - - - ‘_‘&
FE

- -_ -

- - -
T iT== kR

- =

- = - & S -.i

Tt - - )

e - L] il -
) .—" - - e -~ a—a.'r;: Lg
= e - - - e T— - °
=
8

ol - -’_:_-- . . ;?‘._“ .
*— -8

8 4 2 F2 [ppm]

NOESY (400 MHz, 30% CF3CD,0D en tampé fosfat 20 mM pH = 6,5 en H,0/D,0 (90:10)) & (ppm)

w

eb752129 12 1 Fitesirmn
@ 0 . BB e I o«
20 TH-TH NOESY with sxcifaiion esculpiing d8 mixing time. 400 ms BP4TE H2OW20 + 30% TRE eh7521a8 12 .
'’y 8° v
6 i o 2= M L ° gﬁn ® o
SpEee- | - =2
- = - - -
-m -y ’ =
com'm - = e O]
- 8% o 2 e - e = -4 e
9 = - | Len
B @
- 5 - -~ - -
2 2 : : =
- - - =
- - - - T i
s 4 = - = .- o
- * . b= ) e = e
T T T T T
8 6 4 2 F2 [ppm]
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Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Lys(COC;1H»3)-NH, (BP476)

NH;

i, NJ«WJLKS\( ¢¢L JL
\ Ty

NH2HN\"/CﬂHm
o
HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
Peak FetTime Type Width Area Height Area
7 min] [min [mAD* = [m&] E

0.0513 166%. 44141 460.88354 10.5820
0 1 1.30655e4 2452.72852 B2.8174
698.401982 177.2945% 4.428%9
34Z,92168 93.685472 2.1737
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU* =] [mRiT] %
e — | ——— == |- | = |- I
1 6.66% BB 0.0692 A9T7Z.58691 1421.61267 100.0000
ESI-MS (m/2)
Intens. +M3, 0.5-0.8min #20-35)
x1 1683.2
4_
3] 8306
2_
14
5544 18463
739.6 L.L :
0 T I I. A + [Ty 1 h ¥ LJ - = - I1 441.?0| 1?.]:0;2 ke - 1 i - 19551I v T
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 miz
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-D-Lys(COCsH11)-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP484)

NH,
OH

i utﬁrii( ¢JL
\ Ty i

HPLC del cru del péeptid (A=220 nm)
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)

Intens.
x107]
254

2.0

0.5

0.0

7715

i
+

8946 1007.7

11378 12488

+MS, 0.4-0.7min #17-31)
1542.0

800

1000

1200
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HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

C3H;CO-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP485)

wijw JLWNJH ¢ LR,
LTy R

HPLC del cru del péeptid (A=220 nm)

A-166



Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)
Intens. | 3, 0.5-0.7min #{20-30)
x108 14910
6_
746.4
44
2 -
599.4 Ll 5 ;
D T T 49?0 II- Lk 4I I ‘1 I. b T QJLGE IMigl? 11233 T 1 JJ J T I L T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Ac-Lys-Lys(COCzH;)-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP486)

O

Ndij\(%«mdtim ¢¢L
DR N 2

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

ZI

Peak BetTime Type Width Area Height Area
# min [min [mAT* = mAd] E
- | |- - | —
1 143. 78764 39.7081% 3.1093
2 3568, 24097 1098.94568 77.1617
3 284, 22037 £3.85224 6.1461
4 628.11932 172.08841 13.5828
Totals : 4624, 36B30 1374.69452
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area Height Area
# [min] [mim] [mAU* =] [mAT] %
Il e |—=—= === |- | === |- |
1 £.173 EE 0.0634 9405, 44824 2219%.42041 100.0000
Totals : 9405. 44824 2219.42041
ESI-MS (m/2)
Intens? +M3, 0.4-0.8min #(18-38)
x104 1534.1
4
3 7671
2]
1_
620.5 7020
D T I "I T T T T T T T T L T T T r T
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 m/z
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-D-Lys(COC;1H,3)-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP488)
O

H2 CﬂHm

A o D
\*\“ LT

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

ZI

Peak BetTime Type Width Area Height Area
# min [min [mAD* = mAld] ]
Il e |— - | ————— |
1 £.088 BV R 1046. 76038 347.67551 12.7178
2 £.255 VE E 154. 872789 3I3.46687 1.8817
3 6.485 EB 202.15788 62.57148 2.4562
4 £.821 W R - G048, 61426 1316.82883 73,4888
5 £.991 VE E T78.25232 228.61604 9.4555
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HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area Height Area
§  [min] [min]  [mAU*=] [mAU] %
———— |- | ——== | =———== R R R I
1 E£.797 VE R 0.0858 1.14854ed4 2066.89282 100.0000
Totals : 1.14854e4 2066.89282
ESI-MS (m/2)
Intens +M5, 0.4-0.8min #17-33)
x10 1627.2
1 8141
3_
2_
1_
B57.17486
. | Ao o788 1386.1
200 400 500 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-Lys(COC;1H,3)-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP489)

NH,

\ v \ \ \ A

O

HPLC del cru del peptid (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area Height Area
# min [mim [mAD* = mAl] %
- |- |—
1 5.945 VW R 0.0468 &394 289 214.59721 12,4485
2 6.745 BV R 0.057% 4328.80762 1099.5028 77.5611
3 £.908 VW E 0.0872 426.74368 7.06355 7.6461
4 7.619 VE R 0.055 130.83649 36.04453 2.3443
Totals 5581. 160658 1437.20810
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HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Peak RetTime Type Width Aresa Height Area
# [min] [min] [mAD* =] [mRi] %
| | —— - |- | —=—— |- |
1 £.755 BE 0.06E5 T7391.91846 1£73.21887 100.0000
Totals : T391.91846 1E73.21887
ESI-MS (m/z)
Intens. +HMS, 0.4-0.7min #{18-31)
x107 8311
304 1.
251 1661.2
2.0
1.54
1.04
o544
0.5
ey — T - L LI"'J"."I"'I"'L_r SR S L P ™ 'Ll‘_"' — L 1
200 400 800 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COC;11H23)-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP490)
O

NH, NH; C11H23

\*\“‘3

ZI

NH2
HPLC del cru del péptid (A=220 nm)
Peak BetTime Type Width Area Height Area
7 min [min [mAU* = mAld] E

1 E.275% BV R 0.08575 7T23.08496 181.44606 12.9286
2 7.141 BV B 0.0729 4869, 80566 948.120681 B87.07]

Totals : 5592. 89063 1129.56667
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z)
Intens. | +M3, 0.4-0.8min #(16-33)
x107] 1861.2
2311
3
2-.
1_
554.4
04— . . | R . ! — . . ,
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-Lys(COCsH11)-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP494)

NH, NH,

\)LH

<.
<.
<.
15
{}

AR

NH, NH, HN\iH

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area HEeight Area

Totals : 3114. 830846 1350.92727
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HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area Height Area
# [min] [mim] [mAU* =] [mAT] %
- | |—— == |- | —=—— |- |
1 5.415 VW R 0.0536 9889,14B44 2990.65039% 100.0000
Totals : 9889, 14844 29%0.65039
ESI-MS (m/z)
Intens:‘i +MS, 0.5-0.8min #{10-16)
x10 1577 1
3_
2-.
1_
7886
526.0
D T T T L T T L T T T T T 1 T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 m/z
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HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Lys(COCsH11)-NH, (BP495)

