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RESUM GENERAL

Els péptids antimicrobians formen part dels sistemes de defensa de practicament tots els
organismes vius, des de bacteris fins a plantes, incloent els mamifers. Generalment, es
caracteritzen per ser cationics i amfipatics, i es creu que actuen incrementant la
permeabilitat de la membrana bacteriana. Aquests péptids sén excel-lents candidats per
al desenvolupament de nous agents terapéutics antibacterians perqué, contrariament als
antibiotics convencionals, és dificil que indueixin I'aparicié de soques resistents. Un altre
avantatge dels péptids antimicrobians és la selectivitat per la membrana bacteriana

enfront la de les cél-lules eucariotes, cosa que fa que siguin poc toxics.

Els péptids antimicrobians naturals, pero, presenten seqiieéncies molt llargues, tenen una
baixa biodisponibilitat i sén propensos a la degradaci6 per proteases. Per reduir aquestes
limitacions existeixen diverses estratégies, una de les quals consisteix en la introduccio

d’aminoacids biarilics per reduir-ne la flexibilitat conformacional.

S’han descrit diversos metodes per a la preparacié d’aminoacids biarilics. Entre ells,
destaca I'acoblament creuat de Suzuki-Miyaura, el qual ha estat aplicat amb éxit en la
formacioé en dissolucié de péptids biarilics ciclics naturals, com les arilomicines o les
bifenomicines. Fins al moment, la sintesi en fase solida de péptids biarilics estava
restringida a la preparacié de sequencies lineals per acoblament entre un aminoacid

aromatic halogenat unit al suport solid i un arilboronat en soluci6.

Com a alternativa, en aquesta tesi doctoral es va estudiar la preparacié de peptids
biarilics a través de la borilacié en fase solida de residus de fenilalanina i tirosina seguit
d’'una etapa d'arilaci6 a través d'una reaccié de Suzuki-Miyaura. Aquesta aproximacio
presenta l'avantatge d’evitar la sintesi en dissoluci6 i la purificacio del boronoaminoacid. A
més, permet la preparacié d’'una amplia diversitat de peéptids biarilics a partir d'un Unic

boronopeéptid.

La borilacio de residus de fenilalanina i tirosina presents en una sequéncia peptidica es
va realitzar directament sobre el suport solid a través d'una reaccié de Miyaura, la qual
requereix unes condicions molt suaus i és compatible amb una amplia diversitat de grups
funcionals. Es varen preparar per primera vegada en fase solida esters pinacolboronics
de residus de fenilalanina i tirosina, concretament les boronopeptidil resines Boc-Phe(4-
BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) i Boc-Tyr(3-BPin,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2), on R era un

grup protector metil o 2-(trimetilsilil)etoximetil (SEM).

Un cop preparades aquestes boronopeptidil resines, es va assajar l'arilacié de les
cadenes aromatiques dels residus de fenilalanina i tirosina directament sobre el suport

solid a través d’'una reaccié de Suzuki-Miyaura sota irradiacié de microones. L'arilacié de
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la resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) amb 4-iodobenze, 2-iodofenol,
p-iodonitrobenze, 4-iodoanisole, 2-iodoanisole, 4-iodotolue i 1-(SEM-4(5)-bromo-5(4)-
metilimidazole (31) va proporcionar els tripeptids biarilics corresponents amb pureses del
57 al 91%. Es especialment rellevant I'obtencié del producte derivat de I'imidazole, ja que
és el primer exemple de sintesi en fase solida d’'un péptid contenint una unitat biarilica del
tipus 4-imidazolilfenilalanina. Analogament, I'arilacié de la resina Boc-Tyr(3-BPin,R)-Leu-
Leu-Rink-MBHA (2) (R = metil, SEM) amb 4-iodobenzé va proporcionar els tripéptids

biarilics corresponents amb unes pureses del 92 i 80%, respectivament.

En vista dels bons resultats obtinguts, es va decidir estendre aquesta metodologia a la
preparacié de péptids biarilics lineals i ciclis per reaccid6 de Suzuki-Miyaura entre les

cadenes laterals de dos aminoacids aromatics.

En primer lloc, I'arilacié de la boronopeptidil resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA
(1) amb els aminoacids Boc-Phe(4-1)-OMe (9), Boc-Tyr(3-1,SEM)-OMe (23c) i una mescla
de Boc-His(5-Br,3-SEM)-OMe (32a) i Boc-His(5-Br,1-SEM)-OMe (32b) va proporcionar
els tetrapéptids biarilics corresponents amb unes pureses del 40 al 91%. Es especialment
rellevant I'obtenci6 del producte contenint un residu d’histidina, ja que, fins al moment, és
el primer exemple d’acoblament creuat entre un residu de fenilalanina i un d'histidina.
Analogament, l'arilacid de la boronopeptidil resina Boc-Tyr(3-BPin,SEM)-Leu-Leu-Rink-
MBHA (2c) amb els aminoacids aromatics Boc-Phe(4-1)-OMe (9) i Boc-Tyr(3-1,SEM)-OMe
(23c) va proporcionar els tetrapéptids biarilics corresponents amb unes pureses del 64 i
61%, respectivament. En aquest cas, no es va obtenir el producte biarilic contenint

histidina.

A continuacié, aquesta metodologia es va aplicar a la sintesi en fase solida de
macrocicles contenint un enllag biarilic. Es va dissenyar una estratégia de sintesi en fase
solida que consistia en la sintesi de la seqiiéncia lineal seguint una estratégia Fmoc/tBu,
la substituci6 del grup Fmoc de I'extrem N-terminal per un grup tritil, la sintesi del
corresponent ester pinacolboronic, Il'eliminacié del grup tritil, l'acoblament d'un
iodoaminoacid i la macrociclacié de la seqiieéncia a través d'una reaccié de Suzuki-
Miyaura intramolecular. D’aquesta manera, es varen preparar péptids ciclics de cinc
aminoacids que contenien un enlla¢ biarilic format per la uni6 de dos residus de
fenilalanina o un residu de fenilalanina i un de tirosina, amb pureses del 72 al 79%.
També es varen preparar peéptids ciclics de tres a deu aminoacids que contenien un
enllag biarilic format per la unié de dos residus de fenilalanina, amb pureses del 30 al
84%.
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Paral-lelament, es va dissenyar una ruta sintética per a la preparacié d’'un analeg del
peptid antimicrobia BPC194 contenint una 4-arilfenilalanina. Aquesta ruta consistia en la
sintesi de la seqiéncia lineal seguint una estratégia Fmoc/tBu/Al, la substitucié del grup
Fmoc de l'extrem N-terminal per un grup tritil, la sintesi del corresponent ester
pinacolboronic (que provoca l'eliminacid del grup al-lil), l'arilaci6 amb 4-iodobenze,
l'eliminacié del grup tritil, i la macrociclacié de la sequéncia a través d'una reaccié de
lactamitzaci6. D’'aquesta manera es va obtenir el péptid biarilic ciclic c(Lys-Lys-Leu-Lys-
Lys-Phe(4-Ph)-Lys-Lys-Leu-GIn).

Finalment, tots els péptids sintetitzats en aquesta tesi doctoral es varen avaluar com a
agents antimicrobians enfront dels bacteris Erwinia amylovora, Xanthomonas vesicatoria,
i Pseudomonas syringae, que sén responsables de malalties greus en plantes d'interes
economic com pereres i pomeres. Els péptids que varen donar millor perfil d’activitat
varen ser BPC444, BPC446 i BPC448, que contenen 6, 7 i 8 aminoacids. També es va
determinar l'activitat hemolitica dels péptids més actius, observant-se una baixa toxicitat a
les cél-lules eucariotes. Tots els assajos es varen realitzar al Centre d’'Innovacio i

Desenvolupament en Sanitat Vegetal (CIDSAV).



GENERAL ABSTRACT

Antimicrobial peptides play an important role in the host defence system of the majority of
species ranging from bacteria to plants, including mammals. Most of them are cationic
and have the ability to adopt an amphiphatic conformation. Moreover, it is believed that
their mode of action involves membrane permeation. These peptides have emerged as
excellent candidates to the development of new antibacterial agents because they are
unlikely to cause rapid emergence of resistance. Another advantage of antimicrobial
peptides is the selectivity towards the bacterial membrane versus the eukaryotic cell

membrane, which made them nontoxic.

However, natural antimicrobial peptides present long sequences, poor bioavailability and
low stability towards protease degradation. Thus, many strategies have been reported to
enhance their properties, including the introduction of biaryl amino acids which may

reduce the conformational flexibility of their structure.

One of the most efficient methods for the synthesis of biaryl amino acids is the Suzuki-
Miyaura cross-coupling, which has been applied to the synthesis of natural biaryl cyclic
peptides such as arylomycins or biphenomycins. However, up to now, the solid-phase
synthesis of biaryl peptides has been scarcely reported and is restricted to the preparation
of linear sequences involving the coupling of a polymer-bound halogenated aromatic

amino acid and an arylboron in solution.

As an alternative, the present PhD study focused on the preparation of biaryl peptides
involving the borylation on solid support of phenylalanine or tyrosine peptides and their
subsequent arylation by a Suzuki-Miyaura cross-coupling. This strategy is advantageous
because it avoids the synthesis and purification of amino acid boronates in solution.
Moreover, it allows the preparation of a large diversity of biaryl peptides from a single

boronopeptide intermediate.

The borylation of phenylalanine and tyrosine residues was performed on solid-phase by a
Miyaura reaction, which involves mild reaction conditions compatible with a variety of
functional groups. Thus, it constitutes the first example of the solid-phase synthesis of
phenylalanine and tyrosine pinacolboronic esters, in particular of the boronopeptidyl
resins Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) and Boc-Tyr(3-BPin,R)-Leu-Leu-Rink-
MBHA (2), where R was a methyl or a [2-(trimethylsilyl)ethoxy]methyl (SEM) protecting
group.

With these boronopeptidyl resins in hand, the arylation of phenylalanine and tyrosine
aromatic side-chains was performed on solid-support by a Suzuki-Miyaura reaction under

microwave irradiation. The arylation of the resin Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA
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(1) with the aryl halides 4-iodobenzene, 2-iodophenol, p-iodonitrobenzene, 4-iodoanisole,
2-iodoanisole, 4-iodotoluene, and 1-(2-SEM)-4(5)-bromo-5(4)-methylimidazole (31)
afforded the corresponding biaryl tripeptides in 57-91% purity. The synthesis of the
imidazole containing compound is especially noteworthy because it is the first example of
the solid-phase synthesis of a 4-imidazolylphenylalanine peptide. Similarly, the arylation of
the resin Boc-Tyr(3-BPin,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA  (2) (R =methyl, SEM) with
4-iodobenzene afforded the corresponding biaryl tripeptides in 92 and 80% purity,

respectively.

In view of the excellent results obtained, this methodology was applied to the synthesis of
linear and cyclic biaryl peptides by a Suzuki-Miyaura reaction between the side-chains of

two aromatic amino acids.

First, the arylation of the boronopeptidyl resin Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1)
with the amino acids Boc-Phe(4-)-OMe (9), Boc-Tyr(3-1,SEM)-OMe (23c) and a mixture
of Boc-His(5-Br,3-SEM)-OMe (32a) and Boc-His(5-Br,1-SEM)-OMe (32b) afforded the
corresponding tetrapeptides in 40-91% purity. The synthesis of the histidine-containing
peptide is especially noteworthy because it is the first example of a cross-coupling
involving a phenylalanine and a histidine residue. Similarly, the arylation of the resin
Boc-Tyr(3-BPin,SEM)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2c) with the aromatic amino acids
Boc-Phe(4-1)-OMe (9) and Boc-Tyr(3-, SEM)-OMe (23c) afforded the corresponding biaryl
tetrapeptides in 64 and 61% purity, respectively. In this case, the biaryl product containing

a histidine could not be obtained.

Next, this methodology was applied to the solid-phase synthesis of biaryl cyclic peptides.
The synthetic strategy involved the preparation of the linear sequence following a
Fmoc/tBu protocol, replacement of the N-terminal Fmoc group by a trityl group, formation
of the pinacol boronic ester, trityl group removal, coupling of the corresponding iodo
amino acid and macrocyclization via an intramolecular Suzuki-Miyaura reaction. Thus,
cyclic peptides of 5 amino acids containing a biaryl bond linking two residues of
phenylalanine or one residue of phenylalanine and one of tyrosine were obtained in
72-79% purity. Cyclic peptides of 3 to 10 amino acids containing a biaryl bond between

two phenylalanine residues were also obtained in 30-84% purity.

Moreover, a synthetic strategy for the preparation of a BPC194 derivative containing a
4-arylphenylalanine was designed. This strategy involved the synthesis of the linear
precursor following a Fmoc/tBu/Al protocol, replacement of the N-terminal Fmoc group by
a trityl group, formation of the corresponding boronic ester (which caused allyl group

removal), arylation with 4-iodobenzene, trityl group removal, and final lactamization. This
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strategy afforded the biaryl cyclic peptide c(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe(4-Ph)-Lys-Lys-Leu-
GIn).

Finally, all these linear and cyclic biaryl peptides were tested as antimicrobial agents
against the economically important plant pathogenic bacteria Erwinia amylovora,
Xanthomonas vesicatoria, and Pseudomonas syringae. The cyclic biaryl peptides
BPC444, BPC446 and BPC448, containing 6, 7 and 8 amino acids, showed the best
activity profile. Hemolytic activity of the most active peptides was also determined, and
they were not toxic against eukaryotic cells. All biological assays were carried out at the

Centre d’Innovacio i Desenvolupament en Sanitat Vegetal (CIDSAV).
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1. Introduccié

1.1. Peptids antimicrobians

El 1902 Fischer i Hofmeizer varen proposar independentment que les proteines
consisteixen en cadenes d'a-aminoacids units per enllacos amida entre els grups
o-amino i a-carboxil. El paper dels péptids en els processos vitals, pero, no es va
coneixer fins als anys cinquanta, quan Du Vigneaud va aillar, caracteritzar i sintetitzar les
hormones peptidiques oxitocina i vasopressina; i Sanger va elucidar la seqiéncia de la
insulina bovina (Gutte, 1995). Actualment, se sap que els péptids participen en tots els
processos fisiologics actuant com a neurotransmissors, neuromoduladors, hormones,

antibiotics o factors de creixement, entre d'altres.

Un tipus de péptid que ha despertat un gran interes cientific en els darrers anys son els
péptids antimicrobians. Als anys vuitanta Steiner va aillar els primers peptids
antimicrobians de I'hemolinfa d’insectes (Steiner et al., 1981). De fet, aquest tipus de
péptids formen part dels sistemes de defensa de practicament tots els organismes vius,
des de bacteris fins a plantes, incloent els mamifers. Generalment, presenten activitat

antimicrobiana contra bacteris, fongs, parasits i virus.

Els péptids antimicrobians es caracteritzen per tenir una mida de 12 a 50 residus, el 50%
dels quals sén hidrofobics, i per presentar carrega positiva. A més, poden adoptar una
estructura secundaria definida, principalment d’e-hélix o de lamina . A més, aquestes
estructures generalment sén amfipatiques, presentant una cara amb una gran proporcio
d’aminoacids polars i la cara oposada contenint majoritariament residus hidrofobics. Un
grup de péptids que presenta una estructura a-helix son la magainina, secretada a la pell
de les granotes; la melitina, present en el veri de les abelles; o les cecropines, que son
péptids de defensa dels insectes. Una gran familia de péptids amb una estructura de
lamina B son les defensines entre les quals es troben I'a-defensina i la B-defensina,
presents en mamifers (Taula 1.1) (Zasloff, 2002; Hancock et al., 2006a; Jensen et al.,
2006).

Taula 1.1 — Exemples de peptids antimicrobians naturals

Estructura Peptid Seqiéncia®

Cecropina A KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAK-NH,
a-Helix Magainina 2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS

Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH,
Eﬁﬁ‘;‘g‘s'”a DC,YC,RIPAC;IAGERRYGTC,lYQGRLWAFC,C,
Lamina - i
b ?ng‘;ens'”a NPVSC,VRNKGIC,VPIRC;PGSMKQIGTC,VGRAVKC,CsRKK

®Els subindexs indiquen aminoacids units per ponts disulfur
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Tot i que el mecanisme d'accié dels péptids antimicrobians no esta totalment elucidat,
s’ha proposat que la seva carrega neta positiva interacciona amb la carrega negativa dels
fosfolipids de la membrana bacteriana, mentre que I'estructura amfipatica que presenten
afavoreix la seva insercio. Aixd provoca la disrupcié de la membrana, formant-se petits
porus que poden conduir a la perdua del gradient electroquimic transmembrana o a la

sortida del contingut intracel-lular, causant la mort cel-lular.

Agquests peptids son excel-lents candidats per al desenvolupament de nous agents
terapéutics antibacterians perqué, contrariament als antibiotics convencionals, és dificil
gue indueixin l'aparici6 de soques resistents, ja que es requeriria una alteracid
significativa de la composicio lipidica de la membrana bacteriana i no és facil que

succeeixi (Yeaman i Yount, 2003).

Un altre avantatge dels péptids antimicrobians és la selectivitat per la membrana
bacteriana enfront la membrana de les cél-lules eucariotes. Aquesta selectivitat es basa
en la naturalesa cationica d'aquests peptids i en la diferéncia de carrega entre les
membranes d'aquests dos tipus de cel-lules. Mentre la membrana citoplasmatica
bacteriana presenta una alta concentracié de lipids carregats negativament, la membrana

eucariota conté lipids no carregats a pH neutre (McPhee i Hancock, 2005).

Els péptids antimicrobians naturals presenten sequiéncies molt llargues, tenen una baixa
biodisponibilitat i son propensos a la degradacié per proteases. Per reduir aquestes
limitacions, a partir de la seva sequéncia s’ha estudiat el disseny i la sintesi de peptids
més curts que mantinguin I'activitat, que tinguin una baixa toxicitat i que siguin estables.
Un exemple d'aquesta metodologia és I'estudi dels hibrids cecropina A-melitina
(Cavallarin et al.,, 1998; Hancock i Sahl, 2006b; Zhang i Falla, 2006). També s’han
dissenyat peptids per modificacié de la sequéencia natural per optimitzar-ne les propietats
biologiques. Per exemple, un métode per millorar I'estabilitat de seqiéncies lineals
consisteix en la seva ciclacié. Les estructures cicliques sén menys flexibles que els seus
analegs lineals, la qual cosa dificulta 'accessibilitat a les proteases. A més, s’ha observat
gue els péptids ciclics s6n més actius i menys toxics que les sequéncies lineals
corresponents (Oren i Shai, 2000; Dathe et al., 2004). Una altra estratégia per augmentar
l'activitat i I'estabilitat dels péptids antimicrobians consisteix en la introduccié d’aminoacids
biarilics, els quals redueixen la flexibilitat conformacional de les sequéncies peptidiques.
També s’ha descrit que la introduccié d’aminoacids aromatics hidrofobics i voluminosos
com la fenilalanina o la tirosina pot proporcionar una superficie lipofilica que afavoreix que
els peptids travessin les membranes bacterianes, al mateix temps que n‘augmenten

l'estabilitat a la degradaci6 per proteases (Sitaram, 2006).
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Una de les linies de recerca del Laboratori d’'Innovacié en Processos i Productes de
Sintesi Organica (LIPPSO), realitzada en col-laboraci6 amb el grup de Patologia Vegetal
de la UdG, se centra en l'estudi de l'aplicacié de péptids d’origen natural o dissenyats de
novo com a agents antimicrobians enfront de malalties de plantes d'importancia
econdmica causades pels bacteris Erwinia amylovora, Xanthomonas vesicatoria i
Pseudomonas syringae. E. amylovora és el causant del foc bacteria, malaltia greu que
afecta principalment a pereres i pomeres; X. vesicatoria i P. syringae son responsables
de la bacteriosi de la tomata i del pebrot, respectivament. Fins al moment, no existeixen

tractaments suficientment efectius per combatre aquestes malalties.