OKZS\( o QOKZS\N . /d(\ ) :H
\([)]/H\:)J\H OH\:)LH/\([)]/H\;)L” OHE)J\H OH\_;)Lﬂ OHE)J\NHZ
YRR

2 ’ 2 N

O
HPLC del cru del peptid (A=220 nm)
Peak BetTime Type Width Area Height Area
[mAU* =] mA ] %
____________ I__________ ——— -
69, 20239 1389.56665 75.7298
535.45313 174.93906 12.73949
0.2258% 204.92200 11.4753
Totals : 4154, 88141 1769.42770
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HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Feak RetTime Type Width Ares BEeight Area
$ [min] [min] [mAU* =] [mAl] %
il et | ——-— | == | === |- |
1 5.440 VE R 0.0545 1.04920e4 3101.66650 100.0000
Totals : 1.04%2024 3101.66650
ESI-MS (m/z)
Ir1tensl_|li +M3S, 0.5-0.8min #(8-13)
x107] 15771
2.0
1.5
1.04
789.1
0.5
526.4
0.0] | . 1169.9 12826 1. 1806.8
" 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Lys(COCzH;)-NH, (BP496)

NH,
OH

Y NJLAWJLKS\N ¢O¢L L,
\ Ty S I

HPLC del cru del peptid (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area Height Area

5. 852 W R
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HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAD* =] [mAir] %
- | ——= - |- | —=— |-
1 5.112 YW R 0.0361 3886.18408 1£73.98193 100.0000
Totals : 3B86. 18408 1673.98193
ESI-MS (m/2)
Intens. +M3, 0.5-0.7min #{20-31)
x1074 1571.1
2.04
1.5
104 772l
057
1707.0
518.7
1 18429
D.D‘ T - T l“l' =T e -4 == N S—— —— T T =T - ll — T T o
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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HRMS (m/2)

A-196



Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

A-197



Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys(COC;1H,3)-Tyr-Leu-NH, (BP497)

“jjw%ﬁrigw Ye¥Best

LTI Y Y

NH, NH, HN_ _Cy1Hap3

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area Height Area
# min [min [mAD* = malT] %
= | |—— | | == |
1 6.241 VE R 0.03%% 431.05203 157.88124 12.7336
2 7.245 VW R 0.0556 2954.10278 772.97687 B7.2664
Totals 3385.15482 930.85811
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HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area Height Area
# [min] [mim] [mAU* =] [mAT] %
= | m————— el | === | ————————— |- |
1 7.208 VE R 0.0804 1.37346e4 2568.37622 100.0000
Totals : 1.37346e4 25E68.37622
ESI-MS (m/2)
Intens?. +M3, 0.4-0.7min #{14-29)
«10 16461
3_
2] 8231
14
6765
0 . . S ; . ; . —hd, : . ;
400 G600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 miz
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HRMS (m/2)

A-200



Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

A-201



Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys(COCsH;)-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP498)

NJES\( AR jl( ¢ LA
LT A

(0]

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

Peak BetIime Iype Width Lrea Height Area
¥ [min] [min] [mAT*3] [mAT] %
e |- |-———— ] |
L 5.487 VE R 0.0464 148.45491 45.10777 1.01&0
2 6.149 VW R 0.0632 1.10937e4 2578.84717 75.9247
3 6.340 VW E 0.0510 902.%966%92 250.56B6E £.1790
4 6.634 BV R 0.0567 2112.34912 3S528.10651 14.456%
o 6.785 VW E 0.048% 152.863356 43.54723 1.0446
G T.551 VW 0.0518 201.330351 57.53705 1.377%
Totals 1.46114e4 3503.71439

A-202

Hz



Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

"DADT D, Sig=220.4 Ref=380,100 (CUsers\wu._IPPS0 2013-05-10 1446-50'2018-05-10-P2-A7-BP403 p 45 T 22 D) - DADI D, 5
mALl ] =
. b
2500
2000
1500
1000
500
04 — — ____F...||Ll._|_. - — - ——
] |
500
1000}
T T T T T T T T T T T T T T T
2 4 B ] 10 12 i
Peak BetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAT*s] [mALT] %
- | |
1 6.117 BV RE 0.0755 1.51550ed4 28573.04297 100.0000
Totals : 1.51550=4 2573.042597
ESI-MS (m/z)
Intens?; +MS, 0.3-0.8min #12-44)
w1074 18331
0.84
0.6
1 7er.0
0.44
0.29
8356 1670.1
6205 J 9987 1111.8 {2309 1405.0 l
0.0+ . ; e p e T e Jla-~ oo e —
200 400 00 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys(COC3H;)-Tyr-Leu-NH, (BP499)

Ny
D e I,
LT T Y

HN\n/\/

(0]
HPLC del cru del péptid (A=220 nm)
Peak RetTime Type Width Lrea Height Area
= [min [min [mAT*3] mAlT] %
el e |- |-—————— ] I
1 S.866 VE R 0.0443 5598.51953 184%,33667 77.543%
2 6.050 BE 0.0433 476.38898 162.94824 6.6261
3 6.213 EB 0.03%) 849.00946 325.78500 11.7594
4 6.313 BV 0.0370 90.36411 37.69422 1.2516
3 7.573 BVE 0.07ed4 203.52594 36.29560 2.8190
Totals 7219.80802 2416.05974
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ptids antimicrobians derivats de BP100

HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

2500

2000

1500

1000

500

"DADT D, Sig=Z20.4 Ref=360,100 (C\Users'u._IPPS0 2013-04-30 12-20-18\2018-04-30-P2-C3-BP400 p 22 £.38.0) - DAD1 D, 5i

-500

-1000 3

Y

wr
i

-_,_._.-'I |

T
2

T
4

cn—

oo—|

i)

Peak BetTime Type

g

Width
[mim]

.B52 BV R

0.0617

ESI-MS (

Lrea
[mAUxs]

m/z)

Intens.
x108

520.3
i

701.8

T66.8

+M3, 0.4-0.Vmin #{18-33)
15324

1691.1
i

1000

1400

1600 miz
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Lys(COC;1H3)-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP500)

NJB\N JLNWNJB\W ¢ t

XOX uoo \_Y

C11H23

ZI

HPLC del cru del peptid (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Lrea Height Lre
¥ [min] [min] [mAT*s] [mAIT] %

L 4.88% BV R 0.0428 573.9%8651 192.62531 2.2259
2 5.177 VB 0.0478 194.40025 26.93281 0.753%
3 5.445 VB R 0.0522 155.32454 41.03380 0.6023
4 S.683 BV 0.0402 B8.5%4359 32.2064 0.344%
5 5.724 VB 0.0343 124.03711 S2.92344 0.4810
& 6.037 BV R 0.0531 4459.1142¢ 1236.56287 17.2920
7 6.1%1 VB E 0.0551 397.45881 102.388657 1.5413
3 ©.820 BV R 0.09e0 1.77881led4 2804.05855 &3.9804
9 7.012 VW E 0.0503 1283.47070 371.63638 4.9772
10 7.3% BB 0.0442 159.22202 52.831e7 0.6174
11 7.501 BV 0.0502 202.72234 65.27903 0.78el
12 7.550 VB 0.0532 360.4103 97.30477 1.3597¢6
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

"DADT O, Sig=220.4 Rer=360,100 (Collsesu_IPPS0 2013-05-10 1446-50'2015-05-10-F2-05-BP500 p47 1.40.0) - DADT O, 5
mAL 5
2500 - L
2000 ]
1500
1000
500 .
i o IR S o
1 !
-500
-1000 - — T T T LI — LI —
Z 4 fi B 10 12 |
Peak BetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min [mAT*3] mAlT] %
el e |-— - |-
1 .75 BV RE 0.0854 1.51cBled 2 43701 100.0000
Totals : 1.51c81led Z2E5BE.43701
ESI-MS (m/z)
Intens. ] +M3, 0.5-1.0min #(20-43)
S_
44
3_
554 4
2_
1]
0 3ra 1661.2
. 269.0 10003 11948 13844 15402 |, 17944
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-His-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COC3H5)-Leu-NH, (BP501)

NH, /\)J\NH

NH,
H T v Ho$
N N N N N
\H Y \ /w o X ¢} Y
NH,
HPLC del cru del péptid (A=220 nm)
Peak RetTims Type Width Lrea Height Lrea
1 [min] [min] [mEU*s] [mau] %
——————————— e il Bl Bttt Eiet
1 4.613 vww R 0.0305 5811.38135 1675.55383 74.5562
2 4.855 BV 0.0428 319.7%245 107.12914 4.1027
3 4.907 VB 0.0311 B6.19245 41.71175 1.1058
4 5.485 w R 0.0561 1115.45455% 282.46628 14.3106
5 7.558 VB 0.0567 172.1¢484 43.98072 2.2088
& 11.015 BB 0.0831 285.64175 48.13611 3.715%
Totals : T7794.62743 2195.03782

A-212



Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

*DAD1 D, Sig=220,4 Ref=360,100 (C\Users\w..IPP30 2018-05-09 19-27-22\2018-05-09-P2-C3-BP501 p48 124.D) - DAD1 D, Si
-
mAl ] %
4 kil
2000
150[]—-
1000
500
0 'If\ L -]
500
-1000 |
L T T T L— T T T T T L— T T T T T T T LR T T
2 4 3] 8 10 12 mi
Peak RetTims Typs Width Lrea Height Lrea
¥ [min] [min] [mEU*s5] [maT] %
———————— | === === | === | m = | m
1 4.627 vw R 0.0567 8820.3476€6 2305.1203¢ 100.0000
Totals 8830.34766 23053.1203¢
ESI-MS (m/2)
Intens. ] +MS, 0.5-0.7min #{20-33)
x 744.6
15
14881
1.0+
05 4967 1646.0
659.5 918.7 1031.8 11430 1421.0 17830 19179
0.0 . v J. illlllln . hi P y ; rok " " . II - .
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-His-Lys(COC3H;)-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP502)

ME Yes! E LG,

T AT
AR

ZT

P
4< o o
T

P4

I

N

NH;

(@)

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

Peak RetTims Typs Width Lrea Height Lrea
t [min] [min] [mAU*=] [mAu] %
-l i | === | ===
1 4.876 VW R 0.0819%9 1.71988=4 3142.53%06 66.1217
2 3.156 W E 0.0640 1604.14746 334.494¢0 BE.1672
3 3.606 VW R 0.0534 3361.935330 883.103%4 12.%9251
1 3.794 VB E 0.0697 357.15&04 68.64326 1.3731
5 7.482 BV 0.0603 2B83.18814 69.80135 1.0887
<] 7.249 vV 0.0528 459.0911% 128.238%23 1.7650
7 7.605 VB 0.0365 114.81831 46.93065 0.4414
8 10.%30 BV 0.0661 771.8685% 183.41315 2.9675
5 11.012 VB 0.0660 1859.85132 417.45279 7.1503
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

*DAD1 D, Sig=2204 Ref=360,100 (C:\Users\u...IPPS0 2018-05-10 14-46-56\2018-05-10-P1-E5-BP502 p.50 f.29.D) - DAD1 D, Si
mAU ] @
4 =]
] -
2500 -]
2000
1500 ]
1000
500 ‘
D___ - o |._I —_— S
I
500
-1000
2 4 5 8 10 12 mir
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [maU] %
e el el e |- | ——=————- |
1 4,919 BV R 0.0e31 1.26%c4=s4 2954.,55483 100.0000
Totals : 1.26%64=4 2954.95483
ESI-MS (m/z)
Intens. +M3, 0.5-1.1min #{21-48)
x1057
7621
0.8
0.6
0.4+
] 508.4
0.2 15451
6155
355.1 ”
0.0 PP el Ly . call IJ..u.l.l.LL Ly o e 11[‘315 . . . 1GB|21 ;
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 m/z
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HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-D-Lys(COC3H5)-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP503)

WLMW;E VAV

ZT

\:)(:J)\NHZ
Y

NH, NH;

O

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

Peak BetTime Iype Width Lrea Height Ay

¥ [min [min [mAT=3] mAlT] %
el e |- |- I
1 5.247 BB 0.0424 324.39715% 110.0 11165 1.4202
2 5.831 VW R 0.0785 1.603%5e4 3147.60254 70,2225
3 6.049 VE E 0.0508 1952.62183 557.8716% 8.5488
4 6.3l VB 0.0423 177.3434¢ £0.24075 0.7764
5 6.489 BV R 0.04%3 3337.57983 991.46075 14.6122
G 6.365 VB E 0.02%2 161.5B295 B4.35044 0.7074
7 6.651 BB 0.0375 193.79315 79%.21914 0.64684
3 7.45%5 BV 0.0480 257. &7 17 1.1270
9 T.587 VW E  0.0538 39g6. 7 1.7370
Totals : 2.2B410=4
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Annex: Lipopéptids antimicrobians derivats de BP100

HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

"DAD D, Sig=Z20.4 Ref=360,100 {C:\sersu... LIPPS0 2018-05-03 12-23-28:2018-05-03-P1-F2-BP503 p41 £30.0) - DAD1 D, Si

mALl =
4 -]
4 " e
2000
1500
1000
500 4
IZI—-— -.("— | | L
500
1000
T T T T T T
2 4 B B 10 12 -
Peak BetTime Type Width Lrea Height Ares
£ [min [min]  [mAU*s] mAT] :
SR Y R - [
1 5.874 VW E 0.0520 8544.11035 Z242%.77344 100.0000
Totals B544.11035 2425,.77344
ESI-MS (m/z)
Intens._ +M3, 0.4-0.8min #{17-34)
x108 7671
20
15551
1.5-
1.0
511.8
0.5
6205
oo 77020 |l ga57 9988 11118 a0
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

2 Lipopeéptids conjugats derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COC3H;)-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-
Leu-NH, (BP387-BP16)