En el grup LIPPSO s’han sintetitzat un total de 309 péptids corresponents a dues families
diferents i s’han identificat sequéncies lead amb activitat antimicrobiana important, que a
més son estables a la degradacié per proteases i sén poc toxics. La primera familia
correspon a undecapéptids lineals hibrids cecropina A-melitina. El primer lead que es va
identificar va ser H-K'KLFKKILKFL-NH, (BP76), que era actiu in vitro enfront E.
amylovora, X. vesicatoria i P. syringae, amb una concentraci6 minima inhibitoria (CMI)
compresa entre 2.5-5.0 uM. A més aquest péptid era poc toxic, hemolisi de 3% a 50 pM, i
presentava una baixa susceptibilitat a la degradaci6 per proteases (Ferre et al., 2006). A
continuacio, es va preparar una quimioteca de 125 undecapeptids derivats de BP76,
incorporant diferents aminoacids a les posicions 1, 10 i N-terminal. Com a regla general
es va observar que els peptids més actius contenien un residu aromatic a la posicio 10, la
posicié N-terminal basica i la posicié C-terminal hidrofobica. Es varen identificar 7 péptids
amb un bon balan¢ entre l'activitat antibacteriana i I'hemolitica (Taula 1.2). Entre ells,
BP100 va mostrar un perfil biologic in vitro optim, aixi com la millor activitat in vivo
(Badosa et al., 2007), inhibint infeccions de fruits immadurs i de flors causades pels

patdgens anteriors.
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Taula 1.2 - Undecapéptids hibrids cecropina A-melitina

Péptid Intervals de CMI? (UM) Hemolisi (%)°

Codi Seqiiéncia Ps® Xv© Ea’ 50uM 150 uM
BP76  H-KKLFKKILKFL-NH, 2.5-5.0 2.5-50 2.5-50 3+1 34zx21
BP66  H-FKLFKKILKFL-NH, 5.0-7.5 2.5-5.0 2550 9+22 63%59
BP77  Ac-KKLFKKILKFL-NH, 5.0-7.5 <25 50-75 6+06 40+38
BP81  H-LKLFKKILKFL-NH, 2.5-5.0 <25 2550 10+13 6515
BP100 H-KKLFKKILKYL-NH, 2.5-5.0 5.0-7.5 2550 3+01 22+28
BP105 H-LKLFKKILKYL-NH;, 5.0-7.5 2.5-5.0 50-75 14+16 91%6.2
BP125 Ts-YKLFKKILKKL-NH, 2.5-5.0 2.5-5.0 >75 2+07 8+16
BP126 Bz-KKLFKKILKKL-NH, 2.5-5.0 2.5-5.0 50-75 2+04 1429

4Concentracié minima inhibitoria

bPercentatge d’hemalisi a 50 i 150 uM més l'interval de confianca (« = 0.05)

°Ps: P. syringae; Xv: X. vesicatoria; Ea: E. amylovora

La segona familia de péptids estudiada al grup LIPPSO esta centrada en decapéptids
ciclics dissenyats de novo i de formula general c(Xs-F-X3-Q) on X és leucina o lisina. En
primer lloc, es va preparar una quimioteca de 56 peptids, dels quals els més actius i
menys hemolitics varen resultar ser els de seqiiéncia c(X*’X*X*K’FKKLQ™), essent X
leucina o lisina. Per tal de determinar els residus de les posicions 1 a 4 que conduien a
un perfil biologic optim es va sintetitzar una segona quimioteca, la qual contenia els 16
péptids resultants de totes les possibles combinacions de lisina i leucina a les posicions 1
a 4. D'aquest estudi es va concloure que els peéptids que tenien una millor activitat
antimicrobiana i una menor toxicitat eren els que complien X?#£X3 i X*=K. Els péptids que
varen resultar ser més actius enfront E. amylovora, P. syringae i X. vesicatoria varen ser
BPC88, BPC96, BPC98, BPC194 i BPC198 (Taula 1.3). Entre ells, el BPC194 va ser el

que va presentar un millor perfil biologic (Monroc et al., 2006a).

Taula 1.3 - Ciclodecapéptids dissenyats de novo

Péptid Intervals de CMI (uM)? Hemolisi (%)°

Codi Seqiéncia Ps* Xv© Ea’ 375 uM
BPC10L  c(KLKLKFKLKQ) 12525  6.2-12.5 >100 84+6.9
BPC88  c(KKLLKFKKLQ) 6.2-125  1.6-3.1 25-50 33+33
BPC96  c(LKLKKFKKLQ) 6.2-125  3.1-6.2 12.5-25 24+43
BPC98  c(LLKKKFKKLQ) 6.2-125  1.6-3.1 12.5-25 28+2.4
BPC194  c(KKLKKFKKLQ) 3.1-6.2 3.1-6.2 6.2-12.5 17+1.7
BPC198  c(KLKKKFKKLQ) 3.1-6.2 3.1-6.2 12.5-25 14+ 1.4

Concentracié minima inhibitoria
bPercentatge d’hemdlisi a 375 pM més interval de confianca (a = 0.05)
°Ps: P. syringae; Xv: X. vesicatoria; Ea: E. amylovora
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Aixi doncs, els péptids BP100 i BPC194 s6n bons candidats per ser utilitzats com a punt

de partida per al disseny de nous peptids antimicrobians.

1.2. Peptids biarilics
1.2.1. Els peptids biarilics: importancia i utilitat

A la natura existeixen una gran varietat de péptids ciclics que presenten propietats
bioldgiques destacables i que contenen a la seva estructura unitats biariliques formades
per la interacci6 entre les cadenes laterals de dos aminoacids aromatics. Entre ells
destaquen la vancomicina, les bifenomicines A-C, les arilomicines A-B, els TMCs-95A-D i
les aciculitines A-C (Figura 1.1) (Feliu i Planas, 2005).

HO
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o oo
Me

HoN N N OH
CH,OH 2 i H
(o] OH (o]
Cl
O
NH,
o OH
R BifenomicinaA R= OH
5/ NH NHMe BifenomicinaB R=H Bifenomicina C
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NH, H,NOC
o
k CONH,
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HN'SN OH NH

OH nd

Arilomicina A R'=H R?= alquil

. A H OH CH; H
Arilomicina B R = NO, R?= alquil CH,
B H OH H CHs
C OH H CHy H
D OH H H CH

Aciculitina A R= CgHyy
AciculitinaB R= CgH13
AciculitinaC R= C7Hjs

Figura 1.1 — Péptids biarilics ciclics naturals

La vancomicina és un antibiotic glicopeptidic format per una unitat glicosidica i un aglico,
gue consisteix en un esquelet heptapeptidic que inclou enllagos biaril i biaril éter que
uneixen les cadenes laterals d'aminoacids aromatics presents a la sequéncia.
Actualment, la vancomicina s'utilitza per al tractament d’infeccions causades per bacteris
gram-positius en pacients al-lergics als antibiotics B-lactamics (Harris i Harris, 1982; Van
Bambeke, 2004).
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Les bifenomicines A-C sén péptids ciclics formats per un anell de 15 membres, que conté
un enllag biarilic entre dos residus de tirosina o entre un de tirosina i un d’hidroxitirosina.
Aguests peptids mostren activitat antimicrobiana enfront fongs i bacteris gram-positius
com Staphylococcus aureus 2508 i 2485 (Ezaki et al., 1985 i 1993; Uchida et al., 1985;
Kannan et al., 1987; Brown et al., 1989).

Les arilomicines A i B so6n dues families de compostos formats per un macrocicle
tripeptidic amb un enllag biarilic entre un residu d’hidroxifenilglicina i un residu de tirosina.
Aquest macrocicle esta unit al tripéptid D-MeSer-D-Ala-Gly, que esta derivatitzat a
extrem N-terminal amb una cadena lipopeptidica. Les arilomicines presenten activitat
antibacteriana enfront bacteris gram-positius i antifingica enfront de Mucor hiemalis T
179/180 (Schimana et al., 2002; Holizel et al., 2002).

Els péptids ciclics TMC-95A-D estan formats per un anell de tres aminoacids, en el qual
el sistema biarilic esta format per la unié de les cadenes laterals d’'un residu d’L-tirosina i
d’'un residu d’L-triptdfan oxidat. Aquests péptids son inhibidors selectius del proteasoma,
per la qual cosa es consideren agents terapeutics potencials per al tractament de
nombroses patologies com el cancer, inflamacions o malalties immunes (Koguchi et al.,
2000; Kohno et al., 2000).

Les aciculitines A-C son péptids marins formats per un bicicle de 8 aminoacids que conté
una combinacié inusual de residus de tirosina i histidina units a través de la posicio 3’ de
la tirosina i 5’ de la histidina. Les aciculitines son citotoxiques enfront la linea cel-lular
tumoral HCT-116 de cancer de colon huma i inhibeixen el creixement del fong Candida

albicans (Bewley et al., 1996).

Les importants activitats biologiques que presenten aquests peptids biarilics naturals han
portat al desenvolupament de seqiéncies sintétiques. En un estudi recent, Haug i
col-laboradors varen preparar els tripéptids biarilics b-j (Figura 1.2) i en varen assajar
l'activitat antimicrobiana enfront dels bacteris Streptococcus pyogenes, Staphylococcus
aureus, S. aureus resistent a meticil-lina (MRSA) i S. epidermidis resistent a meticil-lina
(MRSE). Varen observar un augment significatiu de l'activitat antimicrobiana de tots els
péptids comparat amb la del péptid control a. Els péptids e i h varen ser els més actius
(Haug et al., 2007).
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Figura 1.2 - Tripeptids biarilics sintetitzats per Haug (Haug et al., 2007)

En un altre estudi, Bremner i col-laboradors varen preparar N-acetil-4-arilfenilalanines i
posteriorment les varen incorporar a les sequéncies peptidiques corresponents obtenint
els péptids a-d (Figura 1.3) (Boyle et al., 2009). Aquests peptids varen resultar ser actius
enfront del bacteri gram-positiu Staphylococcus aureus (ATCC6538) amb valors de CMI
de 31.3, 15.6, 15.6 i 7.8 mg/mL, respectivament. Es va utilitzar com a control positiu la
vancomicina, que va mostrar un valor d’1.95 mg/mL. Aixi doncs, es va observar que els
péptids b i d eren més actius que els seus analegs a i ¢, que contenien un grup aril
menys voluminds. També es va observar que els peptids dicationics ¢ i d eren més actius
gue els seus analegs monocationics a i b. Aquests resultats corroboren la importancia de
la hidrofobicitat i de la carrega positiva en l'activitat dels péptids antimicrobians.

.
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Figura 1.3 — Peptids biarilics sintetitzats per Bremner (Boyle et al., 2009)
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1.2.2. Metodes generals per ala sintesi de compostos biarilics

Un dels procediments més generals per a la formacié d’enllacos C-C sbn les reaccions
catalitzades per metalls de transici6. En particular, cal destacar els acoblaments
catalitzats per pal-ladi com la reaccié de Heck, Negishi, Stille o Suzuki (Esquema 1.1).
Aquestes reaccions han permeés la preparacié d’'una gran varietat de productes del tipus
alquenil-alquenil, alquenil-aril, alquenil-heteroaril, aril-aril o heteroaril-aril, dificils d’obtenir
a través d’altres metodes. Aixi doncs, aquestes reaccions han suposat un gran aveng en
la sintesi de molecules complexes, la qual cosa ofereix noves oportunitats en la sintesi
total, en la quimica médica i biologica, i en I'ambit de la nanotecnologia (Nicolaou et al.,
2005). Per aquest motiu els cientifics Richard F. Heck, Ei-ichi Negishi i Akira Suzuki varen

ser guardonats amb el Premi Nobel de Quimica 2010.

R3 0 R3
Heck 4 [Pd I—n]
H + ORAX —- Re
%RZ base R\%\RZ
Rl

R* = aril, benzil, vinil
X =Cl, Br, I, OTf

Negishi RLZnR, + R3-x [Pl RLR3

R = alquil, alquenil, aril, vinil
RS = acil, aril, benzil, vinil
X =Br, |, OTf, OTs

Stille RLSnRs + R2-x Pd%Lal  RLR2

R? = alquil, alquenil, aril, vinil
R2 = acil, alquenil, al-lil, aril, benzil, vinil
X =Br, Cl, I, OAc, OTf

0
Suzuki-Miyaura RLBY, + R2-x _[PdLdl  RLR?
base

R? = alquil, alquenil, aril, vinil
R2 = acil, alquenil, aril, benzil, vinil
X =Br, Cl, I, OAc, OTf, OTs

Esquema 1.1 — Reaccions d'acoblament catalitzades per pal-ladi

La reacci6 de Heck és una de les reaccions més rellevants de formacié d'enllacos C-C i
ha estat ampliament utilitzada des de la seva primera publicacié I'any 1972 (Heck i
Nolley, 1972). Consisteix en l'acoblament catalitzat per pal-ladi d'un halur o triflat
d’alquenil o aril amb un alqué en preséncia d’'una base. Actualment, és un métode robust

i eficient per a la formacié de macrocicles.
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La reaccid de Negishi consisteix en l'acoblament creuat d'electrofils organics amb
organozincats. Cal destacar que va ser la primera reaccié que va permetre I'obtenci6 de

productes biarilics amb bons rendiments.

En la reaccio d’'Stille, 'acoblament creuat catalitzat per pal-ladi té lloc entre electrofils
organics i derivats d’estany. Actualment, és una de les reaccions catalitzades per pal-ladi
més aplicades, ja que es realitza en condicions suaus, els reactius son facils de preparar i

és compatible amb una amplia diversitat de grups funcionals.

La reaccid de Suzuki-Miyaura involucra I'acoblament creuat d’electrofils organics, com
halurs d’alquenil o aril, amb organoborans en presencia d'una base. Aquesta reacci6 és
una de les estrategies més eficients i més ampliament utilitzades per a la construccié de
compostos biarilics simétrics i no simetrics a causa de la facilitat de preparaci6 i de
l'estabilitat dels organoborans. A més, la reacci6 transcorre amb unes condicions suaus i

els subproductes que es formen no sén toxics.

1.2.3. Lareaccié de Suzuki-Miyaura

En els darrers anys, la reaccié6 de Suzuki-Miyaura ha estat ampliament utilitzada en la
sintesi total de diversos productes biarilics naturals i no naturals, com s6n aminoacids i

péptids, i s’ha adaptat a la sintesi en fase solida.

L’aplicacioé de la reaccié de Suzuki-Miyaura per a la preparacié de sistemes biarilics
implica la reacci6é d’'un acid arilboronic (Ar-B(OH),), un ester arilboronic (Ar-B(OR),) o
un ariltrifluoroborat (ArBF3) amb un halur o sulfonat d’aril o una sal de diazoni arilica,
en presencia d’'una base i d'un catalitzador de pal-ladi (0) (Esquema 1.2) (Cepanec,
2004).

Pd(0)
Base

Art-B(OR), + Ar2-X Arl - Ar?

Arl, Ar? = aril o heteroaril
X = 1, Br, Cl, OTf, OTs, OMs, N,*BF,-
R =H o alquil

Esquema 1.2 - Reaccid de Suzuki-Miyaura

La base que generalment condueix a millors resultats és Na,COgz, pero aquesta reaccio
també es realitza en preséncia de Ba(OH),, KsPO,, Cs,CO3, K,CO3, TIOH, KF 0o NaOH.
El catalitzador més utilitzat és Pd(PPhg),, perdo també se’n poden emprar d’altres com
PdCl,(PPhg), Pdy(dba); o Pd(OAc),, en preséncia de lligands de tipus fosfina per
estabilitzar les especies de pal-ladi (Miyaura i Suzuki, 1995; Suzuki, 1999; Kotha et al.,

2002). Pel que fa a la reactivitat dels halurs o sulfonats d'aril, s’ha observat que se

11
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segueix l'ordre seguent: I>OTf>Br>>Cl. A més, els halurs d’aril substituits amb grups

electroatraients son més reactius que aquells que presenten grups electrodonadors.

Aquesta reaccié presenta diversos avantatges sobre els altres métodes d’acoblament
creuat. Les condicions suaus en que es realitza la fan compatible amb una gran varietat
de grups funcionals. A més, generalment, és regio- i estereoselectiva. D'altra banda, els
productes de partida s6n assequibles comercialment o facils de preparar, i els
subproductes inorganics que es formen no son toxics i poden ser facilment eliminats del
cru de reaccio. Es una reaccid que tolera la preséncia d’aigua, cosa que permet portar-la
a terme en sistemes bifasics formats per barreges d’'aigua i dissolvents immiscibles, com
tolue, ciclohexa o 1,2-dicloroeta. Alternativament, es pot realitzar en medi homogeni
utilitzant dissolvents miscibles en aigua, com per exemple N,N’-dimetilformamida (DMF),
CH3CN, N-metil-2-pirrolidinona (NMP), dimetilsulfoxid (DMSO), 1,2-dimetoxieta (DME),

etanol, metanol, 1,4-dioxa o les seves barreges corresponents (Alonso et al., 2008).

La reacci6 de Suzuki-Miyaura transcorre a través del cicle catalitic que es representa a
Esquema 1.3 (Miyaura i Suzuki, 1995; Suzuki, 1999). En primer lloc es produeix la
dissociacio de dos lligands del catalitzador de pal-ladi de partida i es forma el complex A
de 14 electrons. A continuacio, té lloc una addicié oxidativa, que és I'etapa determinant
del cicle catalitic i que consisteix en I'addicié de I'halur B sobre el complex de pal-ladi (0)
A per formar un complex de pal-ladi (Il) C de 16 electrons. Aquesta etapa explica la major
reactivitat dels halurs d'aril substituits amb grups electroatraients. Tot seguit, la base
desplaca I'halur del complex de pal-ladi C per formar l'intermedi D. La base també
reacciona amb I'acid arilboronic E per generar el complex de bor corresponent F, el qual
reacciona amb D via un procés de transmetal-lacié. D'aquesta manera, s'obté el complex
de pal-ladi H. Finalment, una eliminacié reductiva d'H dona lloc a la formaci6 d’'un enllag
C-C, obtenint-se el producte biarilic | i regenerant-se el complex inicial de pal-ladi (0) A, al

mateix temps que es tanca el cicle catalitic.
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Pd_L4
RLR2 Preactivacio R1-X
| Pd-L, B
A
Eliminaci6 Addicio
reductiva oxidativa
; !
R'-Pd-R? RL-Pd-X
L L
H C
Transmetal-lacié
i M Nu’
Nu—FTS—Nu L
OH \rr R-Pd-Nu
G OH L MX
| _
RZ—IIB—Nu D
OH M*
F
M Nu
OH Nu = "OH, "OR, CO3%, PO,%, F
R2-B M = Na*, K*, Ag*, TI*, Ba2*
OH X =1, Br, Cl, OTf, OTs, OMs, N,'BF,;
E L = lligand

Esquema 1.3 — Mecanisme de la reacci6 de Suzuki-Miyaura

1.2.3.1. Reaccions de Suzuki-Miyaura sota irradiacié de microones

La sintesi organica assistida per microones €s una técnica relativament recent, I'is de
la qual ha experimentat un creixement significatiu en els darrers anys tant al mén
acadéemic com a la industria (Appukkuttan i Van der Eycken, 2008). La irradiacié de
microones accelera les reaccions i també augmenta el rendiment i la puresa dels
productes finals. La reduccié del temps de reaccid s’explica a partir del procés

d’escalfament.

L’escalfament conductiu tradicional amb una font de calor externa, per exemple un
bany d’oli, és un metode lent i ineficient de transmissié d’energia al sistema. Depén de
la conductivitat térmica dels diversos materials que han de ser travessats, cosa que
provoca una temperatura més elevada al recipient que a la barreja de reaccio. En
canvi, la irradiacié per microones produeix un escalfament intern eficient per interaccio
de I'energia de les microones amb els dissolvents, reactius o catalitzadors presents a
la barreja de reaccid. Atés que els reactors utilitzats solen estar fets de materials
transparents a les microones, com quars o tefld, aquest tipus d’irradiacions provoquen

un augment de la temperatura de tot el volum simultaniament (Kappe, 2004).
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L’acceleracié de les reaccions organiques també s’explica a nivell microscopic. La
irradiacié de microones consisteix en un camp electric i magnetic oscil-lant d’elevada
freqiéncia. Generalment, els sistemes de laboratori treballen a 2.45 GHz. Quan
s'irradien molécules que presenten un dipol permanent, aquestes tendeixen a alinear-
se amb el camp aplicat. Com que el camp oscil-la 4.9x10° vegades per segon, les
molécules s’estan alineant i realineant amb aquest camp continuament. Aquest
moviment rapid provoca un escalfament intern elevat que augmenta la temperatura
fins a 10 °C per segon. Aquesta elevada velocitat d'escalfament és l'origen de
I'acceleracié observada en les reaccions organiques realitzades utilitzant microones
(Loupy, 2002).

En la sintesi assistida per microones és possible utilitzar dissolvents amb menor punt
d’ebullicié que els usuals en sintesi organica sota escalfament convencional, atés que els
aparells de microones permeten l'escalfament dels dissolvents fins a temperatures
superiors al seu punt d’ebullicié. D’aquesta manera, es faciliten els work-ups posteriors. A
més a més, aquest tipus d'aparells possibiliten la definicid6 acurada de les condicions de

reaccid, com pressio i temperatura (Kappe i Dallinger, 2006).

Les reaccions de formacié d’enllacos C-C catalitzades per metalls de transicio, les quals
solen necessitar temps de reaccié relativament llargs, representen una de les reaccions
més importants i més ben estudiades per irradiacié de microones. En aquests casos, la
irradiacié per microones porta a un increment del temps de vida del catalitzador metal-lic
de manera que els acoblaments creuats tenen lloc amb rendiments i pureses meés

elevats.

Concretament, en els darrers anys s’ha dut a terme un nombre molt elevat de reaccions
de Suzuki-Miyaura sota irradiacié de microones, tant en dissolucié com en fase solida, i
se n’han aillat els productes amb bons rendiments. El 1996, per exemple, es va publicar
una de les primeres aplicacions d'escalfament per microones a una reaccié de Suzuki-
Miyaura en fase solida. Utilitzant aquesta metodologia es varen preparar diversos
compostos biarilics per reacci6 d'iodo i bromobenzamides amb diferents acids

arilboronics en un temps de reaccio d'uns 4 minuts (Esquema 1.4) (Larhed et al., 1996).
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1. AiB(OH),, Pd(PPhy),
“ HN—Tentagel-Rink ™\ . 0, H,0 / EtOH / DME H,
o) 3.8 min, 45 W (MW)

X =10Br 2.TFA Rdt 84-99 %

ArB(OH),=

MeQ  (HO)B~ )
(Ho)zBO (Ho)zB@OMe (HO) 28@

NO, (HO),B
(HO) ZB@ Ho),8~_H-F (HO)B ) Z/ED

S SO,Ph

Esquema 1.4 - Reaccid de Suzuki-Miyaura en fase solida
per escalfament de microones (Larhed et al., 1996)

Recentment, s’han posat a punt métodes de sintesi més sostenibles ambientalment, on
s'utilitza I'escalfament eficient de les microones per reduir el temps de les reaccions. El
2009, per exemple, Vanelle i col-laboradors varen sintetitzar diversos derivats biarilics de
tiazole mitjancant una reacci6 de Suzuki-Miyaura utilitzant H,O com a dissolvent
(Esquema 1.5) (Cohen et al., 2009).

O Q

502 ArB(OH),, Pd(OAC),, Na,CO5 502
/K(N TBAB, H,0, \
R 100 °C (MW), 1-10 h N

Br S)\ Ar S)\

Rdt 73-98%

ArB(OH), =
B(OH), B(OH), B(OH), B(OH), B(OH),
OO T O O
CFs3
FsC B(OH), B(OH), B(OH), B(OH), B(OH),
3

@,B(OH)Z B(OH), B(OH), ‘/‘B(OH
o o QO

Esquema 1.5 — Reaccié de Suzuki-Miyaura per escalfament de microones
en H,O (Cohen et al., 2009)
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1.2.3.2. Sintesi d’aminoacids i péptids biarilics per reacci6 de Suzuki-

Miyaura

El fet que la reacci6 de Suzuki-Miyaura transcorri en condicions suaus i sigui
compatible amb un ampli espectre de grups funcionals ha permeés la seva aplicacié a
la sintesi d’aminoacids i péptids biarilics. En aquest sentit, s’ha utilitzat per a I'arilacio
de la cadena lateral aromatica de la fenilalanina o la tirosina, tant en dissolucié com en

fase solida, emprant bé escalfament convencional o bé irradiacié de microones.

Pel que fa a la preparacié d’aminoacids biarilics en dissolucid, a la literatura es troben
nombrosos exemples on es parteix de I'halur de 'aminoacid corresponent i es tracta amb
acids boronics. El 1994 Burk i col-laboradors varen publicar un dels primers exemples
d’aquesta metodologia. Varen descriure la preparacié de 2-, 3- i 4-aril-L-fenilalanines a
partir de la bromofenilalanina convenientment protegida (Esquema 1.6-a) (Burk et al.,
1994). Més recentment, Kotha i Lahiri han preparat diverses 4-aril-L-fenilalanines a partir
de la 4-iodo-L-fenilalanina i diversos acids boronics (Esquema 1.6-b) (Kotha i Lahiri,
2001).

Pd(OACc),, P(o-tolil
(8  AcHN._CO;Me ( Ar_)BZ(Ofi)z s AcHNYCOZMe

z DME, Nach3 R
X
| _Br 80°C, 1-3h \©Ar

Rdt 75-99%

Ar-B(OH),=

HoN O,N B(OH),

{;ye;(omz2 OB(OH @B(OH Meo~_)-B(OH),
Ph_ S _

&B(OH UB(OH)Z o, S BOm

(b) BocHN._CO,Me ArB(OH),, Na,COsg,

Pd(PPhy),
THF / tolue / H,O

\©\, 80°C, 2-4h \Q\A,

Rdt 76-95 %

BocHN._CO,Me

ArB(OH),=

@B(OH) >~B(OH), QB(OH QB(OH
veo-{)-(oH) Et0,Cc~_)-B(OH),

Esquema 1.6 — Sintesi d'arilfenilalanines en dissolucio:
a) Burk et al. 1994, b) Kotha i Lahiri, 2001
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Aquesta estratégia sintética també s’ha aplicat per a la preparaci6 d'ariltirosines. Aixi, per
exemple, s’han sintetitzat 3-aril-L-tirosines a partir d’'una 3-iodo-L-tirosina, convenientment

protegida, i diversos acids boronics (Esquema 1.7) (Kndr et al., 2006).

ArB(OH);, Na,CO3  BocHN._CO,Bn
BocHN.COBN — p40ac),, P(o-toli), Y2

' DME / H,0 :
\Q\OBH 80°C,4-6h \Q\OBH
| Ar
Rdt 39-99 %

ArB(OH),=
)-BOH), —_)-BOH), @B(OH)z
HO cl

OB(OH)z @B(OH)z F<_)-BOH),
dB(OH)z HO,C~_)~B(OH), @Z Bk

B(OH),

Esquema 1.7 - Sintesi de 3-aril-L-tirosines en
dissoluci6 (Knér et al., 2006)
Alternativament, els aminoacids biarilics es poden preparar en dissolucié a partir de I'acid
o l'ester boronic de I'aminoacid corresponent i diversos halurs d’aril. Un dels primers
exemples utilitzant aquesta estratégia, va consistir en la sintesi de 4-aril-L-fenilalanines a
través de l'acoblament creuat d'una 4-pinacolborono-L-fenilalanina, convenientment
protegida, i diversos halurs i triflats d’aril (Esquema 1.8) (Firooznia et al., 1999).

BocHN._CO,Me
\/ 2 Ar-X, PACl(dppf) BocHN\i/COZMe

\@\ K,CO3, DME 2
80°C, 18 h \©\
B0 Ar
(@]
Rdt 50-90 %
Ar-X=

e O G o

OMe
Br@ BrOF BrOCOZMe

MeO

{_)-CN ON Corer @ow

MeO

Esquema 1.8 — Sintesi de 4-aril-L-fenilalanines
en dissoluci6 (Firooznia et al., 1999)
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En un exemple més recent, Gong i He varen descriure la sintesi de 4-arilfenilalanines
racémiques mitjancant una reaccié de Suzuki-Miyaura assistida per microones. El temps
de reacci6 era de 5-10 minuts a una temperatura de 150 °C (Esquema 1.9) (Gong i He,
2002).

Ar-X, Pd(PPhs),

Na,CO
H,N 223
2N\ ~COH H,0 / CHyCN F2N\COH

150 °C (MW), 5-10 min

B(O H)2 Ar
Rdt 72 - 86 %
Ar-X=
| OMe C

|
) K o () e
Cc

Br{:» CH{:} CIAQ} (\E/Z

Br

Esquema 1.9 — Sintesi de 4-L-arilfenilalanines
racemiques en dissolucié (Gong i He, 2002)

Analogament, Ma i Wu varen publicar la sintesi de la unitat biarilica del producte natural
TMC-95 a través de l'acoblament de l'acid boronic d'una L-tirosina, convenientment
protegida, i 7-iodoisatina (Esquema 1.10) (Ma i Wu, 2001).

MeO,C._NPhth
: 0

) B(OH), Pd(OAc),, KF
+ o) MeOH
OBn H

| 20°C,72h

MeO,C._NPhth

Esquema 1.10 — Sintesi d’'una 3-aril-L-tirosina en dissolucié (Ma i Wu, 2001)

Pel que fa a la preparacio de péptids biarilics, cal destacar que els primers exemples
d'aplicaci6 de la reacci6 de Suzuki-Miyaura per a la modificaci6 de sequeéencies
peptidiques son en dissolucié. Kotha i Lahiri varen preparar péptids biarilics contenint un
residu de 4-arilfenilalanina per reaccié de la seqiéncia peptidica corresponent, que
contenia un residu de 4-iodofenilalanina, amb diversos acids boronics. Varen utilitzar les
condicions descrites préviament per a larilaci6 de I'aminoacid 4-iodofenilalanina
(Esquema 1.11) (Kotha i Lahiri, 2001; Kotha i Lahiri, 2003).
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0 0]
Ala. ArB(OH),, Na,COs,,
Boc-Ala Leu\é)LVal-Val-Cone (F)(]I()F2)F7r13)24 3 BOC'Ala'Le”\:)LVa|-Va|-C02Me

/@/ THF / tolué / H,O -
| 80°C, 2-4 h Ar/©/
ArB(OH),= Rdt 60-69 %

QB(OH)Z QB(OH)z QB(OH)z

Esquema 1.11 — Sintesi de péptids biarilics contenint una
4-arilfenilalanina (Kotha i Lahiri, 2001 i 2003)

Més recentment, s’ha descrit la sintesi de péptids biarilics contenint una arilfenilalanina o
una ariltirosina a 50 °C i emprant aigua com a dissolvent. Aquestes condicions de reaccio
s6n compatibles amb una amplia diversitat de péptids, com ara seqiéncies hidrofiliques i
termolabils, i no es requereix la utilitzacié de grups protectors. Concretament, es varen
derivatitzar sequéncies peptidiques contenint una 4-iodofenilalanina o una
3,5-diiodotirosina per reaccid de Suzuki-Miyaura amb ariltrifluoroborats (Esquema 1.12)
(Vilaro et al., 2008).

H Q PAOAC), /TPPTS M 0
(a) H'Gly'GIyiN Leu-OH K3PO4,AI’BF3K -Gly-Gly Leu-OH
H,0
50°C, 24 h
| Ar
ArBF3K = .

Rdt 92-84 %

MeO@BFgK FOBF3K

@)

o)
HZN\;)kGIy-GIy-Phe-Leu-OH P?((%’gc)z ToPTS HZN%GIy-GIy-Phe-Leu-OH
- 3 4 3 =

| H,0 Ar
o
OH 50°C, 24 h OH

| ArBF3K = . Ar

MeOOBFgK FOBFgK Rdt 83-73%

Esquema 1.12 — Sintesi de péptids biarilics contenint una (a) 4-arilfenilalanina o
(b) una 3,5-diariltirosina (Vilaro et al., 2008)

(b)

Aixi mateix, la reaccié de Suzuki-Miyaura s’ha adaptat a la sintesi d’aminoacids biarilics
en fase solida. Un bon exemple és la preparacioé d’'una quimioteca de 4-arilfenilalanines
per reaccid de Suzuki-Miyaura entre 4-iodofenilalanina, ancorada a un suport solid, i

diversos acids o esters fenilboronics (Esquema 1.13) (Colombo et al., 2005).
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1. ArB(OH), o ArB(OR),

Pd(PPhg)s
' 4 H,N
-
\©\ 2. TFA \©\
| Ar
ArB(OH), = ArB(OR), =

A
B(OH)2 (\N«© (HO)zB ~y B(OH)2 0,0
\ B
QN/ Q
o~
(HO),B_X B(OH), (HO)B
HLS TS & e

N O @) O

Esquema 1.13 — Sintesi de 4-aril-L-fenilalanines en fase solida (Colombo et al., 2005)

D’altra banda, tot i que el metode més habitual per a la preparaci6 de péptids és la sintesi
en fase solida, només s’han descrit dos exemples de modificacions de seqiéncies
peptidiques a través d’'una reaccié de Suzuki-Miyaura en fase solida. Ambdos exemples
impliqguen la derivatitzacié d’'una 4-iodofenilalanina amb diversos acids arilboronics
(Esquema 1.14 i Esquema 1.15) (Haug et al., 2007; Doan et al., 2008).

Ar
0 ; H O
BOCHN% \)LRmk Novagel HZN\;)LH N\;)LNHz
: o

HN HN 1. Ar-B(OH),, Pd(OAc),, P(o-tolil)3 HN HN
A A Na,COj, H,0 / DME, 80 °C, 18 h A
HN” "NH HN”"NH HN™ NH, HN™ 'NH,
Pbf Pbf 2. TFA/H,O/TIS
Ar-B(OH),=

(HO) 2B (HO),B

Esquema 1.14 — Sintesi de peptids biarilics en fase solida
(Haug et al., 2007).
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(0] (0]
Boc-Ala-Ala-Ala—HN H-Ala-Ala-Ala—HN
\/KGIy-GIy-Phe-LeufWang \)k

J/\;( 1. Pd(PPhg),, DMF, K3PO, /@(
| ArB(OH),, 80 °C, 20 h Ar

2. TFA/ H,0

Gly-Gly-Phe-Leu-OH

ArB(OH),=

(C)-B(OH), HO- )-BOH), Hco{ )-BOH), HS< ) B(OH),

= HO),B
N_)-B(OH), HsCOOC—_)-B(OH), QB(OH)z( & 'a) 08~
H,N o)

HOOC—_)-B(OH), QB(OH)Q (Ho)zg@ /) BOH),

Esquema 1.15 - Sintesi de peptids biarilics en fase solida
(Doan et al., 2008).

Cal destacar que, pel que fa a la sintesi d’'aminoacids o peéptids biarilics en fase solida,
tots els exemples descrits fins al moment a la literatura inclouen l'arilacié d’un residu de
4-halofenilalanina ancorat a un suport solid amb diversos acids arilboronics i no
existeixen exemples de preparacio en fase solida de I'acid o I'ester boronic de residus de

fenilalanina o tirosina i la seva posterior arilacié amb halurs d’aril.

1.2.3.3. Sintesi de péptids ciclics per reaccio de Suzuki-Miyaura

En els darrers anys s’ha dedicat una gran quantitat d’esforcos a la preparacié de péptids
ciclics que contenen ponts biaril entre les cadenes laterals de dos residus aromatics. El
pas clau de la sintesi d’aquests compostos és la macrociclacio, per a la qual s’han
plantejat dues rutes sintétiques diferents. Una d’aquestes rutes implica, en primer lloc, la
formacié de l'enlla¢ biarilic a través d'una reaccié intermolecular de Suzuki-Miyaura,
seguida de macrolactamitzacié. Una ruta alternativa consisteix en la sintesi de la
sequencia peptidica i posterior ciclaci6 a través d'una reaccid6 de Suzuki-Miyaura
intramolecular (Esquema 1.16). Ambdues estratégies han estat utilitzades en la sintesi
total de peptids ciclics naturals com son la vancomicina, les arilomicines, les

bifenomicines o els TMC-95.
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OH OH
"
e HW)OL‘{N CO,H
O Rr2H 2
Ruta a\y Ruta b

HO CO,H OH B
[ OH
O NH,
H \ 0
NN COH HoN j)LN COLH
O R o rR H

H,

Esquema 1.16 — Retrosintesi per a la preparacio de peptids ciclics

En aquest sentit, Elder i Rich varen comparar aquestes dues estratégies per a la
preparacié del sistema biarilic de I'antibiotic glicopeptidic complestatina (Elder i Rich,
1999). En una primera aproximacio, es va realitzar I'acoblament creuat entre un
boronopéptid i un 6-bromotriptofan a través duna reaccid6 de Suzuki-Miyaura
intermolecular utilitzant PdCl,(dppf) com a catalitzador, a 80 °C durant 24 h. Tot seguit es
varen eliminar els grups protectors dels extrems N- i C-terminal, i es va procedir a la
lactamitzacio utilitzant difenilfosfinat de pentafluorofenil (FDPP) i DIEA en DMF.
D'aquesta manera, es va obtenir el producte biarilic ciclic amb un 43% de rendiment
(Esquema 1.17-a). Com a alternativa, es va sintetitzar una sequiéncia peptidica lineal que
contenia l'ester pinacolboronic i el bromoderivat, corresponents i, a continuacio, es va
realitzar la reaccié de Suzuki-Miyaura intramolecular. La ciclacié es va dur a terme també
amb PdCl,(dppf) a 40 °C durant 5 h i es va obtenir el producte ciclic amb un 58% de
rendiment (Esquema 1.17-b). Aquesta estratégia va resultar ser més efica¢ que I'anterior

ja que la formacié de I'enllag biarilic va requerir menys temps i una temperatura inferior.
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@ QMe Q%V NHTs
B-
0 CO,Et
o] N
PdCly(dppf), K,CO
TBDPSO NHBoc gy N 2(dppf), KoCOs ey

: Ts DME
80°C, 24 h S
Rdt 55%
NHTs
CO,H
1. Mg, NH,CI, EtOH
2. LiOH, THF/H,O/MeOH
3. HCI / AcOEt FDPP, DIEA, DMF
t.a., 3 dies
TBDPSO
(b)
OMe O>§T Br
é HN
e N PdClz(dppf), K2CO3
0 DME

TBDPSO : NH 0 NHTS 40°C,5h

\© Rdt 58%

Esquema 1.17 — Sintesi del sistema biarilic de la complestatina (Elder i Rich, 1999)

Més recentment, s’ha realitzat un estudi similar per a la preparacié de l'arilomicina A,
(Roberts et al., 2007). En aquest cas, en una primera aproximacio es va acoblar un residu
de 3-pinacolboronotirosina, convenientment protegit, amb un iododipéptid a través d'una
reaccio de Suzuki-Miyaura a 80 °C durant 36 h en preséncia de PdCl,(dppf). D’aquesta
manera, es va obtenir el producte biarilic amb un 36% de rendiment. A continuacio, es
varen eliminar els grups protectors Cbz i Bn dels extrems N- i C-terminals, amb H, sobre
Pd/C. Finalment, es va realitzar la macrolactamitzacio utilitzant EDC i HOBt, obtenint-se
el péeptid biarilic ciclic amb un rendiment inferior al 25% (Esquema 1.18-a). Com a
alternativa, es va preparar un tripeptid que contenia una 3-boronotirosina i un iododerivat i
es va realitzar un acoblament de Suzuki-Miyaura intramolecular. D’aguesta manera es va

obtenir el producte biarilic esperat amb un 49% de rendiment (Esquema 1.18-b).
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@ OMe o on MeO,
[ B © PdCly(dppf), K,cO5 MEO §oaMe
o DMSO NHCbz
+ 80°C, 36 h
N._CO,Bn H
BocHN YU ChzHN N.-COBn
S e BocHN Y
CO,Me O Me
Rdt 36%
OMe OMe
EDC, HOBt O :
ta., 3h ? N
ta. 48 h 4 ﬁm CO,Me
BocHN Me
Rdt < 25%
(b) %—é
oMe 0.0 OMe OMe
| OMe 1. K,COs, PdCly(dppf)
CH4CN
e 80°C, 18-22 h o
H,N H
Bochn™ NPy CO,Me 2. TFA/ CH,Cl, 2 N Scom
O Me H o 7 H 2ve
Me
Rdt 49 %

Esquema 1.18 — Aproximacions a la sintesi de I'arilomicina A, (Roberts et al., 2007)

Aixi doncs, en ambdos exemples l'estratégia que implicava una macrociclacié per reaccié
de Suzuki-Miyaura va ser més efica¢ que aquella que requeria una macrolactamitzacio,
donant lloc als macrocicles biarilics amb millors rendiments i amb unes condicions de
reaccid més suaus. Una possible explicacié d'aquest fet podria ser una preorganitzacio
dels anells aromatics en el precursor lineal a causa de la interaccié entre els dos
sistemes n. D’aquesta manera la proximitat dels dos centres reactius facilitaria la reaccio,
ja sigui per simple estadistica o per una disminucié de I'energia d'activacioé (Blankenstein i
Zhu, 2005).

Quant a la sintesi en fase solida de péptids biarilics ciclics utilitzant una reaccié de
Suzuki-Miyaura, només s’han descrit dos exemples a la literatura. Burguess i
col-laboradors varen preparar un compost biarilic mimétic dels girs B de les proteines
(Esquema 1.19-a) (Li i Burguess, 1999). Aquests investigadors varen sintetitzar un
precursor lineal que contenia el iododerivat i que estava unit al suport solid a través d'un
ester boronic. D'aquesta manera, la macrociclacid per reaccid de Suzuki-Miyaura

provocava el desancorament simultani del producte ciclic de la resina. De manera similar,
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Vaultier i col-laboradors varen descriure la sintesi d’'un macrocicle biarilic utilitzant una

resina d'intercanvi ionic (Esquema 1.19-b) (Lobrégat et al., 2001).

(@] - 0
(a) )K(HT(\N)K/QI H O

4 N ll,,.
H o H PdCLbinap, K5PO, L 0 O
DMF

.0 0% °NH
B H 7z
(\)7é/\ %0 OC’ 24n \\\“%N /

o)
O Y Rink-MBHA o)

o Rdt 30%

(b) [Zj O O

1. Pd(OAc),, TPPDS

O  CHs THF / H,0, 40 Og,h40h (N)n 0
| 2. TFA/ H,0, t.a., ANy
2 N HsC N
C A SO
© 0
B(OH); Br Rdt 16-22%
®
Dowex—NMe;
n=1,203

Esquema 1.19 — Sintesi de macrocicles biarilics en fase solida:
a) Li i Burgess, 1999; b) Lobrégat et al., 2001

1.3. Sintesi d’acids i esters arilboronics

1.3.1. Acids i esters arilboronics: importancia i utilitat

Els acids arilboronics (Ar-B(OH),) i els esters arilboronics (Ar-B(OR),) son els reactius
més importants en les reaccions d'acoblament creuat de Suzuki-Miyaura. Aquests
compostos son relativament estables a l'aire i a l'aigua, de manera que es poden
sotmetre a una gran varietat de condicions de reacci6. A mes, sén compatibles amb la
preséncia de diversos grups funcionals i no son toxics, ja que la seva degradacio final

produeix acid boric que no és contaminant per al medi ambient.