E bbb m@&@m@

o J RoWRY

NH? NHz NHz NHz

24
Wl

[

£

&
e
=)
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

A-222

HPLC del cru del peptid (A=220 nm)

Peak FetTime Type
¥ [min]
| I

1 T.414 VW E
2 7.599% vw E
3 T.870 vww R
4 B.566 VB E

Totals :

wWidth
[min]

oo oo

.098E
L1476
- 10ED
. 1614

Area Height Area
[mAau=s] [mA] %
| I
234.8281% 34.00100
432.53186 41.50467
£700.£28%1 920.89063
1039.22131 BB.90380 12.2301
8497.21027 10B5.30010

HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Feak RetTime Type
¥ [min]
| I

1 T.931 VW R

Totals :

wWidth Area Height Area
[min] [mAU=*s] [mAL] %
| | I
0.122% 7451.105% B3&6.&64624 100.0000
T451.105%6 B3&.E4624
ESI-MS (m/z)




Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

Intens.
x107

0.5

0.0-

+M3, 0.4-0.7min #(17-32)

14595
9730
730.0
584.2
873.7 1208.5
VU FAPTIRE FO e s _.“L_A_IJ._.A_MUJ,L.‘;LT___,.____.,._ —
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle -Lys(COC3H;) -Lys-Tyr-
Leu-NH, (BP16-BP387)

o
NH, NHa NH, NHa NH, HNJ\/\
OH
o} b © Y O b uw © b N O b ¥ o hw yw © o
)LN N\_)LN N\.)LN N\_)LN N\.)LN N\_)LN N\.)LN N\_)LN N\.)LN N\_)LN N\.)LN N\.)LNHZ
TR T T T TAT T
NH NH N

2 2 NH

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

Peak RetTime Type Width Area Height

Are
b [min] min [mAU*S mAl] %
| | |
7.09E6 BV 0.1593 155.87700 13.24885 3.035%&
2 £39 BYV 0.1395 126.01979 12.51 2.4%a
3 9w 0.1518 4853.1210% 23.13%4 94.5103
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Peak RetTime Type Width Area Height Area
¥ [min [min] [mAT*5] [mAL] %
| | |
378 BB 1739 B7B5.17285 E70.54340 100.0000
Totals BTB5.17285 6£70.54340
ESI-MS (m/z)
Intens. | +MS, 0.4-0.7min #17-31)
¥107
1459.0
2.04
9733
1.54
7301
1.04
051 584.2
00 ; . g 200 1 M ; L JLL . .
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COCzH;)-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-
Leu-NH, (BP387-BP100)

HPLC del cru del péeptid (A=220 nm)
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/2)
Intenss. +MS, 0.5-0.Tmin #{24-32)
10 1477.0
3 .
2 -
1
10p32 11157
12759
Lt 2032.1 21887 23607 24836

1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 miz

D.
1000
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COCsH;)-Lys-Tyr-
Leu-NH, (BP100-BP387)

! m&m En G &Eﬁ &H

o

NHZ NH2 NHZ NH NH

[
=

U
0
1]
L v ®
Y

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

Iritens.
¥10°
5.

HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/2)

A-234

1488.0

1400

alalo

+MS, 0.5=0.7min #{ 24-36)

2088.2 2184322712 24068 2457 1
e Ariat

1600

18088 18065

1800

2004
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T
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COC3H;)-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-

AN A

Tyr-Leu-NH, (BP474-BP143)

NH, NH,
(e} " (¢} W e} " (o} "
N N N N
M, A N Ay
H Z H H Z H
[¢] \ o o \ o
NH, NH;

N NH NH. NH.
E(A\// 2 2 2
[
1] ()
Y
Y
HPLC del cru del péptid (A=220 nm)
Peak RetTime Type Width Lrea Height Erea
# [min] [mim] [mA0*s] [mAIT] %
e |- el |
1 6.282 BB 0.0544 Z200.26265 53.83027 1.2485
Z 6.479 BB 10665 176.25700 35.7B355 1.0988
3 6.641 B 1.0555 278.69%397 TE.4462% 1.737
4 7.915 BB 1.1026 1.32033=4 1910.04736 B82.3102
5 2.877 BB 0.096% 2182.,36855 336.84186 13.g052
Totals : 1.6040% =4 2415.94934
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

"DADT D, Sig=220.4 Ref=350,100 (C-Users\u._.a LIPPS0 2018-10-01 13-13-32'2018-10-01-P2-A2-BP504p148 50.0) - DADT D, &
mAl | B
1500
1000
500 |
i M o . —
-500+
T T T T T T T T T
2 4 B B 10 12 iy
Peak BetTime Type Width Lrea Height LArea
# [min] [min] [mAT*3] [mAI] %
-l
1 7.%936 VW R 0,1015 1.221e0ed4 1793.17578 100,.0000
Totals 1.221e0e4  1793.17578
ESI-MS (m/z)
Intensé +M5, 0.4-0.7min #(15-30)
E.
5913 1477.0
4
2.
4929 665.7
8870 M77.9 12919
1} T iy o ML pie ey v T
200 400 GO0 800 1000 1200 1400 1600 1800 m/z
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HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COCzH5)-Lys-
Tyr-Leu-NH, (BP143-BP474)

NH, NH,

HPLC del cru del péeptid (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Ares Height Area
# min [min [mAT* = mAll] %

- |- |—
1 5.201 VW R 0.0462 284.82236 87.07029 2.1150
2 6.573 BV 0.0765 220.08604 45. 41225 1.6343
3 6.810 VE 0.0887 T718.65118 112.18520 5.3366
4 7.195 BV R 0.1425 7T68.39307 £9.24736 5.7059
] 7.891 W R 0.1294 9713.23535 1095.75525 72.1287
& §.237 VE E 0.1020 951.14130 132.14522 7.06320
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

"DADT D, Sig=220.4 Ref=3580,100 (C:\Users\u. . LIPPS0 2013-01-08 12-37-241201801-03-P1-E8-143474p107 32.0) - DAD1 D, Si
Morm. ]
300
800 |
400 |
200 ||
i I
- | !
- _]m. o . i B -_—
200
1 I
400
500
- T T T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T
2 4 1] B 10 12 i
Peak BetTime Type Width Lrea Height LEres
$ [min] [min] [mAl*s] [m&IT] 3
- | ]
1 7.%% HHR 0.1438 8605.06152 810.70532 100.0000
Totals : 8605.06152 #10.70532
ESI-MS (m/2)
Intens, #MS, 0.4-0.7min #{17-29)
x104
4_
1476.6
3-
2-
2852 1
1_
. 13621 |h“ ) 2044.7 2215.0 24707 26106 27239
1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 miz

A-242



Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Lys(COCzH5)-Lys-Tyr-Leu-Arg-lle-Asn-Ser-Ala-Lys-Asp-Asp-Ala-Ala-
Gly-Leu-GIn-lle-Ala-OH (BP387-fIg15)