D'altra banda, els acids boronics presenten importants propietats biologiques, actuant
com a agents anticancerigens, sensors de sacarids, mimétics d'anticossos o agents
antimicrobians, entre d'altres (Yang i Gao, 2003). Cal destacar els agents anticancerigens
bortezomib i L-4-boronofenilalanina (L-BPA) (Figura 1.4). El bortezomib (VelcadeTM) és
un dipéptid que actua com a inhibidor del proteasoma i s'utilitza per al tractament del
mieloma multiple. Aquest va ser el primer farmac comercialitzat que contenia un acid
boronic a la seva estructura (Adams et al.; 1998; Adams i Kauffman, 2004; Labutti, 2006).
L'L-BPA és un farmac aprovat per al tractament clinic de tumors (Soloway et al., 1998;
Sivaev, 2008).
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o OH H,N._COOH
H \ :

[Nj)k T N\;B\OH \@\
N Y B(OH),

Bortezomib L-BPA

Iz

Figura 1.4 — Estructura del bortezomib i I'.-BPA

1.3.2. Metodes generals per a la sintesi d’acids i esters arilboronics

L'aproximacio classica de preparacio d'acids arilboronics consisteix en la reaccié d'un
halur d’aril amb un complex organometal-lic de magnesi o liti seguit de reaccié amb un
trialquilborat per donar un ester arilboronic, el qual s’hidrolitza per donar I'acid boronic en
condicions acides suaus. Aquest és el procediment més ampliament utilitzat a escala
industrial (Esquema 1.20-a). Una alternativa a aquest métode és l'ortometal-lacié directa
d’arens funcionalitzats amb grups dirigents com amines, eters, anilides, esters o amides,
per donar un intermedi arilmetal-lic que reacciona amb un trialquilborat per proporcionar
el corresponent ester boronic (Esquema 1.20-b). També s’ha descrit la preparacio
d’esters boronics per transmetal-lacié de silans i estannats amb halurs de bor (Esquema
1.20-c) (Hall, 2005).

1) R"M
R/ . ; H;0"
@ X 2O REN), gomy, T R pom,
X =Br, |
Y 1) R°Li Y Y

. ; H 0" R

Y = grup dirigent
R BB, ~N H: 0" R
© P )-sime, O-siom, {)-som,

Esquema 1.20 - Métodes classics per a la sintesi d'acids i esters boronics

Tots els métodes anteriors es veuen limitats per la incompatibilitat de grups funcionals,
com aldehids o esters, amb les espécies organometal-liques implicades en la reaccio i
també per les condicions anhidres rigoroses que necessiten. Per substrats amb grups
funcionals sensibles es pot utilitzar la borilacié directa d’arens amb un ester diborinilic
com el bis(pinacolato)diboron (B,Pin,) en presencia d'un catalitzador de Rh o Ir
(Esquema 1.21) (Hall, 2005).
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o HBGoRY, e
$ X —— { B(OR B(OH
_ Rholr ~ ) B(OR), (OH),

Esquema 1.21 — Preparacio d'acids i esters boronics per borilacié directa

No obstant aix0, el métode més utilitzat per a la preparacié d'esters i acids boronics de
substrats amb grups funcionals sensibles és la reacci6 de Miyaura. Aquesta reaccio
consisteix en l'acoblament de B,Pin, amb un halur o triflat d'aril, en presencia d’'un

catalitzador de pal-ladi i una base (Esquema 1.22).

(R'O),B-B(OR),

R\/ \ (o] HB(OR')Z @ H30+ @
/ — - B(OH
— /% pd(0), base __/ BORY (OH),

X =Br, |, OTf

Esquema 1.22 - Preparacio d'acids i esters boronics per reaccié de Miyaura

La base que déna millors resultats és KOAc. Bases més fortes com KzPO, i K,CO3
provoquen la formacié de productes secundaris biarilics per reaccié del pinacolboronat
amb I'halur d'aril de partida. El catalitzador que, en general, condueix a millors resultats
és el PdCly(dppf). D’altra banda, I'eleccié del dissolvent també és important, ja que la
reaccio s'accelera en dissolvents polars seguint 'ordre DMSO = DMF > dioxa > tolué
(Ishiyama, 1995).

La reacci6 de Miyaura transcorre a través d'un cicle catalitic analeg al mecanisme

general de la reacci6 d'acoblament creuat de Suzuki-Miyaura (Esquema 1.23).

Pd(0)
B

Eliminaci6 Addicié
reductiva oxidativa

;‘: B-OAc @etal lacio J AcO"
R- Pd OAc

B—B
0 0 X =1, Br, Cl, OTf
E

Esquema 1.23 - Mecanisme de la reaccié de Miyaura
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En aquest cas, I'addici6 oxidativa de 'halur A sobre el complex de pal-ladi (0) B forma un
complex de pal-ladi (Il) C. Tot seguit, la base desplaca I'halur del complex de pal-ladi C
per formar l'intermedi D. A continuacid, una transmetal-lacié entre els compostos E i D
proporciona el complex de pal-ladi G. Finalment, I'eliminacié reductiva en G genera el
producte final H i regenera el complex inicial de pal-ladi B, al mateix temps que es tanca

el cicle catalitic.

1.3.3. Sintesi d’acids i esters arilboronics d’aminoacids utilitzant la reacci6
de Miyaura

El fet que la reaccid de Miyaura transcorri en condicions molt suaus determina la seva
aplicaci6 per a la preparaci6 d'acids boronics d'aminoacids. Mitjancant aquesta
metodologia s’ha preparat, per exemple, I'L-BPA. La primera sintesi d’aquest aminoacid
va consistir en I'acoblament creuat catalitzat per pal-ladi de Boc-4-iodo-L-fenilalanina amb

B,Pin,, seguit d’eliminacié del grup Boc i d’hidrdlisi del boronat (Esquema 1.24) (Malan i

Morin, 1998).
j[ i BocHN._ COOH

BocHN._COOH H,N._COOH
PdCIz(dppf) 1. BBI’3, CH2C|2 H
\@\ KOAC, DMSO \© 2. H,0 \©\
¥o)
| g % B(OH),
Rdt 79%

Rdt 65%
Esquema 1.24 — Sintesi de I'.-BPA (Malan i Morin, 1998)

Actualment, aguesta molecula continua despertant un gran interés i es continuen fent
grans esforcos per millorar-ne la sintesi. Un dels exemples més recents, descrit per
limura i Yu, implica la sintesi d’'un derivat d'L-BPA seguint les condicions de Masuda
(Murata et al., 2000) per reaccio del triflat d’'una L-tirosina, convenientment protegida, amb
pinacolbora utilitzant N-metilmorfolina (NMM) com a base (Esquema 1.25) (limura i Yu,
2010).

BH
BocHN._COOMe }LO BocHN._COOMe
: PdCl,(dppf), NMM :

\© Dioxa \©
OTf 80°C, 16-24 h 3’0
(@]
Rdt 97%

Esquema 1.25 — Sintesi de I'ester d'L-BPA protegit (limura i Yu, 2010)
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Analogament, s’ha utilitzat la reaccié de Miyaura per a la preparacié d'esters boronics de
tirosina. Aixi, per exemple, Hutton i col-laboradors varen sintetitzar I'ester pinacolboronic

d’'una tirosina amb bons rendiments (Esquema 1.26) (Skaff et al., 2005).

CbzHN._CO,Bn j: QL oCbzHN._CO,Bn

PdCI,(dppf), KOAc o B ‘
oy e Ty

BnO @)

80°C, 24 h
Rdt 85%

Esquema 1.26 — Sintesi de I'ester pinacolboronic d'una tirosina (Skaff et al., 2005)

Tot i els avantatges de la sintesi en fase solida, s’han descrit pocs metodes de preparacié
d’acids i esters arilboronics ancorats a un suport solid i tot ells corresponen a compostos
aromatics simples. Per exemple, Piettre i Baltzer varen descriure la sintesi d'un
pinacolboronat derivat de I'acid benzoic a partir de 'ancorament de I'acid iodobenzoic a
un suport solid i posterior reaccié de Miyaura (Esquema 1.27-a) (Piettre i Baltzer, 1997).
Més recentment, Ruhland i col-laboradors varen descriure la reaccié de Miyaura entre un

ariltriflat unit al suport solid i B,Pin, (Esquema 1.27-b) (Ruhland et al., 2004).

o O
B-B

@ /=~ L PAC,(dppf), KOAC 0O
X/ . DMF O- .
HN-Rink-MBHA B HN-Rink-MBHA

80°C, 20 h o

1 o
K\N/©\0Tf PdCl,(dppf), dppf N B

(0]
Resina __N._J dioxa Resina N O7<L
Merrifield 90°C, 24 h Merrifield

Esquema 1.27 — Sintesi d’'esters pinacolboronics en fase solida:
a) Piettre i Baltzer, 1997; b) Ruhland et al., 2004

Fins al moment, no s’ha descrit la preparacié d’'acids o esters boronics d’aminoacids o

péptids per borilacié d’'un haloaminoacid en fase solida.
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1.4. Sintesi de peptids en fase solida

Actualment la sintesi en fase solida s'utilitza tant per a la preparacié de péeptids com de
compostos organics de baix pes molecular. Aquesta metodologia sintética consisteix en
la uni6 covalent dels compostos a un suport polimeric insoluble i el desancorament
posterior del compost objectiu un cop finalitzada la sintesi. Aquesta metodologia presenta
diversos avantatges respecte a la sintesi en solucié: es pot utilitzar un excés de reactius
per tal de completar la reaccio; el procés de purificacié és molt senzill, ja que es basa en
I'eliminacioé de reactius i subproductes solubles de la mescla de reacci6 per filtracio; es
poden utilitzar dissolvents amb punts d’ebullici6 elevats, com DMF, DMSO o NMP, sense
la necessitat d’haver-los d’evaporar; i, a més, permet I'automatitzacio de la sintesi, ja que

€s un procés repetitiu simple (Zaragoza-Ddrwald, 2000; Grant, 1992).

Pel que fa a la preparacio de péptids en fase solida, la sintesi s'inicia amb I'ancorament al
suport solid del primer aminoacid, convenientment protegit. Aquest suport habitualment
incorpora un linker per facilitar el desancorament al final de la sintesi. A continuacio,
s’elimina el grup protector del grup N*amino de forma selectiva i s’ancora el segient
aminoacid. Es realitzen els cicles d’eliminacié/acoblament necessaris fins a I'obtencié de
la sequéncia peptidica desitjada. Finalment, s'eliminen els grups protectors i es
desancora el peptid del suport solid (Esquema 1.28). L'exit de la sintesi de péptids en
fase solida requereix l'elecci6 adequada del suport solid, el linker, els reactius

d’acoblament i els grups protectors.

o)
Y‘N%OH + HZ—LINKER—RESINA
R(X
) o l Ancorament del primer aminoacid al suport solid
H
Y=N 7 LINKER—RESINA
R(X)
o) Eliminacio del grup protector Y
HZN%Z——LINKER—RESINA
R(X) H ©
Acoblament de Y*N%OH
RX)y ©O ROX)
ny)}(N%z_LlNKER—REsmA
H o0 R

Eliminacions i acoblaments sequiencials
H O] RX)y O
Y—N N N7 LINKER—RESINA
H
RL™ O] R(X) 1. Eliminacio del grup Y
2. Desancorament i eliminacio dels grups X

o

R H O
H,N \ N%ZH Z=NH,0
R |H o R X = Grup protector de la cadena lateral
n Y = Grup protector del N*-amino

Esquema 1.28 — Esquema general de sintesi de péptids en fase solida
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1.4.1. Suport solid

El suport solid és un polimer que ha de complir una serie de requeriments per ser Util per
a una estrategia de sintesi en fase solida. Ha de ser inert a les condicions utilitzades
durant la sintesi, ha de tenir bona estabilitat mecanica i ha de ser completament insoluble
en els dissolvents utilitzats. A més, ha de contenir grups funcionals que permetin la unié
amb el primer aminoacid de la seqiiéncia o amb un linker adequat (Kates i Albericio,
2000).

Els suports més utilitzats sén les resines, de les quals les més usuals son els polimers de
poliestiré (PS) entrecreuats amb un 1% d’'1,3-divinilbenzé i amb una funcionalitzaci6 entre
0.2 i 1.0 mmol/g. Les bitlles de polimer sec tenen un diametre mitja de 50 um, i s'inflen
unes 2.5-6.2 vegades en volum en els dissolvents utilitzats en la sintesi, com CH,Cl, o
DMF. Aixi doncs, la quimica en fase solida té lloc en un gel solvatat on els grups reactius
son accessibles. Una de les resines de poliestire-divinilbenze més utilitzades per a la

preparacié d’amides i amines és la resina 4-metilbenzhidrilamina (MBHA) (Figura 1.5).

PS

Figura 1.5 - Resina MBHA

1.4.2. Linker

El linker és un compost bifuncional que s’uneix, d’'una banda, al suport solid poliméric i,
de l'altra, al primer aminoacid de la seqiiéncia peptidica. La unié del linker amb el suport
ha de ser estable a les condicions de sintesi i de desancorament (James, 1999; Guillier et
al., 2000).

S’ha descrit una gran varietat de linkers i la seva eleccié depén de les condicions de
desancorament que es vulguin utilitzar i del grup funcional desitjat a I'extrem C-terminal
del péeptid. Per a la sintesi de péptids amida terminal, un dels linkers més usuals és I'acid
4'{[R,S]-a-[1-(9-fluorenil)metoxicarbonilamino]-2,4-dimetoxibenzil}-fenoxiacétic o linker
Fmoc-Rink-amida (Figura 1.6). Després de [leliminaci6 del grup protector
9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc), l'acilacié del grup amino lliure es pot realitzar mitjangant
metodes estandard de formacié d’enllacos amida. La uni6é del peptid al linker Rink és
estable en un ampli rang de condicions de reaccio, perd permet el desancorament del

péptid de la resina mitjancant un tractament amb acid trifluoroacétic (TFA).

31



1. Introduccié

Sse

)

oA, B
O 0
HO, g])O/O

Figura 1.6 — Linker Fmoc-Rink-amida

1.4.3. Reactius d’acoblament

La formacio dels enllacos amida entre el grup a-carboxilic d'un aminoacid i I'a-amino del
seglent es realitza a temperatura ambient utilitzant reactius d’acoblament que activen in
situ el grup a-carboxilic. Un dels tipus de reactius més utilitzats sén les sals d’amini com
HBTU, HCTU o HATU, ja que donen resultats excel-lents (Figura 1.7-a) (Valeur i Bradley,
2009). Ara bé, s’ha descrit que aquests derivats de I'1-hidroxibenzotriazole sén explosius
(Wehrstedt et al., 2005) i poden causar reaccions al-lergiques com dermatitis o asma.
Recentment, s’han descrit alternatives més segures com I's del COMU (Figura 1.7-b)
(El-Faham et al., 2009).

/N
>+/N NN
N Y
N B _0 B
| N PR N PFs
= er )l\
X Y N 0 CN
(@)
HBTU X=H, Y=CH CcomMu

HATU X=H, Y=N
HCTU X=CI, Y=CH

Figura 1.7 — Reactius d'acoblament
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1.4.4. Grups protectors

Per evitar reaccions secundaries durant I'etapa d’acoblament dels aminoacids, cal utilitzar
grups protectors temporals del grup N“-amino i grups protectors permanents dels grups
funcionals de les cadenes laterals dels aminoacids trifuncionals. Aquests darrers han de
ser estables a les condicions d’eliminacié dels grups temporals i, normalment, s’eliminen

durant I'etapa de desancorament del peptid de la resina.

Una de les estratégies ortogonals més comunes per a la sintesi de péptids és la
Fmoc/tBu, en la qual el grup Fmoc protegeix el grup N*-amino dels aminoacids i el grup
tert-butil (tBu) i els seus derivats com el tert-butiloxicarbonil (Boc), els grups funcionals de

les cadenes laterals (Taula 1.4) (Isidro-Llobet et al., 2009).

Taula 1.4 - Grups protectors habituals en I'estrateégia Fmoc/tBu i condicions d’eliminacio

Estructura Nom Eliminacio

O
Q Okp“ 9-Fluorenilmetoxicarbonil

iperidi 0
O (Fmoc) Piperidina 30%
9 tert-Butiloxicarbonil .
ﬂ\oj\f’g (Boc) TFA 95%
tert-Butil .
ﬁ\f"’ (tBu) TFA 95%

Tritil .
O § (Trt) TFA 0.2%
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2. Objectius

L'objectiu principal que es va proposar per aquesta tesi doctoral va ser la sintesi de
péptids biarilics per borilaci6 en fase solida i posterior arilaci6. Concretament, els

objectius plantejats varen ser:

e Estudi de la borilacié en fase solida de residus de fenilalanina i tirosina a través d'una
reacci6 de Miyaura, utilitzant com a sistemes model les tripeptidil resines
Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) i Boc-Tyr(3-1,0R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2),

on R correspon al grup protector metil, al-lil o SEM.

: Hwﬁwnﬂ LA
ocC
N “rinkmpra BN AN A A
z H ') = = H o) =
WOA g la
B RO
o) 1 B. 2aR =Me
%_g 2b R=Al

2c R=SEM

e Estudi de la sintesi de péptids biarilics lineals per arilacio en fase solida de residus de
boronofenilalanina i boronotirosina a través d’una reaccioé de Suzuki-Miyaura, emprant
com a sistemes model H-Phe(4-Ar)-Leu-Leu-NH, i H-Tyr(3-Ar)-Leu-Leu-NH..

0 H O 0 y O
HN N\;)LNHZ HZN\:)LN N Ay
= H e} >/ z H ,>/
Ar/©/ HO/©/

e Estudi de la sintesi en fase solida de péptids biarilics ciclics de 3 a 10 aminoacids per

formacio d’'un enllag biarilic entre les cadenes laterals de dos residus aromatics.

}*ﬁ%

HN—%
€ Gf

R=H o OH
n=1-

0
8

37



2. Objectius

e Estudi de la sintesi d’'un analeg del péptid ciclic antimicrobia BPC194 per arilacio del

residu de fenilalanina.

e Avaluacio de l'activitat antimicrobiana i hemolitica dels péptids sintetitzats.
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3. Borilacié en fase solida de residus de fenilalanina i tirosina

La borilaci6 en fase solida de residus de fenilalanina o tirosina, i en general, de qualsevol
aminoacid aromatic present en una sequéncia peptidica, no ha estat descrita fins al
moment. Aquest tipus de reaccié seria una eina molt Gtil per a la preparacié de péptids
modificats. D’una banda, proporcionaria una amplia diversitat d’acids boronics peptidics,
els quals tenen un interés creixent com a agents farmaceutics (vegeu Apartat 1.2.1).
D’altra banda, s’obtindrien péptids borilats ancorats al suport solid que es podrien arilar
amb una gran varietat d’halurs d’aril a través de la reaccidé d’acoblament creuat de
Suzuki-Miyaura per donar péptids biarilics. A més, aquesta aproximacié seria més versatil
gue l'acoblament entre un haloaminoacid unit a un suport solid i un acid arilboronic, ja

que el nombre d’halurs d’aril comercials és més elevat que el d’acids arilboronics.

En base a aquestes consideracions, en aquesta tesi doctoral es va plantejar estudiar la
borilacié en fase solida de residus de fenilalanina o tirosina presents en una seqiéncia
peptidica a través d’'una reaccié de Miyaura. Amb aquest objectiu es varen utilitzar com a
sistema model les tripeptidil resines Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) i
Boc-Tyr(3-1,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2).

ERTE! AYE
BocHN N
7N 7~ Rink-MBHA BOCHN%N N\;)KRink_MBHA
= H O < - H O =t

o LT r 0 r

B RO

o 1 B. 2

o

Figura 3.1 — Estructura de les tripeptidil resines 1i 2

3.1. Borilaci6 en fase solida d’'un residu de fenilalanina

El primer objectiu d’aquest estudi va ser la sintesi de la tripeptidil resina Boc-Phe(4-BPin)-
Leu-Leu-Rink-MBHA (1). L'estratégia sintética plantejada va consistir en la preparacié de
Boc-Phe(4-1)-Leu-Leu-Rink-MBHA (3) i posterior borilacié de Miyaura (Esquema 3.1).

y O H O
BocHN\i)LN N RinkemBHa > BOCHN\)ki(N\)LRmkMBHA

WAl

Esquema 3.1 — Retrosintesi per a la preparacié de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1)
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3.1.1. Sintesi de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) per acoblament de
Boc-Phe(4-BPin)-OH (5) a un suport solid

Per tal de disposar de H-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH, (4) com a referéncia per aquest
estudi, en primer lloc, es va plantejar la preparacié6 de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-
MBHA (1) per acoblament de Boc-Phe(4-BPin)-OH (5) a la dipeptidil resina H-Leu-Leu-
Rink-MBHA (6).

3.1.1.1. Sintesi de Boc-Phe(4-BPin)-OH (5)

Per a la sintesi de Boc-Phe(4-BPin)-OH (5) es va proposar la ruta retrosintética
representada a 'Esquema 3.2. Aquesta ruta implicava la iodacié de la posici6 4 de l'anell
de benzeé de la fenilalanina, la proteccié del grup N“amino i, finalment, la formaci6 del

boronat.
BocHN._COOH BocHN._.COOH HxN_ COOH H,N._ COOH
o (O R
5 O 8 7

Esquema 3.2 - Esquema retrosintétic per a la preparacioé de Boc-Phe(4-BPin)-OH (5)

La iodacio de la posicio 4 de I'anell aromatic de la fenilalanina es va realitzar utilitzant les
condicions descrites per Lei. Es va tractar la fenilalanina amb I, NalO3 i H,SO,4 en AcOH,
a 70 °C durant 23 hores (Lei et al., 1994). D'aguesta manera es va obtenir H-Phe(4-1)-OH
(7) amb un rendiment del 75% (Esquema 3.3).

HzN._ COOH I, NalO; H2NYCOOH
: H,S0,, AcOH :
\© 70°C,23h \©\I
7
Rdt 75%

Esquema 3.3 — Sintesi de H-Phe(4-1)-OH (7)

A continuacid, el grup N*-amino de H-Phe(4-1)-OH (7) es va protegir amb el grup
tert-butiloxicarbonil (Boc). Es va triar aquest grup protector perqué és compatible amb les
condicions basiques que requereix la formacié del boronat i perqué es pot eliminar
facilment en medi acid en l'etapa de desancorament del peptid del suport solid. La

introduccié del grup Boc es va realitzar tractant H-Phe(4-1)-OH (7) amb Et;N i (Boc),O en
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MeOH anhidre, a temperatura ambient durant 21 hores. El producte desitjat Boc-Phe(4-)-

OH (8) es va obtenir amb un 90% de rendiment (Esquema 3.4).

H,N._COOH BocHN._COOH
2 Boc,0, EtsN, Y
: MeOH anh. :
\©\| t.a.,21h \©\|
7 8
Rdt 90 %

Esquema 3.4 — Sintesi de Boc-Phe(4-1)-OH (8)

En aguest moment, es va procedir a estudiar la preparacié de I'ester pinacolboronic de la
fenilalanina, segons les condicions de Malan i Morin. Es va tractar Boc-Phe(4-1)-OH (8)
amb bis(pinacolato)diboron (B,Pin,), PdCl(dppf) i KOAc, en DMSO anhidre a 80 °C
durant 24 hores i es va obtenir 5 amb un 20% de rendiment, tot i que a l'article original
s'obtenia amb un 65% de rendiment (Esquema 3.5) (Malan i Morin, 1998). Es varen
assajar diverses condicions de reacci6 augmentant els equivalents de ByPin, i
PdCl,(dppf), i incrementant el temps de reaccié. Malauradament, els rendiments obtinguts

en aquesta reaccid no varen millorar (25-30%, Taula 3.1).

o O
B-B
io O:t

BocHN._ COOH KOAc BocHN._ COOH
: PdCl,(dppf) H

\@\ DMSO anh. \@\
[o]
| 80 °C 50
8 5 0O

Esquema 3.5 - Sintesi de Boc-Phe(4-BPin)-OH (5)

Taula 3.1 — Condicions assajades per a la preparaci6 de Boc-Phe(4-BPin)-OH (5)

Prova B,Pin; PdCl,(dppf) KOAc Temps Rdt
(eq) (eq) (eq) (h) (%)

1 1.15 0.03 4 24 20

2 1.65 0.03 4 24 25

3 2.15 0.06 4 48 30

Davant d’aquests resultats, es va decidir protegir I'acid carboxilic en forma de metil ester,
ja que la majoria d’'exemples de sintesi d’esters pinacolboronics solen realitzar-se amb
els acids carboxilics protegits. Amb aquesta finalitat, es va tractar Boc-Phe(4-1)-OH (8)

amb Cs,CO3; en DMF anhidre a temperatura ambient durant 15 minuts. Posteriorment, es
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va addicionar CHsl i la mescla resultant es va agitar a temperatura ambient durant 12
hores. Es va obtenir Boc-Phe(4-1)-OMe (9) amb un 80% de rendiment (Esquema 3.6).

1. Cs,CO3, DMF anh.

BOCHN\:/COOH ta. 15 min. BOCHN\:/COOMe
’\©\ 2.CHgl, ta., 12 h. \©\
| |
8 9
Rdt 80%

Esquema 3.6 — Sintesi de Boc-Phe(4-1)-OMe (9)

Tot seguit, es va procedir a la sintesi de l'ester pinacolboronic corresponent tractant
Boc-Phe(4-1)-OMe (9) amb B,Pin, (2 eq), PdCl,(dppf) (0.06 eq) i KOAc (4 eq) en DMSO
anhidre, a 80 °C durant 24 hores (Skaff et al., 2005). Aquestes condicions varen conduir

al producte desitjat 10 amb un 85% de rendiment (Esquema 3.7).

O O
B-B
KOAc, PdCl,(dppf)
R DMSO anh.
80°C,24h \©\
: N B©
9 10 O
Rdt 85%

BocHN._COOMe BocHN._COOMe

Esquema 3.7 - Sintesi de Boc-Phe(4-BPin)-OMe (10)

El compost Boc-Phe(4-BPin)-OMe (10) es va caracteritzar per *H-RMN, *C-RMN i
ESI-MS. Quan es va analitzar per HPLC es varen observar dos pics a temps de retencié
7.11 9.3 min, que es varen assignar a I'acid boronic 11 i al boronat 10, respectivament
(Figura 3.2, Esquema 3.8). La preséncia de I'acid boronic 11 es va atribuir a la hidrolisi
parcial de I'ester pinacolboronic 10 durant I'analisi per HPLC (Schulz et al., 2004), ja que
es va realitzar en fase reversa emprant com a fase mobil mescles d’H,O/CH;CN en
preséncia de TFA. De fet, s’ha descrit que la hidrolisi dels esters boronics és un equilibri

amb els corresponent acid boronic i alcohol (Hall, 2005).

BocHN._COOMe BocHN._COOMe
: : HO

: + Hzo —_— - + ji
HO
B/O E’OH
10 O 11 OH

Esquema 3.8 — Hidrdlisi de I'ester pinacolboronic 10
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2500 1man VL 220 rir]

2.000+ BocHN._COOMe

9,276

1 0
1,500 GXL\

7129

1.000+ BocHM,_.COOMe

] \QB'OH
500 OH .

Absorbancia [mau]

-200 T . . | | Imm
00 2,0 40 6,0 8,0 10,0 125
Termps de retencid [min]

Figura 3.2 — HPLC del cru de sintesi de Boc-Phe(4-BPin)-OMe (10)

Finalment, per poder ancorar 'aminoacid a la resina a través de la seva funcié acid
carboxilic, es va hidrolitzar I'ester metilic de 10 per tractament amb LIOH-H,O en MeOH i
THF, a temperatura ambient durant 4 hores. Es va obtenir Boc-Phe(4-BPin)-OH (5) amb
un 90% de rendiment (Esquema 3.9). Aquest compost es va caracteritzar per *H-RMN,
3C-RMN i ESI-MS. Analogament al cas anterior, es varen observar dos pics per HPLC:
fun a un temps de retenci6 de 8.6 min, corresponent al boronat; i I'altre a 6.5 min,

corresponent a I'acid boronic resultant de la hidrolisi parcial de 5.

BocHN._COOMe BOCHN\_/COOH
: MeOH, LiOH-H,0O :

Vo 0
B/O ta,4h B’O
10 O 5 O

Rdt 90 %

Esquema 3.9 — Sintesi de Boc-Phe(4-BPin)-OH (5)

3.1.1.2. Sintesi de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1)

Per a I'obtencié de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) va ser necessari, en primer
lloc, preparar la dipeptidil resina H-Leu-Leu-Rink-MBHA (6). Aquesta dipeptidil resina es
va preparar seguint una estratégia Fmoc/tBu. Com a suport solid es va utilitzar una resina
MBHA comercial que porta incorporat el linker Fmoc-Rink-amida. Després de I'eliminacio
del grup Fmoc per tractament amb piperidina en DMF es va acoblar Fmoc-Leu-OH

utilitzant HBTU, HOBt i DIEA. A continuacio, es va eliminar el grup Fmoc i es va acoblar
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el segon residu de Fmoc-Leu-OH seguint el mateix procediment. Una aliquota de la
resina resultant es va tractar amb TFA/H,O/TIS proporcionant Fmoc-Leu-Leu-NH,, que
es va analitzar per HPLC (98% puresa, tz = 8.8 min). La resta de resina es va tractar amb
piperidina/DMF per obtenir H-Leu-Leu-Rink-MBHA (6). A continuacié, es va ancorar
laminoacid Boc-Phe(4-BPin)-OH (5) a la resina 6 seguint el mateix procediment.
D'aquesta manera es va obtenir la tripeptidil resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-
MBHA (1) (Esquema 3.10).

1. Piperidina / DMF o 1. Piperidina / DMF
2. HBTU, HOB, DIEA, FmOCHN\)KRmkaBHA 2. HBTU, HOB, DIEA,
Fmoc—Rink—MBHA Fmoc-Leu-OH >/ Fmoc-Leu-OH

o H O
FmocHN \)KRlnk MBHA Piperidina / DMF N N\)K
o >/ A G Rink-MBHA
Boc-Phe(4-BPin)-OH BocHN\)L \)OL \)L H\)OL
HBTU, HOBt, DIEA RiNk-MBHA TEA /H,0/TIs 2N NN,

oty o Y
T =

Esquema 3.10 — Sintesi de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1)

Per tal de verificar que aquest darrer acoblament s’havia donat correctament, una
aliquota de la resina 1 es va tractar amb TFA/H,O/TIS i el cru resultant es va analitzar per
ESI-MS i HPLC. Tot i que I'analisi d’ESI-MS va mostrar inicament la massa corresponent
al tripéptid desitjat H-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH; (4), al cromatograma d’'HPLC es varen
observar dos pics a temps de retencioé de 6.0 min i 7.2 min que, analogament als casos
anteriors, es varen atribuir a la hidrolisi parcial del boronat durant I'analisi per HPLC,
proporcionant I'ester pinacolboronic 4 juntament amb l'acid boronic 12 (Esquema 3.11).
De fet, quan el cru de reacci6 es va dissoldre i seguidament es va analitzar per

espectrometria de masses, nomeés es va observar el boronat 4.

o} H O H.0 o} H O
2
HzN\)k;i(N\)kNHz D — HZN\;)LN N\;)LNHZ
- H O >/ z H O :>/
O‘/B/ i: 4 HO~B/©/ 12
0 OH

Esquema 3.11 — Hidrolisi de I'ester pinacolboronic de 4
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3.1.2. Sintesi de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) per borilacié en
fase solida d’una 4-iodofenilalanina

En aquesta estratégia es va plantejar la sintesi de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA
(1) per borilacié en fase solida de la iodopeptidil resina Boc-Phe(4-1)-Leu-Leu-Rink-MBHA
(3), que provindria de l'acoblament de Boc-Phe(4-1)-OH (8) a la dipeptidil resina
H-Leu-Leu-Rink-MBHA (6) (Esquema 3.12).

O\L(H 0

BocHN N

E)LN \;)kRink-MBHA
= H O =

0

0O-B
>ﬁ<o @
o} H O
BOCHN%N N\;)kRink-MBHA
-t H O -
O
| ll
BocHN._COOH H O
: N
+ HoN T "Rink-MBHA
o 0
I 6 >/

8

Esquema 3.12 - Esquema retrosintétic per a la preparacié d'1

3.1.2.1. Sintesi de Boc-Phe(4-l)-Leu-Leu-Rink-MBHA (3)

La iodopeptidil resina Boc-Phe(4-1)-Leu-Leu-Rink-MBHA (3) es va preparar per
ancorament de I'aminoacid Boc-Phe(4-1)-OH (8) a H-Leu-Leu-Rink-MBHA (6), utilitzant
les condicions habituals per a la sintesi de péptids en fase solida. Una aliquota de la
resina obtinguda es va tractar amb TFA/H,O/TIS i el cru resultant es va analitzar per
HPLC (95% de puresa, tg = 6.9 min). L'estructura de H-Phe(4-I)-Leu-Leu-NH, (13) es va
confirmar per ESI-MS (Esquema 3.13).
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O
H Boc-Phe(4-1)-OH e} e}
NI HBTU, HOBt, DIEA H
HoN T Rink-MBHA BocHN\i)kH N%Rink-MBHA
: Lo

@) @)

TFA/H,0/TIS HzN\)k \)kNHZ

SO

Esquema 3.13 — Sintesi de Boc-Phe(4-1)-Leu-Leu-Rink-MBHA (3)

3.1.2.2. Borilacié de Boc-Phe(4-l)-Leu-Leu-Rink-MBHA (3)

Un cop preparada la resina Boc-Phe(4-I)-Leu-Leu-Rink-MBHA (3) es va procedir a
estudiar la formacio del boronat mitjangant les condicions de Miyaura, que impliquen la
utilitzacié de B,Pin,, PdCly(dppf) i KOAc (Esquema 3.14). Es varen assajar diverses
condicions de reacci6 variant el dissolvent, el temps de reaccid, els equivalents de
reactius i I'addicié del lligand 1,1'-bis(difenilfosfino)ferrocé (dppf) a una temperatura de
80°C (Taula 3.2). Després de cada experiment els tripeptids resultants es varen
desancorar de la resina per tractament en medi acid i es varen analitzar per HPLC i
ESI-MS.

H o 1. B,Piny,, PdCIz(dppf) 0 H (o)
dppf, KOAc, 80 °C
BocHN\)LN N\)LRmk MBHA 2.TFA/H,O/TIS HZN\i)LN N\;)LNHz

e

Esquema 3.14 — Sintesi d’'H-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH, (4)
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Taula 3.2 - Borilacié de Boc-Phe(4-1)-Leu-Leu-Rink-MBHA (3) a través d’'una reacci6é de Miyaura

B,Pin, KOAc PdCly(dppf) dppf Temps 12° 4° 13 14°

Prova Dissolvent

(eaq)  (eq) (eq) (eq) M) @) %) %) (%)

1 2 3 0.09 0 DMF 6 32 0 43 25
2 2 3 0.09 0 DMF 24 43 0 30 25
3 4 6 0.18 0 DMF 24 48 3 26 8
4 4 6 0.18 0 DMF 48 8 3 0 19
5 4 6 0.18 0.09 DMF 24 25 15 0 28
6 4 6 0.18 0 Dioxa 24 7 4 76 3
7 4 6 0.18 0 DMSO 24 38 0 55 7
8 4 6 0.18 0 DMSO 48 24 54 17 O
9 4 6 0.18 009  DMSO 24 21 63 0 4
10 8 12 0.36 0.18  DMSO 12 22 24 5 4
11' 4 6 0.18 009  DMSO 24 28 71 0 O

®H-Phe(4-B(OH),)-Leu-Leu-NH,, tr = 6.0 min.

°H-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NHy, tr = 7.2 min.

°H-Phe(4-1)-Leu-Leu-NHy, tz = 6.9 min.

dH-Phe—Leu-Leu-NHg, tr = 6.1 min.

°Percentatge de puresa obtingut de I'analisi del cru de reaccié per HPLC (220 nm).
'Aquest experiment es va realitzar utilitzant 600 mg de resina.

En primer lloc, es va tractar la resina 3 (5-10 mg) amb B,Pin, (2 eq), PdCl(dppf) (0.09
eq), KOAc (3 eq) en DMF a 80 °C durant 16 hores (Taula 3.2, Prova 1) i 24 hores (Taula
3.2, Prova 2). En ambdés casos, quan es va analitzar per HPLC el cru resultant del
desancorament es varen observar tres productes. Aquests compostos varen ser
identificats per espectrometria de masses com el péptid contenint I'acid boronic 12 (32-
43%), el iodotripeptid H-Phe(4-1)-Leu-Leu-NH, (13, 30-43%), i H-Phe-Leu-Leu-NH, (25%)
resultant de la protodeborilacié de 14. Analogament als casos anteriors, I'acid boronic 12

provenia de la hidrolisi del boronat 4 durant I'analisi per HPLC.

Augmentant els equivalents dels reactius de borilacié es va aconseguir una disminucié de
la formacié de H-Phe-Leu-Leu-NH, (14, 8%), perd no va millorar el rendiment de la
reaccio (Taula 3.2, Prova 3). Un augment del temps de reaccio fins a 48 hores o I'addicio
del lligand dppf no va millorar els resultats (Taula 3.2, Proves 4 i 5). A continuacio, es va
analitzar I'is de dioxa i DMSO com a dissolvents (Taula 3.2, Proves 6 i 7). Mentre que el
dioxa no va donar bons resultats, amb DMSO es va obtenir el producte 12 amb un 38%
de puresa. De fet, amb DMSO, la borilacié es va veure afavorida significativament en
augmentar el temps de reacci6 fins a 48 hores (12 + 4, 78%, Taula 3.2, Prova 8). A

continuacio6 es va assajar I'addicié de dppf, ja que a la literatura s’ha descrit que I'addicié
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d’aquest lligand en les reaccions de Miyaura on s'utilitza PdCl(dppf) com a catalitzador
compensa la seva descomposicié i permet que la reaccidé es dugui a terme amb bon
rendiment (Ishiyama, 1997). D’aquesta manera es va obtenir un 84% de producte borilat
(12 + 4) i només un 4% de 14 (Taula 3.2, Prova 9). Un augment de la quantitat de

reactius no va millorar la reaccio (Taula 3.2, Prova 10).

Aquesta reacci6 es va escalar fins a 600 mg de resina 3 utilitzant les millors condicions
de reacci6 (Prova 9), proporcionant els productes borilats 12 i 4 amb una puresa del 99%
(Taula 3.2, Prova 11).

La formacié del boronat es va monitoritzar enregistrant un espectre d’'IR de la resina
obtinguda després de cada experiment. En formar-se el boronat s’observava I'aparicid
d’'una nova banda a 1362 cm™, caracteristica de I'enllag B-O (Figura 3.3). Després de
desancorar-lo del suport, el boronat 4 es va caracteritzar per ‘H-RMN, *C-RMN i
espectrometria de masses. A més, la hidrolisi parcial del boronat 4 es va confirmar per
LC-MS.

Figura 3.3 — Espectre d'IR corresponent a: a) Boc-Phe(4-1)-Leu-Leu-Rink-MBHA (3);
(b) Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1).

A continuacioé, es va verificar la compatibilitat de les condicions optimes de borilacié de la
4-iodofenilalanina amb els grups protectors utilitzats en la sintesi de péptids en fase
solida seguint una estrategia Fmoc/tBu. Aixi, es va assajar la seva aplicacié a sequencies
peptidiques contenint un residu de lisina o serina protegits amb els grups Boc o tBu,
respectivament. Es varen preparar les iodopeptidil resines Boc-Phe(4-1)-Lys(Boc)-Leu-
Rink-MBHA (15) i Boc-Phe(4-1)-Ser(tBu)-Leu-Rink-MBHA (16) i es varen tractar amb
B,Pin, (4 eq), PdCI,(dppf) (0.18 eq) i KOAc (6 eq) en DMSO a 80 °C durant 24 hores. El
tractament acidolitic de les resines resultants va proporcionar els boronats 17 i 18 amb un
99% de puresa (Esquema 3.15), els quals es varen caracteritzar per HPLC i ESI-MS.
Analogament als casos anteriors, es va observar la hidrolisi parcial de I'ester

pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.
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NHBoc NH,

€Y
dppf, KOAc, 80 °C
BocHN N\)LRmk MBHA 2.TFA/H,O/TIS HzN\:)kN

H O
N
= H o = H o >/
| /[ ] 15 O\/B/i: 17
o]
(b)
dppf, KOAc, 80 °C
BOCHN%N)}( \)LRmk MBHA 2. TFA/H,O/TIS N - )}( \)LNH
- H o *>/ - >/
o

Esquema 3.15 - Sintesi de: (a) H-Phe(4-BPin)-Lys-Leu-NH; (17)
i (b) H-Phe(4-BPin)-Ser-Leu-NH, (18)

2

3.2. Borilaci6 en fase solida d’un residu de tirosina

Considerant els bons resultats obtinguts en la borilacié d'un residu de 4-iodofenilalanina,
es va decidir estendre aquest estudi a la preparacié del boronat d'un residu de tirosina.
En aquest cas es va prendre com a sistema model la sintesi de la resina Boc-Tyr(3-
BPin,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2). De manera analoga a la preparacié del boronat de
fenilalanina, I'estratégia sintética plantejada requeria la preparacié de Boc-Tyr(3-1,R)-Leu-
Leu-Rink-MBHA (19). Aquesta iodopeptidil resina s’obtindria per acoblament d’'un residu
de 3-iodotirosina, convenientment protegit, a la dipeptidil resina H-Leu-Leu-Rink-MBHA
(6) (Esquema 3.16).

La protecci6 del grup hidroxil de la cadena lateral del residu de tirosina era necessaria per
evitar la seva acilacid, a causa de la nucleofilicitat de I'i6 fendxid en condicions basiques
(Isidro-Llobet et al., 2009). Generalment, en la sintesi de péptids en fase solida s'utilitza el
grup tBu. Ara bé, aquest grup és molt voluminéds i podria provocar impediment estéric en
la formacié de I'ester boronic en la posicié orto. Com a alternativa, es va decidir avaluar
els grups protectors metil, al-lil (Al) i 2-(trimetilsilil)etoximetil (SEM), ja que presenten una

forma elongada que minimitza els impediments esterics.
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BOCHN\)L\L( \)kRmk MBHA

2aR =Me
2b R =Al
2c R = SEM

BOCHN\)L\L( \)lenk MBHA

19aR = Me
19b R = Al
19c R = SEM

RO

°!
»
o

i

RO

21

BocHN\/COOH

| f H O

N
U T HN %Rink-MBHA
RO O >/

20aR = Me 6
20b R = Al
20c R = SEM

Esquema 3.16 - Esquema retrosintétic per a la preparacio de 2

3.2.1. Sintesi de Boc-Tyr(3-1,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (19)

Per a la preparacié de la iodopeptidil resina 19 va ser necessaria la sintesi prévia de
Boc-Tyr(3-1,R)-OH (20a-c) (Esquema 3.17). L'estratégia sintética que es va plantejar
partia de la tirosina comercial i implicava la seva iodacio, I'esterificacio, la proteccio dels

grups N*-amino i hidroxil i, finalment, la hidrolisi de I'ester.