H2N NH

ME 4% A s b e e

NHZ NH2 NHZ NH2

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

Peak B=tTime Type Width Lrea Height Area
¥ [min [min] [mAT%s] mAIT] ]
el |-l | -———— |
1 1247 355.84882 40.41503 4.T7876
2 752 5232.85791 936.0285 70.4024
3 629 119.0€9&0 27.30922 1.602
4 922 1725 476 287.6377 23.2081
Totals : T432.78108 1271.39145
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/2)
IndenE. 1 +M3, 0.5-0.3min #(2-18}
x107]
] 15375
1.5:
1 1025.3
1.01
054
1 TE2.5
72 9579
UDI - -..J._I.J_._I.- E.?i. Eu. A I"'." i P 1‘3|l5.€""." . ..Jll. 1?:,1.E'ﬁ 18855
) a0 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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HRMS (m/2)
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

Ac-Arg-lle-Asn-Ser-Ala-Lys-Asp-Asp-Ala-Ala-Gly-Leu-GIn-lle-Ala-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-
Lys(COC3H;)-Lys-Tyr-Leu-NH, (flg15-BP387)
)Lé f;JJWJK;JJWerukugw‘i”grJ{JQEJ{J{JQEJW

RO YW\/W

NHZ NHQ

E
@H

-]

ml

i
@DNH

= &l
=

N

= E
N [

HPLC del cru del péeptid (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Ares Height Area
# [min] [min [mAT* = [mAl] %

- | = |-
1 6.225 BV E 0.0670 1236.57361 248.65964 6.2236
2 £.344 VW R 0.0752 1.37758ed4 2773.43433 £9.3333
3 £.532 VB E 0.0582 1106.0618% 285.68558 5.5668
4 6.859 BV R 0.0750 3268.27661 6&81.10583 16,4492
] £.989 VE E 0.0847 482.24747 BE.90224 2.4271
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAT] %
Il R e R [ [ === === I
1 6.255 VW E 0.0724 496.30545 100.95900 3.6633
2 6.346 VB R 0.0768 1.30517ed4 2504.88135 96.3367
ESI-MS (m/z)
Intens. +M5, 0.5-0.8min #{25-37)
x107
25
1025.0
207 769.2
151 1536.9
1.07 6155
0.5
12368
0.0 bbb T
200 750 1000 1250 1500 1730 2000 2250 2500 2730 .
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HRMS (m/2)

A-251



Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

A-252



Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COCsH;)-Leu-Arg-lle-Asn-Ser-Ala-Lys-Asp-Asp-Ala-
Ala-Gly-Leu-Glin-lle-Ala-OH (BP475-flg15)

/\)CLNH HoN . NH
NH, NH, ZH\Nf ) . o
H%YHO§%YHO¢OHLHOB\(HO¢NEO Hoﬁg“o " HOgHO
\H g H/ ™ H/ Yo o W\ b TN
@
®
:

il

DS
et

o,

]

= Eaaﬁ

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area =
3 [min] [min] [mAT*5] [mal] %
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Annex: Lipopéptids conjugats derivats de BP100

HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

"DADT O, Sig=220,4 Ref=360,100 (CAUsers\u._da LIPPS0 2019-04-08 22-12-282018-04-08-F 1-B1-BP514p215 B.0) - DAD1 D, S
Mormn. _] -4
00 | ‘
400 ‘
200 - ‘
] | |I
o J A i
i ,llr T - —
2001 F
T T T T T T
2 4 B 8 10 12 mirf
Peak BetTime Type Width Lrea Height Arca
% [min] [mim] [mAO%s] [mal] %
-
1 6.034 BB 0.0976 5274.44629 7T36.12421 100.0000
Totals : 5274.44629 736.12421
ESI-MS (m/z)
Intens. | +MS, 0,3-0.8min #(11-33)
w107
15124
0.5 1008.7
0.6
0.4 756.8
0.2
T06.2 BE0.8 L .Ij
0.0 ' dok .I] AL ial_n. l oL l IL " . b I.L. i . . .
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HRMS (m/2)
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Ac-Arg-lle-Asn-Ser-Ala-Lys-Asp-Asp-Ala-Ala-Gly-Leu-GIn-lle-Ala-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-
Leu-Lys-Lys(COC3H;)-Leu-NH; (flg15-BP475)

HZNYNH

3
NH ° ° O NH, /@
0 - NHz o b 0 SHO - b 0 - - w o X o - Yy o w ©
)kN N\)LN N\*N%{NJN N\*N%{"%NWN\AN N\*N%{N%N N\,)LN/H(N\,*N N\)kN N\)LN N\,)kNHQ
it E ER ER ER E S E ES O E R ER z
o YOH o = ) ) Y o \H o

NH, Hy NH, NH,

HPLC del cru del péeptid (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area Height Ar

¥ [min] [min] [mAT=5] [mAlT] £
e e |- |-———— ] |

1 67.14594 10.98732 3.5175

2 1 1452.93237 367.75342 7&.1111

3 125.3819¢& 24,7040 6.5681

4 263.50095 54.45255 13.803
‘otals 1908.%6211 457.89738
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HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

"DADT D, Sig=220.4 Ref=250,100 (CiUsersw..a LIPFS0 2010-05-12 120320201005 13 P2 B4 BP237p124 25.0) - DADT O, &
mAl ] =
1200
1200
1000
200
800
<00
200
4 k= |
] j |
1 AN ]
0] — 1 _ ——
L T T T T T T
2 4 i E 10 12 e
Peak RetTime Type Width Area Height Lrea
£ [min] [min] [mAU=5] [MEU] %
- -
1 6.670 HH 0.0798 2ZBE.50366 4%,635E8 3.2581
2 6.7%0 HH 0.089%94 8566.53027 14B2.00330 96.741%
Totals 8855.03394 1531.63918
ESI-MS (m/2)
Intens. | +MS, 0,40, Srmin #(2-31 )
¥1077
1 10084
2.0
| TEE.5
1.5 15119
1.0
1 605.5
0.5
(114 [ — ...._'_LL.,_._ T T N S — . - . . . - —
a0 B0 1000 1200 1400 1600 1800 2000 200 2400 miz
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HRMS (m/2)
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Ac-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COCzH;)-Leu-Tyr-Gly-lle-His-Thr-His-NH, (BP475-

Pip1)

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width LArea Height Are=a
i [min] [min] [mAlT*a] [mAIT] %
-———=| - e e |- I
1 6.04¢ HH 0.0558 187.42612 46.719E1 4,4582
Z 6.1%% HH 0.0524 J77.7858% 253.76959% Z21.0107
3 ©.285 HH 0.0536 2392.32471 655.82097 57.2626
4 ©.82% HH 0.0578 185.41014 47.2657T0 4,43870
5 ©.8%7 HH 0.06€2 534.86603 115.04214 12.B025
Totals : 4177.81233 1118.41822
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HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

"DADT D, Sig=2204 Ref=360,100 (C:\Users\u._.a LIPPS0 2019-02-05 17-25-22'2018-02-05-P1-F2-BEP516p 188 31.0) - DAD1 D, 5i
mAl ] 2
o
9 L&)
2000+
1500
1000 H
500
] |
U ||
] I
-500
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 4 & B 10 12 miir}
Peak RetTime Type Width LArea Height Aresa
# [min] [min] [mAT* 5] [mATT] £
-
1 6.279 VB B 0.06% 1.02472=4 2232.45753 100.0000
Totals : 1.02472e4 2232.45753
ESI-MS (m/z)
Inten-ss. +MS, 0.5-0.7min #{13-21)
w102 | I
7365 1104.3
E_
4_
222935
2.
| L 14905 23855
0 . ..-..d.allh LI.IJ.I- . v N Lo r "
500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 25800 2750 miz
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HRMS (m/2)
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Ac-Tyr-Gly-lle-His-Thr-His-Lys-Lys-Leu-D-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Lys(COCsH;)-Leu-NH, (Pip1-
BP475)