BocHN._COOH BOCHN\/COOMe BocHN._COOMe H2N COOH
O SR & S U @
OR OR
20aR =Me 23a R =Me 22
20b R = Al 23b R = Al
20c R = SEM 23c R=SEM

Esquema 3.17 - Esquema retrosintétic per a la preparacié de Boc-Tyr(3-1,R)-OH (20a-c)
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3. Borilacié en fase solida de residus de fenilalanina i tirosina

La iodaci6 de la tirosina es va realitzar per tractament amb NH,OH i |, en EtOH a 0 °C
durant 2.5 hores (Chiarello i Joullie, 1988). D'aquesta manera es va obtenir H-Tyr(3-1)-OH
(21) amb un 54% de rendiment (Esquema 3.18).

H,N._COOH H,N._COOH
: NH,OH, I, :
\@\ EtOH \@:'
oy 25h.0°C OH
21
Rdt 54%

Esquema 3.18 — Sintesi de H-Tyr(3-)-OH (21)

Es va protegir I'acid carboxilic de H-Tyr(3-)-OH (21) per tractament amb una dissolucié
de SOCI, en MeOH anhidre sota atmosfera de nitrogen, a temperatura ambient durant
tota la nit. Tot seguit, el grup N“-amino es va protegir amb el grup Boc per tractament
amb (Boc),0 i EtsN en MeOH anhidre a temperatura ambient durant tota la nit. D’aquesta
manera, es va obtenir Boc-Tyr(3-1)-OMe (22) amb un rendiment global del 70%
(Esquema 3.19).

1. SOCl,, MeOH

ta,18h BocHN._COOMe
HaN-COOH 5 Boc,0, EtaN, MeOH Y

: I ta., 18 h \©il
:: : OH

OH
21 22
Rdt 70%

Esquema 3.19 — Sintesi de Boc-Tyr(3-1)-OMe (22)

A continuacio, es va protegir el grup hidroxil amb un grup metil, al-lil o SEM.

e Per a la proteccié amb un grup metil, una mescla de Boc-Tyr(3-1)-OMe (22) i Cs,CO3
en DMF anhidre es va agitar a temperatura ambient durant 15 minuts sota atmosfera
de nitrogen i, a continuacio, es va tractar amb CHj;l a temperatura ambient durant tota
la nit. Aquest procediment va proporcionar Boc-Tyr(3-1,Me)-OMe (23a) amb un 63%

de rendiment (Esquema 3.20).

BOCHN\/COOME 1. CSzCO3, DMF anh. BOCHN\/COOME
H t.a., 15 min. =

\©il 2.CHgl, t.a., 18 h \@'
OMe

OH
22 23a

Rdt 63%

Esquema 3.20 — Sintesi de Boc-Tyr(3-1,Me)-OMe (23a)
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3. Borilacié en fase solida de residus de fenilalanina i tirosina

e Per ala proteccié amb un grup al-lil, Boc-Tyr(3-1)-OMe (22) es va tractar amb bromur
d’al-lil i DIEA en CH,CI, a temperatura ambient durant 48 hores. Es va obtenir

Boc-Tyr(3-1,Al)-OMe (23b) amb un 80% de rendiment (Esquema 3.21).

BocHNYCOOMe Al-Br, DIEA BocHNYCOOMe
: | CH,Cl, : |
\©:OH t.a., 48 h \(:I:OAl
22 23b
Rdt 80%

Esquema 3.21 — Sintesi de Boc-Tyr(3-1,Al)-OMe (23b)

e Per a la protecci6 amb un grup SEM, Boc-Tyr(3-1)-OMe (22) es va tractar amb
SEM-CI i DIEA en CH)Cl, a temperatura ambient durant 24 hores. Es va obtenir
Boc-Tyr(3-1,SEM)-OMe (23c) amb un 83% de rendiment (Esquema 3.22).

BocHN.__COOMe
\;/ SEM-CI. DIEA BocHN\?/COOMe
\©il CH,Cl, ; I
.a.,24h \©:
oH b OSEM
22 23c
Rdt 83%

Esquema 3.22 — Sintesi de Boc-Tyr(3-1,SEM)-OMe (23c)

L'ester metilic de Boc-Tyr(3-,R)-OMe (23a-c) es va hidrolitzar per tractament amb
LIOH-H,O en MeOH/THF a temperatura ambient durant 4 hores, obtenint-se
Boc-Tyr(3-1,R)-OH (20a-c) amb un 66-92% de rendiment (Esquema 3.23).

BocHN\:/COOMe LIOH-H,0 BocHNYCOOH
: | MeOH, THF 2 |
OR OR
23a R=Me 20a R=Me Rdt 66%
23b R=Al 20b R=Al Rdt 92%
23¢c R=SEM 20c R=SEM Rdt 90%

Esquema 3.23 — Hidrolisi del metilester de Boc-Tyr(3-1,R)-OMe (23a-c)

Finalment, es va preparar la tripeptidil resina Boc-Tyr(3-1,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (19a-c)
per ancorament de la corresponent Boc-Tyr(3-1,R)-OH (20a-c) a la dipeptidil resina
H-Leu-Leu-Rink-MBHA (6), utilitzant les condicions habituals per a la sintesi de péptids
en fase solida. Per tal de verificar que aquest acoblament s’havia donat correctament,

una aliquota de cadascuna de les resines es va tractar amb TFA/H,O/TIS i el cru
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3. Borilacié en fase solida de residus de fenilalanina i tirosina

resultant es va analitzar per ESI-MS i HPLC (Esquema 3.24). D'aguesta manera es varen
obtenir les iodotripeptidil resines H-Tyr(3-1,Me)-Leu-Leu-NH, (24a, 92% puresa, tr = 6.9
min), H-Tyr(3-,Al)-Leu-Leu-NH, (24b, 85% puresa, tr = 7.2 min) i H-Tyr(3-1,SEM)-Leu-
Leu-NH, (24c, 97% puresa, tr = 6.5 min).

\L(H\)(L Boc-Tyr(3-1,R)-OH o) H O
N HBTU, HOBt, DIEA BocHN N
HoN 7" Rink-MBHA oc ;JLN \;)KRink-MBHA
O =3 - H -
o
6 >/ >/

RO

o o | 19a R =Me
H 19b R=Al
TFA/H,O/TIS HzN\Z)LN NJNHZ 19¢ R =SEM
= H O >/
RO ;
| 24a R =Me
24b R = Al
24c R =OH

Esquema 3.24 — Sintesi de Boc-Tyr(3-1,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (19a-c)

3.2.2. Borilaci6 de Boc-Tyr(3-1,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (19)

La reaccid de borilacio en fase solida d’'una iodotirosina es va optimitzar a partir de les
condicions descrites anteriorment per a la preparacié de boronats de fenilalanina (Apartat
3.2.1). Cadascuna de les resines 19a-c es va tractar amb B,Pin,, PdCl(dppf), dppf i
KOAc en DMSO a 80 °C (Esquema 3.25). Després de cada reaccio, les resines es varen
tractar amb TFA/H,O/TIS i el cru es va analitzar per HPLC i ESI-MS.

szinz, KOAc

o} o} o} 0

H PdCl,(dppf) H

BocHN._J N i DM an BocHN. A\ AN G e
: H <~ “Rink-MBHA 508 N

RO 19a R =Me RO 2a R =Me

| 19b R=Al oBo  2c R=SEM

19¢ R=SEM ﬁ—% 2d R=H

TFA/H,0 / TIS o H ©
— = - HzN\)kN N\)kNH

RO
B 25a R =Me
O 0 25b R=H

|

Esquema 3.25 — Sintesi de Boc-Tyr(3-BPin,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2)
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3. Borilacié en fase solida de residus de fenilalanina i tirosina

Analogament als casos anteriors, l'analisi per HPLC va mostrar que els esters
pinacolboronics 25a-b s’obtenien juntament amb els acids boronics corresponents 26a-b
(Esquema 3.26).

RO RO

HZNJN N\r/mNH2 —_— HZN%N N\)LNHZ
z H = H H o) >/

B. 26a R =Me
Q 0 HO"OH  26h R=H

Esquema 3.26 - Hidrolisi de 'ester pinacolboronic de 25a-b

A continuacio es discuteixen els resultats obtinguts per a cadascun dels grups protectors.

3.2.2.1. Sintesi de Boc-Tyr(3-BPin,Me)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2a)

La resina Boc-Tyr(3-1,Me)-Leu-Leu-Rink-MBHA (19a) es va tractar amb B,Pin, (4 eq),
PdCl,(dppf) (0.18 eq), dppf (0.09) i KOAc (6) en DMSO a 80 °C durant 24 hores
(Esquema 3.27). Aquestes condicions de reaccid varen proporcionar I'acid boronic 26a
amb un 41% de puresa, juntament amb un 34% de H-Tyr(Me)-Leu-Leu-NH, 27 provinent
de la protodeborilacio de I'ester pinacolboronic (Taula 3.3, Prova 1). De fet, els productes
protodeborilats sén els contaminants més habituals d’aquest tipus de reaccions. S’ha
descrit que la seva formacié es veu afavorida per la preséncia de metalls de transicio,
com el pal-ladi, per escalfaments prolongats, i per la preséncia de substituents en orto
(Hall, 2005). De fet, en augmentar la quantitat de catalitzador i de lligand es va obtenir el
producte de protodeborilacié 27 de forma majoritaria (55%, Taula 3.3, Prova 2). La
disminucié del temps de reaccio fins a 8 hores va conduir a una mescla de l'ester
pinacolboronic (25a, 29%) i de I'acid boronic (26a, 49%) (Taula 3.3, Prova 3).
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3. Borilacié en fase solida de residus de fenilalanina i tirosina

BOCHN%\L( \)L MBHA BOCHN\)L\L( \)LRlnk MBHA

0]
Rink-
0]
>/ B,Pin,, KOAc, PdClI,(dppf)
MeO dppf, DMSO, 80 °C TFA/ H,O/TIS
|

19a MeO 2a

B.
O 0]

HZN\)ki( NH HZN\)L\L‘/ NH HZN\)L\L( NH

Meo 26a MeO 27

Ho ®oH

i

Esquema 3.27 - Sintesi de Boc-Tyr(3-BPin,Me)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2a)

Taula 3.3 — Borilacié de Boc-Tyr(3-I,Me)-Leu-Leu-Rink-MBHA (19a)

Prova B,Pin, KOAc PdCly(dppf) dppf Temps 26a: 27" 25a°
(eq)  (eq) (eq) a) () (%) (%) (%)

1 4 6 0.18 0.09 24 41 34 0

2 8 12 0.36 0.18 24 0 55 0

3 4 6 0.18 0.09 8 49 11 29

aH -Tyr(3-B(OH)2,Me)-Leu-Leu-NHa, tr = 6.3 min.

PH- -Tyr(Me)-Leu-Leu-NHy, tr = 6.7 min.

CH -Tyr(3-BPin,Me)-Leu-Leu-NH, tr = 7.1 min.

“percentatge de puresa obtingut de I'analisi del cru de reaccié per HPLC (220 nm)

3.2.2.2. Sintesi de Boc-Tyr(3-BPin,H)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2d)

La resina Boc-Tyr(3-l,Al)-Leu-Leu-Rink-MBHA (19b) es va tractar amb B,Pin, (4 eq),
PdCl,(dppf) (0.18 eq), dppf (0.09) i KOAc (6 eq) en DMSO a 80 °C durant 24 i 8 hores
(Esquema 3.28). En ambdds casos es va obtenir el producte esperat amb pureses
similars (51-56%), com una mescla de I'acid (26b) i I'ester boronic (25b), juntament amb

el producte protodeborilat 28 i un 33-35% d’un producte no identificat.
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3. Borilacié en fase solida de residus de fenilalanina i tirosina

O
H

B,Pin,, KOAc, PdCl,(dppf) IH.0/TIS
A TFA/H,O /Tl
AlG dppf, DMSO, 80 °C H o 2d —2,
, B,
e
O H O 0 H 0 H Q
HN A N\)LNH2 H2N\L)LN N\)LNH2 HzNQLN N\)LNH2
> H o =< + - H - "
r g
26b 28
HO 25b HO/@/ HO
B B.
O 0O HO OH

Esquema 3.28 - Sintesi de Boc-Tyr(3-BPin,H)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2d)

Cal destacar, que tots aquests productes presentaven I'hidroxil de la cadena lateral de la
tirosina lliure. De fet, s’ha descrit que el grup al-lil s’elimina amb Pd(PPhz), (3 a 5 eq)
(Tholey i Hoffmann, 1997; Cros et al., 2004). En el nostre cas, les condicions de Miyaura

utilitzant PdCl,(dppf) (0.18 eq) varen produir I'eliminacié completa d’aquest grup.

3.2.2.3. Sintesi de Boc-Tyr(3-BPin,SEM)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2c)

Analogament als casos anteriors, la resina Boc-Tyr(3-1,SEM)-Leu-Leu-Rink-MBHA (19c)
es va tractar amb B,Pin, (4 eq), PdCly(dppf) (0.18 eq), dppf (0.09) i KOAc (6 eq) en
DMSO a 80 °C durant 24 i 8 hores (Esquema 3.29).

o)
H H
BocHN\)L\i(N\)LRmk MBHA BocHN\)L\j\(N Rmk MBHA

(0] >/ o)
B,Pin,, KOAc, PdCl,(dppf)
SEMO” : 19¢c dppf, DMSO, 80 °C SEMO TFA/HzO/TIS

(0] H (0] (@] H (@] (0] H (0]
HzN\)k;j\(N\)kNHZ HZN\)LEL(N\)kNHZ HN A N “NH,
> H o 3 N : H o = .\ : H :

b O
HO 25b HO/Q/ 26b HO 28

B, B.
Q 0 HO ~"OH

|

Esquema 3.29 - Sintesi de Boc-Tyr(3-BPin,SEM)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2c)
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3. Borilacié en fase solida de residus de fenilalanina i tirosina

L'analisi per HPLC del cru de reaccié obtingut després del tractament acidolitic de la
resina resultant de les dues proves realitzades va mostrar resultats similars obtenint-se
dos pics majoritaris (50-60%) que es varen atribuir a I'acid boronic 26b (tz = 6.1 min) i al
boronat 25b (tr = 7.1 min). En canvi, per ESI-MS també es va detectar la preséncia del
producte protodeborilat H-Tyr-Leu-Leu-NH; (28), que no s’observava en el cromatograma
d'HPLC atés que apareixia al mateix temps de retencid que I'acid boronic 26b. El pic
corresponent a aquest subproducte era menys intens en la prova realitzada durant 8

hores que en la de 24 hores.

Per tal de comprovar que 26b i 28 coeluien, d'una banda, es va preparar Boc-Tyr(tBu)-
Leu-Leu-Rink-MBHA seguint l'estratégia habitual de sintesi de péptids en fase solida.
Daltra banda, es va sintetitzar Boc-Tyr(3-BPin,SEM)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2c) per
acoblament de Boc-Tyr(3-BPin, SEM)-OH (29), preparat en dissoluci6, a H-Leu-Leu-Rink-
MBHA (6). Per a la preparacié d’aquest aminoacid 29, la iodotirosina 23c es va tractar
amb BPin,, KOAc, PdCl,(dppf) en DMSO anhidre a 80 °C durant 18 hores (Skaff et al.,
2005) i posteriorment es va hidrolitzar el metil ester (Esquema 3.30). Es va obtenir 29

amb 34% de rendiment global de les dues etapes.

o O
B-B
iO Oi

BocHN._COOMe  KOAc, PdCly(dppf) BocHN._COOMe LioH-H,0  BOocHN._COOH

: DMSO anh. H MeOH, THF :
80 °C, 18 h ta.,4h \Q\
OSEM OSEM OSEM
_B.
: oo o~0

29
Rdt 65%

Rdt 53%

Esquema 3.30 — Sintesi de Boc-Tyr(3-BPin,SEM)-OH (29)

Les resines Boc-Tyr(tBu)-Leu-Leu-Rink-MBHA i Boc-Tyr(3-BPin,SEM)-Leu-Leu-Rink-
MBHA (2c) es varen sotmetre a un tractament acidolitic i el cru de reacci6 obtingut es va
analitzar per HPLC. En ambdos casos es va observar un pic a un temps de retencio de
6.1 minuts, cosa que confirmava que el producte protodeborilat 28 i I'acid boronic 26b

coeluien per HPLC.
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4, Sintesi en fase solida de péptids biarilics lineals

Un dels problemes associats a l'aplicacié dels peéptids in vivo és la seva baixa
biodisponibilitat i estabilitat enfront de la degradacidé enzimatica. Existeixen diverses
estrategies per millorar aquestes propietats, una de les quals consisteix en la introduccioé
d’aminoacids biarilics per limitar-ne la flexibilitat conformacional. A més, aquest tipus
d’'unions biariliques sén especialment rellevants atés que estan presents en nombrosos
productes naturals, tals com la vancomicina, les bifenomicines o les arilomicines, que

presenten propietats biologiques destacables.

El métode sintétic més versatil per a la formacié de biarils asimétrics és la reaccié de
Suzuki-Miyaura, la qual consisteix en I'acoblament creuat d’un halur d’aril i un acid o ester
arilboronic catalitzat per un complex de pal-ladi (0). En la primera part d’aquesta tesi es
va posar a punt la preparacié de boronats derivats de fenilalanina o tirosina. Aixi doncs,
en la segona part s’ha estudiat I'arilacié en fase solida d’aquests boronats per a I'obtencio
de péptids biarilics lineals. Amb aquest objectiu s’han utilitzat els tripeptids H-Phe(4-Ar)-

Leu-Leu-NH; i H-Tyr(3-Ar)-Leu-Leu-NH, com a sistemes model.

0 y O 0 y O
HZN\:)LN N\:)LNHZ HZN\:)kN N%NHZ
H H 0 :>/ z H o) :\>/
ol pel

Ar

Ar

Figura 4.1 — H-Phe(4-Ar)-Leu-Leu-NH; i H-Tyr(3-Ar)-Leu-Leu-NH,

4.1. Sintesi de peptids biarilics lineals per arilacio d'una
boronofenilalanina

En primer lloc es va estudiar l'arilaci6 de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH; (1) utilitzant les
condicions de Suzuki-Miyaura per tal d’obtenir péptids biarilics del tipus H-Phe(4-Ar)-Leu-
Leu-NH,. Es va plantejar l'arilaci6 d’1 amb diversos halurs d'aril utilitzant escalfament

convencional o microones, per estendre posteriorment la metodologia a l'arilaci6 amb

haloaminoacids (Esquema 4.1).

Esquema 4.1 — Arilacié de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1)
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4, Sintesi en fase solida de péptids biarilics lineals

4.1.1. Arilacié de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) amb halurs d’aril
4.1.1.1. Arilacio sota escalfament convencional

L'arilaci6 de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) en les condicions de Suzuki-
Miyaura es va optimitzar utilitzant 4-iodobenzé com a halur d’aril. En primer lloc, es va
tractar 1 amb aquest halur d’aril (5 eq) utilitzant Pd(PPhgz), (0.05 eq) com a catalitzador i
KsPO4 2M (5 eq) com a base (Esquema 4.2), sota escalfament convencional, ja que
aquestes son les condicions habituals en qué es realitza aquesta reacci6 (Piettre i
Baltzer, 1997; Doan et al., 2008). Es varen dur a terme diverses proves variant el
dissolvent, el temps de reacci6 o la temperatura (Taula 4.1). Després de cada
experiment, la resina es va tractar amb TFA/H,O/TIS i el cru obtingut es va analitzar per
HPLC i ESI-MS.

O O (@] (@]
H 1. Phl, Pd(PPhs)4, K3PO, H
BocHN\)L;i(N\)KRmk_MBHA 2. TFA/H,O/TIS HZN\i)LN N\i)LNHZ
- H O 7>/ = H O ’>/
O~B~ : 1 I BP255
0]

Esquema 4.2 — Arilacié d'1 amb 4-iodobenzé sota escalfament convencional

Els resultats varen mostrar que quan s'utilitzava DMF com a dissolvent a 80 °C durant 24
hores, la formacio del compost biarilic BP255 era baixa (26%) i es va detectar una gran
guantitat d’acid boronic de partida (58%) (Prova 1, Taula 4.1). Aquest fet es va atribuir a
la baixa solubilitat de K;PO, en DMF. A continuacio, es va assajar la utilitzacié d'una
mescla de DME/EtOH/H,0 (9:9:2) com a dissolvent (Prova 2, Taula 4.1). S’ha descrit que
la preséncia d’'aigua promou la hidrolisi de I'ester arilboronic a acid arilboronic, la qual
cosa facilita I'etapa de transmetal-lacio i, com a consequencia, 'acoblament creuat de
Suzuki-Miyaura (Lépine, 2005). En aquestes condicions, es va observar un augment de
la formaci6 de BP255 (49%) i una disminucié de la quantitat de producte de partida
restant (14%). En aquests assajos es produia una evaporacié rapida del dissolvent a
causa del baix volum utilitzat (0.3 mL), del llarg temps de reaccié (24 h) i de I'elevada
temperatura (80 °C). Per aquest motiu, es va realitzar una tercera prova disminuint la
temperatura de reaccio fins a 60 °C i augmentant el temps fins a 48 hores (Prova 3, Taula
4.1). Aquestes condicions varen proporcionar el millor resultat, obtenint-se el péptid
biarilic H-Phe(4-Ph)-Leu-Leu-NH, (BP255) amb un 70% de puresa.
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Taula 4.1 — Sintesi de BP255 per reacci6é de Suzuki-Miyaura sota escalfament convencional

Prova Dissalvent Temps  Temperatura 12f‘d 28+30° BP255°
(h) (°C) (%) (%) (%)
1 DMF 24 80 58 6 26
2 DME/EtOH/H,0 24 80 14 14 49
3 DME/EtOH/H,0 48 60 13 8 70

®H-Phe(4-B(OH),)-Leu-Leu-NH,, tr = 6.0 min.

bSubproductes d’homocoupling i fenol, que coelueixen, tr = 6.1 min.
°H-Phe(4-Ph)-Leu-Leu-NH, tg = 7.2 min.

“percentatge de puresa obtingut de l'analisi del cru de reaccié per HPLC (220 nm).

Cal destacar que I'analisi per LC-MS del cru de reacci6 dels assajos anteriors va mostrar
la preséncia del compost biarilic 30 i del fenol 28 (6-14%), que coeluien (Figura 4.2).
Aquests compostos deriven de reaccions laterals tipiques de la reacci6 de Suzuki-
Miyaura. EI compost 30 prové d’'una reaccié d’homocoupling, és a dir, de I'acoblament de
dues molécules de I'acid boronic. Daltra banda, el fenol 28 prové de l'oxidacié del
boronat a hidroxil. S’ha descrit que ambdos productes provenen de mecanismes
oxidatius que es donen paral-lelament a I'acoblament creuat. Per aixd és essencial que
aguestes reaccions es duguin a terme en condicions inerts sota atmosfera de nitrogen i
utilitzant dissolvents desgasats, per evitar la preséncia de 'oxigen que puguin tenir dissolt
(Moreno-Mafias et al., 1996; Aramendia et al., 1999).

Figura 4.2 — Estructures dels subproductes 28 i 30

Les millors condicions es varen aplicar a larilaci6 de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-
MBHA (1) amb els halurs d’aril comercials 2-iodofenol, p-iodonitrobenze, 4-iodoanisole,
2-iodoanisole i 4-iodotolue, i amb 1-(SEM)-4(5)-bromo-5(4)-metilimidazole (31) preparat
utilitzant les condicions previament descrites al grup LIPPSO (Esquema 4.3) (Cerezo et
al., 2007).

El primer pas de la sintesi dels bromoimidazoles 31 va consistir en la bromacié de

4(5)-metilimidazole  comercial per tractament de 4(5)-metilimidazole amb
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N-bromosuccinimida (NBS), obtenint-se 4(5)-bromo-5(4)-metilimidazole amb un 65% de
rendiment. La bromaci6é es déna majoritariament en la posicié 5 de I'anell d'imidazole, ja
gue aquesta és la posici6 més favorable per a I'atac electrofil a través d'una reaccio de
substitucié electrofila aromatica. A continuacid, es va protegir I'anell d'imidazole amb el
grup SEM per tractament amb DBU i posterior addici6 de SEM-CI. Es va obtenir la
barreja de regioisomers 31a i 31b amb un 55% de rendiment. Aquesta mescla es va

utilitzar per a les reaccions d'arilacio posteriors.

NBS 1. DBU, DMF, t.a, 1.5 h N Br N

N  CHsCN N 2. SEM<CI, ta, 18 h B N
" — oty + AP

N~ o0°c,30min Br N - ‘
H H SEM SEM
1 31b

Rdt 65% 3la
Rdt 55%

Esquema 4.3 — Sintesi dels bromoimidazoles 31

L'arilacio de la resina 1 amb els halurs d’aril anteriors es va realitzar per tractament amb
Pd(PPh3), (0.05 eq), KsPO, 2M (5 eq) i I'halur daril corresponent (5 eq) en
DME/EtOH/H,0 (9:9:2), durant 48 hores a 60 °C. Després de cada experiment, la resina
es va sotmetre a un tractament acidolitic amb TFA/H,O/TIS i el cru obtingut es va
analitzar per HPLC i ESI-MS (Esquema 4.4).

2. TFA/H,0 / TIS

@] @] @] O
H H
BocHN N 1. ArX, Pd(PPh3),, K3PO4 H-N N
\)Lgi( \;)kRink-MBHA 48 h, 60 °C 2 \)LH \;)LNHz
O oS

O-B 1 Ar BP256-BP261

2%

Peptid ‘ BP256 BP257 BP258 BP259 BP260 BP261
Ar chOé Qé Hsco@é ogN@é Qé f\['\»'
OCHg OH N
X | | | | | Br

Esquema 4.4 — Sintesi dels peptids biarilics BP256-BP261 sota escalfament convencional
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Taula 4.2 — Sintesi dels péptids biarilics BP256-BP261 sota escalfament convencional

Péptids biarilics

a b
Prova ArX (%/f)C 28(;;o)30 et Puresa tr
eptid (%)° (min)d
1 4-iodotolue 43 14 BP256 35 75
2 2-iodoanisole 4 12 BP257 83 7.2
3 4-iodoanisole 0 20 BP258 54 7.2
4 p-iodonitrobenze 0 3 BP259 87 7.2
5 2-iodofenal 0 26 BP260 52 6.9
6 bromoimidazoles (31) 0 20 BP261 36 5.7

®H-Phe(4-B(OH),)-Leu-Leu-NH,, tr = 6.0 min.

bSubproductes d’homocoupling i fenol, que coelueixen, tr = 6.1 min.

“Percentatge de puresa obtingut de I'analisi del cru de reaccio per HPLC (220 nm).
dTemps de retencio per HPLC (220 nm)

En tots els casos es varen obtenir els péptids biarilics esperats. Els millors resultats es
varen assolir per a larilaci6 amb 2-iodoanisole i p-iodonitrobenze, els quals varen
proporcionar els peptids biarilics esperats BP257 i BP259 amb pureses elevades (83-
87%, Proves 2 i 4, Taula 4.2). D’'altra banda, els acoblaments creuats amb 4-iodotolué i
els bromoimidazoles 31 varen proporcionar els péptids biarilics BP256 i BP261 amb els
percentatges de puresa més baixos (35-36%, Proves 1 i 6, Taula 4.2). Cal destacar, que
en tots els casos, els péptids biarilics es varen obtenir juntament amb el subproducte

provinent de 'homocoupling 30 i amb el fenol 28 (3-26%).

4.1.1.2. Arilaci6 sotairradiaciéo de microones

Per tal de reduir el temps de larilaci6 de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1),
aquesta reacci0 es va assajar sota irradiacié de microones, ja que aquesta técnica ha
estat ampliament utilitzada per accelerar la velocitat de les reaccions d’acoblament creuat
(Apartat 1.2.3.1).

En primer lloc, l'arilaci6 es va optimitzar emprant 4-iodobenzé com a halur daril
(Esquema 4.5). Amb aquesta finalitat, es va tractar 1 amb 4-iodobenzé (5 eq), Pd(PPhg),
(0.05 eq), KsPO, 2M (5 eq) en DME/EtOH/H,O (9:9:2) desgasat, sota irradiacié de
microones a diferents temps i temperatures (Taula 4.3). Després de cada experiment, la
resina resultant es va sotmetre a un tractament acid amb TFA/H,O/TIS i el cru obtingut es
va analitzar per HPLC i ESI-MS.
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oI,
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BocHN N

\)LH \;)kRink-MBHA
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1. Pd(PPhg), KsPO,

2. TFA/H,0 / TIS

0 H
HZN%N N\,)kNHz
= H O -
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Esquema 4.5 — Sintesi de BP255 per reaccié de Suzuki-Miyaura sota irradiacié de microones

Quan la reacci6 es va realitzar durant 15 minuts a 60 °C o0 a 80 °C es va observar la

preséncia d’acid boronic de partida (12, Proves 1 i 2, Taula 4.3), el qual es va aconseguir

disminuir realitzant la reaccié a 80 °C i augmentant el temps de reacci6 fins a 30 minuts

(Prova 3, Taula 4.3). El millor resultat, pero, es va obtenir quan la reacci6 es va dur a

terme a 120 °C durant 30 min, cosa que va proporcionar el péptid biarilic BP255 amb un

62% de puresa, tot i que es va obtenir juntament amb un 9% del producte

d’homocoupling 30 o del fenol 28 (Prova 4, Taula 4.3). Un augment de la temperatura fins

a 140 °C va conduir a un increment d’aquests subproductes 28 i 30 (15%, Prova 5, Taula

4.3).

Taula 4.3 — Sintesi de BP255 per reaccié de Suzuki-Miyaura sota irradiacié de microones

Prova  TEMPS T 12ad 28 +30° BP255°
(min) (°C) (%) (%) (%)
1 15 60 15 10 51
2 15 80 12 11 47
3 30 80 9 8 63
4 30 120 0 9 62
5 30 140 2 15 59

®H-Phe(4-B(OH),)-Leu-Leu-NH,, tr = 6.0 min.

bSubproductes d’homocoupling i fenol, que coelueixen, tr = 6.1 min.
°H-Phe(4-Ph)-Leu-Leu-NH, tr = 7.2 min.
“Percentatge de puresa obtingut de l'analisi del cru de reaccié per HPLC (220 nm).

A continuacio, es varen aplicar les millors condicions anteriors per a larilaci6 de
Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) amb els halurs daril utilitzats anteriorment:

2-iodofenal, p-iodonitrobenze,

4-jodoanisole,

2-iodoanisole,

4-jodotolue

1-[2-(trimetilsilil)etoximetil]-4(5)-bromo-5(4)-metilimidazole (31) (Esquema 4.6).
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o) H O o) 0
1. ArX, Pd(PPhs)s K3POy4 H
BOCHN\;)LJL\/N\:){RMK-MBHA 120 °C (MW), 30 min HZN%N N%NHZ
: H o = 2. TFA/H,O / TIS > H o =<
. 7 r
O-g Ar
0o BP256-BP261

Peptid ‘ BP256 BP257 BP258 BP259 BP260 BP261
Ar chOé Qé Hsco@é ogN@é Qé f\['\»'
OCH, OH N
X | | | | | Br

Esquema 4.6 — Sintesi dels peptids biarilics BP256-261 sota irradiacié de microones

En primer lloc, la resina 1 es va tractar amb I'halur d’aril corresponent (5 eq) i KsPO4 2M
(5 eq) en DME/EtOH/H,0 (9:9:2) utilitzant Pd(PPhj)4 (0.05 eq) com a catalitzador, sota
irradiaci6 de microones a 120 °C durant 30 minuts (Taula 4.4). Després de cada
experiment, la resina es va sotmetre a un tractament amb TFA/H,O/TIS i el cru obtingut
es va analitzar per HPLC i ESI-MS.

Taula 4.4- Sintesi dels péptids biarilics BP256-261 sota irradiacié de microones

Péptids biarilics

a b
Prova ArX (:(I)-/f)c 28(:,;0)30 .- Puresa s
eptid (%)° (min)d
1 4-iodotolué 0 15 BP256 69 7.5
2 2-iodoanisole 0 5 BP257 91 7.2
3 4-jodoanisole 0 14 BP258 73 7.2
4 p-iodonitrobenze 4 6 BP259 80 7.2
5 2-iodofenal 0 4 BP260 88 6.9
6 bromoimidazoles (31) 0 49 BP261 22 5.7

®H-Phe(4-B(OH),)-Leu-Leu-NH,, tr = 6.0 min.

Subproductes d’homocoupling i fenol, que coelueixen, tr = 6.1 min.

“Percentatge de puresa obtingut de 'analisi del cru de reaccio per HPLC (220 nm).
dTemps de retencio per HPLC (220 nm)

En tots els casos es varen obtenir els péptids biarilics esperats. Els millors resultats es
varen assolir per a I'arilacié amb 2-iodoanisole, p-iodonitrobenzé i 2-iodofenol, obtenint-se
els péptids biarilics esperats BP257, BP259 i BP260 amb pureses elevades (80-91%,
Proves 2, 4 i 5, Taula 4.4). Cal destacar, que la puresa dels productes biarilics
procedents de l'acoblament creuat amb 4-iodotolué, 4-iodoanisole i 2-iodofenol va

augmentar significativament. L’acoblament creuat amb els bromoimidazoles 31 va ser el
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meés dificil, proporcionant el péptid biarilic BP261 amb un percentatge de puresa molt baix
(22%, Prova 6, Taula 4.4). En tots els casos, els péptids biarilics es varen obtenir

juntament amb el producte d’homocoupling 30 i amb el fenol 28.

A continuacio, es va assajar I's de Pd,(dba); com a catalitzador ja que s’havia mostrat
efectiu per a I'arilaci6 en fase solida de 5-bromobhistidines (Cerezo et al., 2008). D’aquesta
manera, la reacci6 es va realitzar en preséncia de Pd,(dba); (0.2 eq), P(o-tolil) (0.4 eq),
KF (4 eq) i I'halur d'aril corresponent (5 eq), en DME/EtOH/H,0 (9:9:2) a 120 °C durant 30

minuts, sota escalfament per irradiacié de microones (Esquema 4.7, Taula 4.5).

o O o O
H , H
1. ArX, Pdy(dba)s P(o-tolil) N
BOCHN\)LIL(NARM_MBHA KF, 120 °C (MW), 30 min HzN\i)LN \i)LNHz
> H 0o >/ 2.TFA/H,0 / TIS > H o >/
ve oy
&g 1 Al BP255-BP261

Peptid ‘ BP255  BP256 BP257 BP258 BP259 BP260  BP261
A Qé Q3 I
EQPSENTEQS on. Hco< )i ON—<_ ) 8 v
X ' [ [ [ [ [ Br

Esquema 4.7 — Sintesi dels peptids biarilics BP255-261 sota irradiacié de microones

En tots els casos es varen obtenir els péptids biarilics desitjats, amb pureses
comparables a les obtingudes amb Pd(PPhz), (73-91%, Proves 1-5, Taula 4.5), excepte
en el cas del 2-iodofenol, que el péptid biarilic BP260 es va obtenir amb una puresa
menor (60%, Prova 6, Taula 4.5). Cal destacar que amb aquestes condicions de reaccioé
es va obtenir el producte BP261 amb un 57% de puresa (Prova 7, Taula 4.5). Aquest fet
és especialment rellevant perqué suposa el primer exemple de sintesi en fase solida d’'un

péptid contenint un sistema biarilic del tipus 4-imidazolilfenilalanina.
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Taula 4.5 - Sintesi dels péptids biarilics BP255-261 sota irradiacié de microones

a b Peptid biarilic
Prova ArX 12 28 +30
(%)° (%) peptig  Puresa tr Rendiment

P %)°  (min)’ %)°
1 4-jodobenze 0 8 BP255 73 7.2 27
2 4-jodotoluée 0 6 BP256 79 75 26
3 2-iodoanisole 0 0 BP257 91 7.2 63
4 4-iodoanisole 8 8 BP258 77 7.2 35
5 p-iodonitrobenze 5 6 BP259 86 7.2 49
6 2-iodofenol 0 12 BP260 60 6.9 37
7 bromoimidazoles 5 BP261 57 5.7 10

(31)

®H-Phe(4-B(OH),)-Leu-Leu-NH,, tr = 6.0 min.

bSubproductes d’homocoupling i fenol, que coelueixen, tr = 6.1 min.

“Percentatge de puresa obtingut de 'analisi del cru de reaccio per HPLC (220 nm).
dTemps de retencio per HPLC (220 nm)

°Rendiment després de purificaci.

Finalment, els crus de reacci6 resultants es varen purificar per cromatografia en columna
en fase reversa utilitzant H,O/MeOH/TFA com a eluent. D’aquesta manera, es varen
obtenir els péptids biarilics esperats amb uns rendiments del 10-63%. Tots aquests
productes varen ser caracteritzats per HRMS, H-RMN i *C-RMN, i es varen fer
experiments bidimensionals COSY, HSQC i HMBC del compost BP259 per assignar

completament tots els senyals de prot6 i carboni.

D’'aquest estudi es pot concloure que I'is de microones permet reduir considerablement
el temps de reacci6 de l'arilacié de la boronopeptidilresina 1 amb iodobenzens (BP255-
260) de 48 hores a 30 minuts; i obtenir els péptids biarilics corresponents amb pureses
del mateix ordre o lleugerament superiors als obtinguts per escalfament convencional. A
més, la irradiacié de microones juntament amb el catalitzador Pd,(dba); permet l'arilacio
d’'1 amb els bromoimidazoles 31. D’altra banda, d’acord amb la literatura, d’'aguest estudi
es desprén que en qualsevol dels dos meétodes d'escalfament, les propietats
electroniques dels substituents presents a l'anell aromatic no justifiquen la diferent
reactivitat dels halurs d’'aril emprats; i , en general, la reacci6 es dona de forma similar
tant amb halurs amb grups electrodonadors com amb halurs amb grups electroatraients
(Doan et al., 2008).
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4.1.2. Arilaci6 de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) amb

haloaminoacids

Tenint en compte els bons resultats obtinguts per a l'arilacié de la resina 1 amb halurs
aromatics, es va decidir assajar l'arilaci6 d’l amb residus de fenilalanina, tirosina i

histidina, per tal d’obtenir els tetrapeptids biarilics BP262-264 (Figura 4.3).

S

BP262-BP264

Ar=

H,N_ COOH H,N_COOH H,N_COOH
< il .71 =
RGN hOS Dy

¥ OH % N
BP262 BP263 BP264

Figura 4.3 — Tetrapéptids biarilics BP262-264

En primer lloc, va ser necessari preparar les 5-bromohistidines convenientment
protegides 32, seguint una estratégia descrita anteriorment al grup LIPPSO (Cerezo et
al., 2008). La sintesi va consistir en la bromacié de I'anell d'imidazole de Boc-His-OMe i
en la proteccio d’aquest anell amb el grup SEM. D’aquesta manera, es varen obtenir les
5-bromonhistidines 32 com una mescla regioisomérica amb un 67% de rendiment global

de les dues etapes (Esquema 4.8).

NBS
BocHNYCOOMe CH4CN BocHN\i/COOMe
NH 0°C,25h NH
b [ 2
N Br °N
Rdt 82%

BocHN._COOMe BocHN._COOMe
1. DBU, DMF, ta., 1.5h 2 =

2. SEM-Cl, t.a., 4 h NSEM NN
I ) + )
N Br~ °N

Br
SEM
32a 32b

Rdt 82%

Esquema 4.8 — Sintesi de les 5-bromohistidines 32

A continuacid, es va estudiar l'arilacio de la resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA
(1) amb Boc-Phe(l)-OMe (9), Boc-Tyr(3-I,SEM)-OMe (23c) i les 5-bromohistidines 32
(Esquema 4.9).
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Esquema 4.9 — Arilaci6 d’1 amb haloaminoacids sota irradiacié de microones

D'una banda, es va realitzar l'arilacié d'1 amb els haloaminoacids corresponents utilitzant
Pd(PPhs), com a catalitzador sota les condicions de preparacié dels tripéptids biarilics
BP255-BP261. Després de cada experiment, una aliquota de cadascuna de les resines
resultants 33a-c es va tractar amb TFA/H,O/TIS i els crus obtinguts es varen analitzar per
HPLC i ESI-MS (Proves 1-3, Taula 4.6). Quan es va utilitzar Boc-Phe(4-1)-OMe (9) es va
formar un 77% de producte biarilic (Prova 1, Taula 4.6). Aquest percentatge corresponia
a una mescla de l'ester metilic esperat 34a (9%) amb el seu analeg en forma d’acid
carboxilic BP262 (54%) provinent de la hidrolisi del metil ester, i amb el producte en forma
d'ester etilic (14%) procedent de la transesterificaci6 de 34a amb etanol. De manera
similar, quan es va realitzar I'acoblament creuat d’1 amb Boc-Tyr(3-I,SEM)-OMe (23c) es
va formar un 69% de producte biarilic que també corresponia a una mescla de 34b (33%)
amb l'acid BP263 (21%) i amb l'ester etilic (15%) (Prova 2, Taula 4.6). En el cas d'utilitzar

les 5-bromohistidines 32 no es va observar la formacié del producte biarilic 34c.
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Taula 4.6 — Sintesi de 34a-c per reaccio de Suzuki-Miyaura sota irradiacié de microones

Péptids biarilics

a
Prova ArX 28(‘;0)%O Pt Puresa tr

éptid @)  (min)°

1¢ Boc-Phe(4-1)-OMe 0 34a 77° 17.3

2 Boc-Tyr(3-, SEM)-OMe 21 34b 69° 16.4
3 Boc-H@s(S-Br,l-SEM)-OMe i 34c i i

Boc-His(5-Br,3-SEM)-OMe

4 Boc-Phe(4-1)-OMe 0 34a 88 17.2

5' Boc-Tyr(3-1,SEM)-OMe 12 34b 77 16.4

6 Boc-His(5-Br,1-SEM)-OMe 8 34c 37 14.7

Boc-His(5-Br,3-SEM)-OMe

#Subproductes d’homocoupling i fenol, que coelueixen, tz = 16.6 min.
®Percentatge de puresa obtingut de I'analisi del cru de reaccié per HPLC (220 nm).
“Temps de retenci6 obtingut de I'analisi del cru de reaccié per HPLC (220 nm)
4pd(PPhs), (0.05 eq), KsPO4 2M (5 eq), ArX (5 eq).

°Suma dels percentatges dels productes biarilics obtinguts.

'Pda(dba)s (0.2 eq), P(o-tolil) (0.4 eq), KF (4 eq), ArX (5 eq).