N;\NH N;\NH /@
PP G A, Jm o

Loy T

I

%
>
AN

YT

5 9@
=
[:1 Ii! iil iii

HPLC del cru del péptid (A=220 nm)

Peak RetTime Type Width Area Height Area
¥ [min [min [mAT*s] mAalT] %
- = |-——-———- [————— |
1 5.460 BV E 0.0543 155.50812 42,8091 3.2800
2 5.563 VB R 0.0500 4079.53809 1221.27478 85&6.0445%
3 6.253 VB R 0.0834 G50g.12424 B2.64986 10.g8751
Totals : 4741.17145 1346.83375
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HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

"DADT D, S5ig=220 4 Ref=350,100 (C:\Users\u._a LIPPS0 2019-03-05 17-34-50'2018-03-05-P 1-C5-BP515p203 47.0) - DAD1 D. Si
mAL
2500 %
2000
1500
1000 +
500
: J||.
] —1|“'\- —— —]
500
T T T T T T
2 4 B B 10 12 miry
Peak BetTime Iype Width Lrea Height Erea
# [min] [min] [mAT*3] [mAIT] %
e |- |- |
1 5.553 VW R 0.0551 9212.02441 2550.51538 100, 0000
Totals 9212.02441 2550.51538
ESI-MS (m/z)
Intens, +M5, 0.5-0.9min #({15-36)
w104
7365
B -
E -
1104.3
4.
21 2245.4
9308 1444 4 16711 i 2410.9
0 i : : A -
G600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 miz
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HRMS (m/2)
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3 Peptids conjugats de BP100 amb pesticides convencionals

Peptidil resina H-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-lle-Leu-Lys(Boc)-Tyr('Bu)-Leu-NH-

}Nm){mw@

LSRR G o

NH2 BP100

Rink-MBHA (6a)

HPLC del cru del peptid (A=220 nm)

*DAD1 D, Sig=220.4 Ref=350,100 (C\Users\u._. 2017-02-13 02-0B8-23\Estabilitat 2017-09-13-P2-A1-BF100 10.D) - DAD1 D. 5i
mAL 5
4 &
500 T
400+
200
|:|—__I I\._ e . A — - I S S
N e
-200
400
-800 +
T T T T T T T T T T
2 4 B B 10 12 iy
Peak BetTime TIype Width Lrea Height BEres
3 [mi [mim [mAT*a] mAIT] %
——| = |- |- |
1 5.020 HH 0.0430 1997.%7229 ©65.5B813 100.0000
Totals 1997.97229 66£5.5BE813
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Peptidil resina H-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-lle-Leu-Lys(Boc)-Tyr('Bu)-Leu-NH-
Rink-ChemMatrix (6b)

3%¢¢¢§¢ﬁ 4@ .

oY G,

NH2 BP100

HPLC del cru del peptid (A=220 nm)

"DAD1 D, Sig=2204 Ref=360,100 (C:\Users'u._.minada LIPPS0 2013-4-26 14-11-2002019-04-20-P1-A2-8P1004.0) - DAD1 D, 5i
mAL =
800 4 2

B

=]

=]
1

200

-200

-400

-000

L]
4]
o
oo
—
[=]
-

mny

Peak BetTime Type Width Lrea Height LEre
3 [min] [min] [mAU*s] [mAIT] %
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Sintesi del péeptid conjugat BP524a/b

4-Hidrazino-benzoat-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-lle-Leu-Lys(Boc)-Tyr(‘Bu)-Leu-
NH-Rink-ChemMatrix (10)

HPLC del cru del péeptid (A=220 nm)

"DAD1 D, Sig=220.4 Ref=380,100 (C:\Users\u._.50 2018-03-22 00-13-002018-03-22-P2-D1-2min HBA-BP 100p208_D) - DAD1 D, 5
mAl | 3
400
200+
J = o
- \ o 0
P | o |".§
04— ™ — L AT— —— - . .
-200
-100+
-300 -
T T T T T T T T T T
2 4 i B i0 12 i
Peak BetTime Type Width Lrea Height Lrea
£ [min] [mim] [mAT%s] [mall] %
———| - e e |—— I
1 5.750 BV R 455.18484 73.947
2 &.071L VB E 38.2565% 3.0877
3 6.860 VW R 54.17215 13.7923
4 7.035 VB 21.69952 4.173
Totals 2527.60096 605.3131
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Peéptid conjugat BP524a/b

)—NH NH, NH, NH BP524a

FNH NH, NH, NH,

BP524b

HPLC del cru de reaccié (A=220 nm)

Peak RetTime Type Width Lrea Height Area
# [min] [mimn] [mAU=s] [mAIT] %
-
1 5.311 BH 0.0645 118.94523 25.48117 3.4840
2 5.4%2 HH 0.0547 1394.14307 380.81433 40.8352
3 5.725 HH 0.057 497.05630 12E6.50564 14.55%1
4 5.81% HH a. 126.68131 34,90557 3.7106
5 6.370 HH a. 177.074148 32.89902 5.1866
& 6.7% HH a. 919.40588 24B.13550 26.925%
7 6.95%3 HH a. 180.76402 25.0%94ce 5.2947
Totals : 3414.07001 873.6158%
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HPLC del

peptid purificat (A=220 nm)

"DAD1 D, Sig=220 4 Ref=305,100 {C:\Wsersiu... 201840513 1308400 20120512 P2-C1-str- HEA-BP 100124 81.0) - DAD1 D, 5i

mAL 5
1730
1500
1250
1000
750 -
500
250 4 8
_ w
: W
U—:—‘uf‘—-—— e —_— — —
h T T T T T
b 4 g g 10 12 e
Peak B=tTime Type Width LArea Height Area
% [min] [min [mAU%s] [mAlT] %
-
1 5.321 HV E 0.0552 519.3291& 134.01973 5.B481
2 5.497 VW R 0.0687 8360.%3852 1%24,7984€ 94.1518
Totals 8880.2E569 2058.81819
ESI-MS (m/2)
Intens. #MS, 0.4-0.7min #{11-25)
%105
1060.7
7074
&
4_
2.
21203
1314'914;;21 1
o4 g1 1, “ TR 15-’:?"0 i i :
500 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400  miz
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HRMS (m/2)
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FT-IR (neat) v (cm™)
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UVv/VvIS

3,5

| \
2,5

Abs

Ial
A VA

N
0 N

190 240 290 340 3?0 440 490
A(nm
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Bz-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH, (BP103)

NH,

HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

*DAD1 D, Sig=2204 Ref=385,100 (C:\Users\u... 2018-05-13 13-08-492018-05-13P2-C5-=tr-HBA-BP100p124 25.0) - DAD1 D, 5i
— ¥
mAL ] i
1600 ]
1400
1200
1000
800
500
400
200 |
] \
o1 — A
L T T T T T T T T
2 4 g B 10 12 mir]
Peak BetTime Type Width Lrea Height Erea
¥ [min [min [mAT*s] mATT] %
———— | m————- | === | - | ————————— | |
1 6.7%5 HH 0.0633 7129,49219 1720.85864 100.0000
Totals : 7129.4%219 1720.85E604
ESI-MS (m/2)
Intens. +MS, 0.4-0.7min #{13-30)
¥1057
T63.0
1.0
0.8+
0.6
0.4+
5090
0.2+
b7 1547.0
7 g2 :
L .Ul 9998 11208 1292.9 {
R ittt bt . . - :
200 400 G600 B0o0 1000 1200 1400 1600 1800 m/z
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Intens. -
xio4
0.8
0.6

0.4+

02

1

1416.0

1406.2

14748 q4038 ﬂh
0.0-hikad -MMMMMMHJM»MM |
400 1450 1500 1550

14440

1% 1+
1526.0 45470

+MS, 0.4-0.6min #(13-26). Background Subtracted

1578.9 1601 216162 1650.7
1680 m/z

x10%
1.2

1.0
0.8
0.6
0.4

0.2

0.0

413.1439.2

3+

509,

")

0

5272

e

647.4
5749 9068 sar.8
ba d I.L;*I i N

. +MS, 0.4-0.6min #{13-26), Background Subtracted
+
T63.0

400
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UVv/VviIS

3,5

2,5

Abs
N
mm—

\A
1 R
0,5

190 240 290 340 3‘)90 440 490 540 590
A(nm
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Péptid conjugat contenint BP100 i un derivat de valifenalat

ettt s
R,

o/ Q.

NH, NH,

NH,

HPLC del cru del peptid (A=220 nm)

Peak BetTime Iype Width Lrea Height Area
¥ [min] [min] [mAT*3] [mAIT] %
———=| - |- |- I
1 6.112 HH 0.066% B807.21027 177.99796 6.9877
2 6.717 HH 0.0754 215.48122 41,.62E868 1.8653
3 G.%49 HH 0,0853 201.55014 32.97371 1.7448
4 7.620 HH 0.0728 Z212.467&2 44,41597 1.8353
5 7.805 HH 0.091% 9272.07227 1525.09839% 80.2652
G 2.143 HH 0.094 45901080 £%.85867 3.9735
7 E.51¢ HH 0.1108 3E84.00699 4%,91442 3.3242
Totals 1.15518=4 1541.889E1
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

Peak BetTime Iype Width Area Height Area
% [min] [mim] [mAT*5] [mAlT] %
e |- |-————— I
1 7.835 HH 0.1051 1.82064ed4 Z2383.31348 100.0000
Totals l.52064e4 2383.31348
ESI-MS (m/z)
Intens, +M3, 0.4-0.8min #(8-14)
w1081
940.2
1.254
1.004
G27.4
0.754
0.504
0254
. 750.5 8755 lL 1158.61258.7 1?'::2'0
0.00 bada, P el - v T T T T
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 miz
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HRMS (m/2)
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Sintesi del péeptid conjugat BP493 contenint BP100 i un derivat de quinoxifén

2-(3,5-Dicloroanilinometilen)malonat de dietil (14)
(¢]]
O
of Njko/\
H
O O
N
14

FT-IR (neat) v (cm™)
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ESI (m/z)

|I1Ell'r5._ +W1S, 0,4-0. 7rnim #(37-61
wio®

1.54

1.0

4151

| } l S5 BET.0
- 1191 - B
1 1 A 1714 al . l I- S B T Y. W I
100 200 300 400 500 600 700 iz

Intenes. 1 +W5, 0.4-0.7rmin #3761
wih) 285.0

1.5

3320

0.5

363

n.c‘. B T }[ Jiﬂ.zzé-ﬁ ,LL.,

3| 0 30 400 mi=
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'H-RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm)

COSY (400 MHz, CDCl3) & (ppm)
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13C.RMN (100 MHz, CDCl3) & (ppm)

HMBC (400 MHz, CDCl3) & (ppm)
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HSQC (400 MHz, CDCls) 6 (ppm)

A-288



Annex: Lipopéptids conjugats de BP100 amb pesticides convencionals

5,7-Dicloro-4-oxo-quinolina-3-carboxilat d’etil (15)

cl o O

jsona
Cl N

H
15
-1
FT-IRv (cm™)
ESI (m/2)
Intens. +MS, 0,3-0.6min #(28-56)
x10%
4 286.0
3
2]
H 2579 | a0e.2
102.2 h [ 725 Sat8
0 - kLA e 25 A . .
100 200 300 400 S00 &800 Ta0 Mz
Intens. +MS, 0.3-0.8min #(25-54). Background Subtracted
%105 286.0
3]
2.
11 2399 2579 3092
. . b .h iy . . . .
200 220 240 260 280 300 320 340 360 MZ
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'H-RMN (400 MHz, CF3CO,D) 6 (ppm)

13C-.RMN (100 MHz, CF3CO,D) & (ppm)
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HMBC (400 MHz, CF3CO,D) & (ppm)
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HSQC (400 MHz, CF;CO,D) 6 (ppm)
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5,7-Dicloro-4-(4-fluorofenoxi)quinolina-3-carboxilat d’etil (17)

L
(0]
Cl O
N o
Z
Cl N
17
-1
FT-IRv (cm™)
ESI (m/2)
Inten'-sE-.S +MS, 0.5-0.7min #{35-55)
3109 380.1
25
2.0+
1.5
1.0
0.54
0.0 s L o e ; :
250 200 350 400 450 500 m/z
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'H-RMN (400 MHz, CDCl5) & (ppm)

3C-RMN (100 MHz, CDCl3) & (ppm)
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HMBC (400 MHz, CDCls) 6 (ppm)

-

Espectre 2D 1H-13C HMBC Optimitzat 8 Hz eb0088a8 RAORQ4pT7l1 CDCL3

L Ly |

100

- - - -120

AL

140

1
rif
Ha

160

]l.l.lj.l
.

T 1 T 1 1 T 1 1 T T 1 1 T 1 T 1 1 T T 180
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 ppm

HSQC (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm)

- oo

Espectre 2D 1H-13C HSQC eb00B8a8 AORQ4pur CDC13

100

e 60 120

140

T T T T T T
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 10 05 ppm
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Acid 5,7-dicloro-4-oxoquinolina-3-carboxilic (18)
ct o o

Joen,
Cl N

H
18

FT-IRv (cm™)
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ESI (m/z)

Imen;: 3, 0.4-0.Gmim #(30-47
xi 0‘1. TR

] 1160 158.9 o
: | ”“il'm 37114110 15881 g3zt Tosd
(i —.-M—«AL— s

100 200 300 400 500 500 700 B00 500 “miz
Intans. | +d5, 0.4-0.86min #(28-47), Background Subiracted
%l ':r|1 ol
4_
3_
2_
1 4
419 —
1 3260 3371 353.2
o
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'H-RMN (400 MHz, CF3CO,D) 6 (ppm)

13C_.RMN (100 MHz, CF3CO,D) & (ppm)
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HMBC (400 MHz, CF3CO,D) & (ppm)

Espectre 2D 1H-13C HMBC Optimitzat 8 Hz AORQGpT7 eb0474a28 TFA-d

I\ i, JWA ppm

E 80

E100

E110

- F120

130

E140

E150

E160

E170

180

12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 ppm

HSQC (400 MHz, CF3CO,D) & (ppm)
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Péptid conjugat BP493

NH, H,

w0n%¢¢£¢ﬁwév m

Iz

cl N 0~
H
NH,
BP493
HPLC del cru del péptid (A=220 nm)
Peak BetTime Type Width Area Height Area
# min [min [mAD* = mA] ]
- | |- - | —
1 E.450 BW R 0.0572 1.1723%=4 3096.43921 92.7031
2 6.6833 VW 0.0695 437.64508 87.30658 3.46086
3 £.796 VB E 0.0482 485.17157 156.54268 3.8364
Totals : 1.26467e4 3340.28847
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HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

Peak BetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAD* =] [mA] %
- | el |- | —=—— |- |
1 E.464 VE R 0.0542 1.07638e4 2974.743265 100.0000

Totals : 1.07638e4 2%74.74365

ESI-MS (m/z)

IrlBrrB.T +MW3, 0,5-0.7rmin #(21-37
X104 8315 1651.9

1.0
0.84

0.6+

0.2
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HRMS (m/2)
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4 Dehidroxiderivats de fengicines

C;H15CO-Glu-p-Orn-Tyr(&)-p-Thr-Glu-p-Val-Pro-GIn-p-Tyr-lle-& (BPC838)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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HRMS (m/2)
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'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg + D,0) 6 (ppm)
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COSY (400 MHz, DMSO-dg + D,0) & (ppm)
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TOCSY (400 MHz, DMSO-dg + D,0) 6 (ppm)
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C;H15CO-Glu-p-Orn-Tyr(&)-p-Ser-Glu-b-Val-Pro-GIn-p-Tyr-lle-& (BPC840)
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HPLC del cru del péptid (A=220 nm)
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A-312

Intens._
X108

1.01
0.81
0.61
0.4

0.21

0.0

Intens.
®o?

2.5

2.0

0.5

0.0

HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z, +)

+MS, 0.5-0.7min #(24-35)

13407

575.3
T T T T T J T - T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
ESI-MS (m/z, -)

-MS, 0.5-0.9min #(21-43)

13476
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz




Annex: Caracteritzaci6 de lipopéptids mitjangant RMN

HRMS (m/2)
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'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg + D,0) & (ppm)
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COSY (400 MHz, DMSO-dg + D,0) & (ppm)
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TOCSY (400 MHz, DMSO-dg + D,0) 6 (ppm)
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C;H15CO-Glu-D-Orn-Tyr(&)-p-Thr-Glu-p-Ala-Pro-GIn-p-Tyr-lle-& (BPC842)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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HRMS (m/2)
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'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds + D,0) & (ppm)
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COSY (400 MHz, DMSO-dg + D,0) & (ppm)
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TOCSY (400 MHz, DMSO-dg + D,0) 6 (ppm)
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C;H15CO-Glu-D-Orn-Tyr(&)-p-Ser-Glu-b-Ala-Pro-Gin-p-Tyr-lle-& (BPC844)
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HPLC del cru del péptid (A=220 nm)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)

ESI-MS (m/z, +)
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HRMS (m/2)
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'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg + D,0) 6 (ppm)

A-328



Annex: Caracteritzaci6 de lipopéptids mitjangant RMN

COSY (400 MHz, DMSO-dg + D,0) & (ppm)
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TOCSY (400 MHz, DMSO-dg + D,0) 6 (ppm)
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C11H,3CO-Glu-p-Orn-Tyr(&)-p-Thr-Glu-p-Val-Pro-GIn-b-Tyr-lle-& (BPC854)
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A-332

HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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HRMS (m/2)
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'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg + D,0) & (ppm)
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COSY (400 MHz, DMSO-dg + D,0) & (ppm)
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TOCSY (400 MHz, DMSO-dg + D,0) 6 (ppm)
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C15H31CO-Glu-p-Orn-Tyr(&)-p-Thr-Glu-p-Val-Pro-GIn-b-Tyr-lle-& (BPC856)
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HPLC del péptid purificat (A=220 nm)
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HRMS (m/2)
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'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg + D,0) & (ppm)
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COSY (400 MHz, DMSO-dg + D,0) & (ppm)
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TOCSY (400 MHz, DMSO-dg + D,0) 6 (ppm)
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5 Ciclolipopéptid biarilic 20 derivat de les arilomicines

C15H3;:CO-Lys-p-(NMe)Ser-p-Ala-Gly-(NMe)Tyr(3-&,4-Me)-Ala-Tyr(3-&,4-Me)-NH, (20)
OH
o o) O H o)
H : H | N
L W
H | S H o N %
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NH,

MeO OMe

HPLC del cru del peptid (A=220 nm)

o

No. | Temps retencio algada Area Area relativa

min mAU mAU min Yo
1 472 36,783 2536 250
2 507 18,858 1,295 1,28
3 519 13,202 0,862 0,85
4 5,30 33,732 2,082 2,06
5 539 19,164 0,935 0,92
6 5,50 14,431 1,028 101
7 579 22,899 2,255 222
8 6,01 68,334 7.377 727
] 6,34 35,026 3,826 377
10 8,36 77T a9.114 8,08
1" 8,69 368,226 51,588 50,85
12 895 110,767 10,765 10,61
13 10,13 41,158 7778 767

Total: 864,358 101.462 100,00
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A-344

HPLC del peptid purificat (A=220 nm)

No. | Temps retencio algada Area Area relativa
min mAU mAU min %
1 7,55 29,941 5,277 422
2 8,67 1103,636 119,757 95,78
Total: 1133577 125,034 100,00
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HRMS (m/2)
Intens. <8, 0.2-11.25 #{011)
x106
10506564
0.8
536.8225
0.6
0.41
0.21
363.8729 790.5421 il
0.0 u ST — L WY X ._._l_ o
200 400 00 200 1000 1200 1400 1600 1800 2000 miz
intens. | <8, 021125 #0-11)
x10 10506564
|
0.8 ‘
06 1051(5594
| ||
0.44 | | ||
|
02 | | | 10626515
[ I JJ\ 1053.6643 40y ccce
i l‘_ J' 1 )r .
00 C5EHETNOOTTH, M 105066
20001 1050.6508
If
1500 ||
1051 6630
fi
| |
1000 | I
| | ||
5001 | | II 10526664
|
|\ [ ” 1053.6698
T T s ! / ! T )l I\' 4 T = T T
1048 1050 1052 1054 1056 1068 miz

A-345



Annex: Caracteritzacio de lipopéptids mitjangant RMN
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'H-RMN (400 MHz, CD;0D) & (ppm)
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COSY (400 MHz, CD30D) 6 (ppm)
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TOCSY (400 MHz, CDs0D) 6 (ppm)
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