Paral-lelament, es va assajar la reaccio utilitzant Pd,(dba); com a catalitzador en les
mateixes condicions descrites anteriorment per a l'arilacié d'1 amb halurs d’aril. En els
tres casos es varen obtenir els productes biarilics esperats amb pureses del 37-88%
(Proves 4-6, Taula 4.6). El millor resultat es va observar per a I'acoblament creuat amb
Boc-Phe(4-1)-OMe (9), proporcionant el péptid 34a amb una puresa del 88% (Prova 4,
Taula 4.6). Es especialment rellevant I'obtencié del producte 34c (37%, Prova 6), el qual
correspon a l'acoblament creuat d'1l amb les 5-bromohistidines 32, ja que és el primer
exemple d’acoblament creuat entre un residu de fenilalanina i un d’histidina. Cal destacar,
gue en aquestes tres reaccions no es va observar hidrolisi ni transesterificcio del

metilester amb el dissolvent.

Tot seguit, es va realitzar la hidrolisi de I'ester metilic dels tres tetrapéptids anteriors. Amb
aguesta finalitat es varen tractar les resines 33a-c amb LiOH-H,O (5 eq) en THF/H,O
(7:1) a temperatura ambient durant 24 hores. Després de cada experiment, les resines
resultants es varen tractar amb TFA/H,O/TIS a temperatura ambient durant 2 hores
(Esquema 4.10, Taula 4.7). D’aquesta manera es varen obtenir els peptids biarilics

esperats, totalment desprotegits, amb pureses del 42 al 92%.
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Esquema 4.10 — Hidrolisi de les peptidil resines 33a-c

Finalment, els crus resultants de les proves 1-3 (Taula 4.7) es varen purificar per
cromatografia en columna en fase reversa utilitzant H,O/MeOH/TFA com a eluent.
D’'aquesta manera, es varen obtenir els péptids biarilics esperats amb uns rendiments del
12-62%. Tots aquests productes varen ser caracteritzats per HRMS, *H-RMN i **C-RMN,
i es varen fer els experiments bidimensionals COSY, HSQC i HMBC per assignar

completament tots els senyals de proto i carboni.

En tots els casos, els espectres de RMN varen mostrar la preséncia d'un Unic
estereoisomer, revelant que durant la borilacié i la posterior reaccié de Suzuki-Miyaura no
es produeix epimeritzacié. En el cas de BP262, pero, el corresponent cromatograma
d'HPLC presentava dos pics. Aquest fet es pot atribuir a la formacié de dos conformers,
ja que quan es va realitzar I'analisi per HPLC a 15 °C i a 60 °C es va observar que la
proporcid dels pics variava. L’analisi corresponent per *H-RMN a baixa temperatura en

MeOH-d, ho va corroborar, perquée s'observava coalescéncia dels senyals.

Taula 4.7 — Hidrolisi de les peptidil resines 33a-c

Prova Péptid (mtiRn)a P;;Sﬁa Rer(lgl ;rgent
1 BP262  16.6° 92 62
2 BP263  15.9 79 48
3 BP264  14.6 42 12

#Temps de retenci6 per HPLC (220 nm).

bPercentatge de puresa obtingut del cru de reaccié per HPLC (220 nm).
‘Rendiment després de purificacio.

Es veu el senyal desdoblat
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4.1.2.1. Estudis d’epimeritzacio

Per tal de confirmar que no es produia epimeritzacié durant la borilaci6 i l'arilacio, es va
partir de la resina Boc-Phe(4-Ph)-Leu-Leu-Rink-MBHA, procedent d'utilitzar les millors
condicions de reacci6 anteriors (Esquema 4.11). Es va eliminar selectivament el grup Boc
d'aquesta resina per tractament amb TMSOTf i 2,6-lutidina (Zhang et al., 1998) i, a
continuacio, es va acoblar Fmoc-L-Leu-OH. L’andlisi del cru de reaccié després del

desancorament va mostrar un Unic pic, indicant que no s’havia produit epimeritzacio.

En canvi quan, després d’eliminar el grup Boc, la resina resultant es va tractar amb la
mescla racémica Fmoc-L-Leu-OH i Fmoc-D-Leu-OH, I'analisi per HPLC del cru de reaccio

va mostrar dos pics que corresponien als dos diastereoisomers (Esquema 4.11).

(0] H O
BocHN\i)LH NJRink—MBHA

R

(i) a) TMSOTTf, 2,6-lutidina, CH,Cl,, t.a., 1 h. b) Fmoc-L-Leu-OH, HBTU, DIEA, DMF, t.a., 3 h.
c) TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5), t.a.,, 2 h.

(i) a) TMSOTf, 2,6-lutidina, CH,Cl,, t.a., 1 h. b) Fmoc-L-Leu-OH i Fmoc-D-Leu-OH, HBTU, DIEA, DMF, t.a., 3 h.
c) TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5), t.a.,, 2 h.

Esquema 4.11 — Estudis d’epimeritzacié de Boc-Phe(4-Ph)-Leu-Leu-Rink-MBHA
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4.2. Sintesi de peptids biarilics lineals per arilacio d'una

boronotirosina

Aguesta part de la tesi doctoral, es va centrar en I'extensié de la metodologia posada a
punt per a larilaci6 d'una boronofenilalanina a la sintesi de péptids biarilics contenint
3-ariltirosines. Aixi es va plantejar la preparacié de peéptids del tipus H-Tyr(3-Ar,R)-Leu-
Leu-NH, a partir de les boronopeptidil resines Boc-Tyr(3-BPin,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2)

preparades segons s’ha descrit al capitol anterior (Esquema 4.12).

o) H O o) e
BOCHN\;)LN N\;)LRink-MBHA HZN\;)LN N\,)kNHZ
2 H § >/ Ar-X 2 OH S >/
RO” ; 2 RO” :
.B. Ar

o O

Esquema 4.12 — Arilacié de Boc-Tyr(3-BPin,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2)

En primer lloc es va estudiar l'arilacié de les resines 2 amb 4-iodobenzé per determinar-
ne les condicions optimes i posteriorment es va estendre la metodologia a I'arilaci6 amb

haloaminacids.

4.2.1. Arilacié de Boc-Tyr(3-BPin,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2) amb iodobenzé

L'arilacié de l'anell de benzé d'un residu de tirosina mitjangant una reaccié de Suzuki-
Miyaura requereix la proteccio del grup hidroxil de la cadena lateral (Knorr et al., 2006).
Per aquest motiu, es va estudiar la compatibilitat dels grups protectors metil, al-lil i SEM a

les condicions d’arilacié en fase solida de boronofenilalanines.

Aixi doncs, les resines Boc-Tyr(3-BPin,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2) es varen tractar amb
Pd,(dba); (0.2 eq), P(o-tolil) (0.4 eq) i KF (4 eq) en DME/EtOH/H,O (9:9:2) a 120 °C
durant 30 minuts, sota escalfament per irradiacié de microones, utilitzant 4-iodobenzé (5
eq) com a halur d’aril. Després de cada experiment, una aliquota de cada resina es va
tractar amb TFA/H,O/TIS i el cru obtingut es va analitzar per HPLC i ESI-MS (Esquema
4.13).
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@)

(@] (@) (@]
H H
BocHN N . 1. Phi, Pd,(dba); KF HoN N
\)LQL( \;)lenk-MBHA 120 °C (MW), 30 min 2 \)LH \:)LNHz
pu O >/ = O =

2. TFA/H,O / TIS O >/
RO RO

.B.
Q0 2a R=Me BP265 R = Me
ﬁ—% 2c R=SEM BP266 R = H
2d R=H

Esquema 4.13 — Arilacié de 2 sota irradiacié de microones

Taula 4.8 — Sintesi de BPC265 i BP266 per reaccid de Suzuki-Miyaura
sota irradiacio de microones

1 Me BP265 7.3 92 38
2 Al BP266 6.9 48 -
3 SEM BP266 6.9 80 34

#Temps de retenci6 per HPLC (220 nm).

bPercentatge de puresa obtingut per HPLC en el cru de reacci6 (220 nm).
‘Rendiment després de purificacio.

“El grup Al es va eliminar durant I'etapa de borilacio

Les tres resines 2 varen proporcionar els peptids biarilics esperats BP265 i BP266 amb
pureses de 48-92%. El millor resultat es va obtenir a partir de la resina 2a que presentava
el metil com a grup protector, conduint al peptid BP265 amb una puresa del 92% (Prova
1, Taula 4.8). Tot i que s’havia comprovat que el grup al-lil s’eliminava durant la formacio
de l'ester pinacolboronic, es va assajar l'arilacié de la resina 2d. En aquest cas, el
producte biarilic esperat es va obtenir amb un 48% de puresa (Prova 2, Taula 4.8).
Finalment, es va observar que la resina 2c protegida amb el grup SEM proporcionava el
producte biarilic BP266 amb una puresa acceptable (80%, Prova 3, Taula 4.8). A més,
aquest grup s’eliminava facilment durant el tractament acid de I'etapa de desancorament

dels peptids de la resina.

En les tres proves es va obtenir un 8-9% del subproducte H-Tyr(R)-Leu-Leu-NH, (27 o
28), on R era Me o H, el qual procedeix d’'una reacci6é de protodeborilacié que competeix
amb l'acoblament creuat (Figura 4.4). Aquesta reacci6 lateral consisteix en la hidrolisi de
I'enlla¢ B-C i es veu afavorida per la presencia de bases i substituents en orto (Miyaura,
2002; Hall, 2005).
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0 H O
HN AL N\)kNH
2 H o >/ 2
RO 27 R=Me

Figura 4.4 — Estructura de 27 i 28

Finalment, els crus de reaccio resultants de les proves 1 i 3 es varen purificar per
cromatografia en columna en fase reversa utilitzant H,O/MeOH/TFA com a eluent.
D’'aquesta manera, es varen obtenir els péptids biarilics esperats BP265 i BP266 amb
uns rendiments del 34-38% (Taula 4.8). Tots aquests productes varen ser caracteritzats
per HRMS, *H-RMN i *C-RMN, i es varen fer experiments bidimensionals COSY, HSQC i

HMBC per assignar completament tots els senyals de proté i carboni.

Aixi doncs, els grups metil i SEM varen resultar ser uns grups protectors adients de

I'hidroxil dels residus de tirosina en les reaccions d’arilacié de Suzuki-Miyaura.

4.2.2. Arilaci6 de Boc-Tyr(3-BPin,SEM)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2c) amb

haloaminoacids

En base als resultats anteriors es va estudiar I'arilacié de la resina Boc-Tyr(3-BPin,SEM)-
Leu-Leu-Rink-MBHA (2c) amb els aminoacids Boc-Phe(4-1)-OMe (9), Boc-Tyr(3-I,SEM)-
OMe (23c) i les 5-bromohistidines 32, sota les condicions descrites. Després de cada
experiment, una aliquota de cadascuna de les resines resultants 35a-c es va tractar amb
TFA/H,OITIS i els crus obtinguts es varen analitzar per HPLC i ESI-MS (Esquema 4.14,
Taula 4.9).
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1. ArtX, Pd,(dba)s
120 °C (MW), 30 min

o)
BocHN\)ki(

Rink-MBHA 2 TFA/H,0/TIS

y O
NN
Ho O >/

0 y O
BocHN\i)kH N%Rink—MBHA
: J >/

35a-c
SEMO 2 SEMO™ Y
%o Ar TFA/H,0 / TIS
ﬁ—% Arl= X= Ar?=
BocHN_COOMe H,N_COOMe o o
'\Q | \@ HZN\)kN NJNHZ
K] 3 : H o =
35a 36a >/
BocHN _COOMe H,N_COOMe HO s6a-c
\@\/‘L | \@f’? Ar2
OSEM OH
35b 36b
BocHN_COOMe ~ BocHN_COOMe HeN.COOMe
3 X Br NH
s A
=N K Sem
35¢c 36¢

Esquema 4.14 — Arilacié de 2c amb haloaminoacids sota irradiacié de microones

Es varen obtenir els peptids biarilics esperats per arilaci6 de 2c amb una
4-iodofenilalanina i una 3-iodotirosina amb bones pureses (70-61%, Proves 1 i 2, Taula
4.9). En el cas de l'arilaci6 amb les 5-bromohistidines 32 es va observar per HPLC la
formacié d'una barreja de productes corresponent als subproductes de protodeborilacié
28 (34%) i d’homocoupling (31%), i a un subproducte no identificat (15%). Per ESI-MS es

va detectar la formacio de traces del producte biarilic esperat (Prova 3, Taula 4.9).

Taula 4.9 — Arilaci6 de 2¢ sota irradiacié de microones

Prova ArX Péptid (mt iRn)a Pg};oe)ﬁa
1 Boc-Phe(4-1)-OMe 36a 6.2 70
2 Boc-Tyr(3-1,SEM)-OMe 36b 6.0 61
3 Boc-His(5-Br,1-SEM)-OMe i 36¢c i i

Boc-His(5-Br,3-SEM)-OMe

*Temps de retencié per HPLC (220 nm).
®Percentatge de puresa obtingut de I'analisi del cru de reaccié per HPLC (220 nm).
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Tot seguit, es va realitzar la hidrolisi de I'ester metilic de les peptidil resines 35a-b per
tractament amb LiOH-H,O (5 eq) en THF/H,O (7:1) a temperatura ambient durant 24
hores. Després de cada experiment, les resines resultants es varen tractar amb
TFA/H,O/TIS a temperatura ambient durant 2 hores (Esquema 4.15) . Els péptids biarilics
esperats BP267 i BP268, que contenen una unid tirosina-fenilalanina i tirosina-tirosina, es

varen obtenir amb unes pureses del 64 i del 61%, respectivament.

0 H O
BocHN\)L\i( \)lenk MBHA HZN\:)LQLN\:)LNW
= o =

1. LiOH, THF, t.a. 24 h >/
SEMO 2. TFA/H,0/ TIS o
35a-b BP267-BP268

Art Ar?
Arl= Ar? =
BocHN_COOMe BocHN _COOMe HoN_COOH H,N..COOH
: . .
2 i C:OSEM ©\§ @
35a 35b BP267 BP268

Esquema 4.15 — Hidrolisi de I'ester metilic de les peptidil resines 35a-b

Aquest péptids biarilics es varen purificar per cromatografia en columna en fase reversa
utilitzant H,O/MeOH/TFA com a eluent. Els espectres de 'H-RMN dels productes
obtinguts varen revelar la preséncia d'una petita quantitat del subproducte de
protodeborilacié H-Tyr-Leu-Leu-NH, (28). La seva separacié es va aconseguir mitjancant
una purificacid utilitzant una cromatografia en columna en fase normal utilitzant
CH,Cl,/MeOH/AcOH com a eluent. D’aquesta manera, es varen obtenir els péptids
biarilics esperats BP267 i BP268 amb un rendiment del 44 i del 55%, respectivament.
Aquests productes varen ser caracteritzats per HRMS, *H-RMN i **C-RMN, i es varen fer
experiments bidimensionals COSY, HSQC i HMBC per assignar completament tots els

senyals de prot6 i carboni.
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5. Sintesi en fase solida de péptids biarilics ciclics

Una de les linies de recerca del grup LIPPSO se centra en I'estudi de péptids ciclics
dissenyats de novo amb activitat antimicrobiana. Un dels péptids lead identificats és el
BPC194 que mostra una bona activitat enfront dels bacteris Erwinia amylovora,
Xanthomonas vesicatoria i Pseudomonas syringae, i una baixa hemolisi (Figura 5.1).
Aquest péptid es pot comparar en termes d'activitat a antibiotics com I'estreptomicina,

gue s'utilitza en agricultura per al control de malalties bacterianes (Monroc et al., 2006a).

HoN

HoN
BPC194

Figura 5.1 — Estructura del peptid BPC194

Com que a la natura existeix una gran varietat de péptids ciclics que contenen a la seva
estructura unitats biariliques i que presenten una activitat biologica destacable, es va
decidir estendre la metodologia de sintesi de péptids biarilics lineals a l'obtencié de
péptids biarilics ciclics derivats de BPC194. En primer lloc, es va estudiar la sintesi de
péptids ciclics per formacié d'un enllag biarilic entre les cadenes laterals de dos
aminoacids aromatics (Figura 5.2-a). D'altra banda, es va estudiar la preparacié d’'un

analeg de BPC194, per arilacié del residu de fenilalanina (Figura 5.2-b).
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HN NH,
(a) (b) ; o)
O = H N
R Y =N :
N Q /,I.HN>\/ \U\NH o)
o N o/ <
H,oN—~ n o\ NH, o HN NH
o)
| XY (@] H NMO )g,,, O
<A K¢ 2 HN NH
R HZN/\/\\‘ /go NH2
R=HoOH O HN NH
n=1-8 N N/<
[///EFH - 0
H,N NH,
BPC454

Figura 5.2 — Péptids biarilics ciclics

5.1. Sintesi en fase solida de peptids ciclics per formacio d'un

enllag biarilic

La primera part d’aquest estudi va consistir en posar a punt un métode per a I'obtencio de
péptids ciclics de 5 aminoacids per formacié d’'un enllag biarilic entre les cadenes laterals
de dos aminoacids aromatics mitjancant una reaccié de Suzuki-Miyaura intramolecular.
En la segona part, aguest métode es va aplicar per a la sintesi de peptids biarilics ciclics

de 3 a 10 aminoacids.

5.1.1. Sintesi de péptids biarilics ciclics de 5 aminoacids

Els péptids biarilics ciclics de 5 aminoacids es varen dissenyar a partir de BPC194, tenint
en compte que la subestructura Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-GIn és crucial per a lactivitat
d’'aquest péptid (Monroc et al., 2006a). Amb aquesta finalitat, es va plantejar substituir el
residu de glutamina per un residu de fenilalanina o tirosina. També es va considerar
incloure un residu de tirosina a la posici6 de la fenilalanina present en aquesta
subestructura. D’aquesta manera, la formacié de l'enlla¢ biarilic es realitzaria entre dos
residus de fenilalanina, un residu de fenilalanina i un de tirosina o dos de tirosina (Figura
5.3).
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c(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-GlIn) BPC194

Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-GlIn Subestructura

H-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe-NH,
[ —

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

Péptids biarilics ciclics

H-Phe-Lys-Lys-Leu-Tyr-NH,
|

H-Tyr-Lys-Lys-Leu-Tyr-NH,
L

Figura 5.3 — Disseny de péptids biarilics ciclics

5.1.1.1. Péptids ciclics contenint un enlla¢ biarilic entre dos residus de
fenilalanina

La sintesi del péptid ciclic BPC432 contenint un enlla¢ biarilic entre dos residus de
fenilalanina es va plantejar a través d’'una reaccid intramolecular de Suzuki-Miyaura a

partir del precursor lineal Boc-Phe(4-1)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-

Rink-MBHA (37), el qual presentava tant I'halur d’aril com l'ester pinacolboronic a la seva
sequéncia (Esquema 5.1).
NH,

hif
ﬂ%o

BPC432

HoN

NHBoc

BOCHN\)T\/‘\WN\)L /é \)L\i\/ \)KRIHK MBHA

oy @ r
@ %

Esquema 5.1 — Retrosintesi per a la preparacié de BPC432
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Per a la preparacio del precursor lineal 37 es varen plantejar dues rutes sintetiques. Com
a primera aproximacié es va proposar partir de la boronopeptidil resina Boc-Phe(4-BPin)-
Leu-Leu-Rink-MBHA (1), preparada anteriorment, i elongar la sequéncia (Ruta A,
Esquema 5.2). Com a alternativa, es va plantejar una segona estratégia que consistia en
la sintesi de la iodopeptidil resina 38, formacié del boronat i posterior acoblament de la
Boc-Phe(4-1)-OH (8) (Ruta B, Esquema 5.2).

NHBoc

Rink-MBHA

37 o
Ruta A

Rink-MBHA

NHBoc

Trt:\l\/‘ﬁ('\'\)L /é; \)L\i( \)KRmk MBHA
QT
NHBoc

Esquema 5.2 — Retrosintesi per a la preparacié de 37

Pel que fa a la primera estratégia, es va eliminar de manera selectiva el grup protector
Boc de la resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1), utilitzant TMSOTf i
2,6-lutidina en CH,Cl, (Zhang et al., 1998). A continuacio, es va realitzar I'elongacio de la
cadena per mitja d'acoblaments successius dels aminoacids corresponents (Esquema
5.3).
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BOCHN\)Li( \)kRmk MBHA FmocHN \)K

(@]
N\)kN
S H
1. TMSOTHf, 2,6-lutidina o o >/
CH2C|2 ta,1lh
B

Rink-MBHA

1 2. Fmoc-Leu-OH, HBTU
B‘O DIEA, DMF ~0

% %
1. Piperidina / DMF FmocHN
ta., 10 min % JL \)KRlnk MBHA
2. Fmoc-Lys(Boc)-OH
HBTU, DIEA, DMF Q >/
NHBOC

Esquema 5.3 — Elongacio de la cadena peptidica d'1

En un primer assaig, es varen utilitzar les condicions habituals d’acoblament que
consistien en tractar la resina amb I'aminoacid corresponent (4 eq), HBTU (3.8 eq), HOBt
(4 eq) i DIEA (7.8 eq) en DMF durant 1 hora. Després de cada acoblament es va tractar
una aliquota de la resina amb TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5) durant 2 hores i el cru resultant
es va analitzar per HPLC i ESI-MS. Es va observar que després del primer acoblament el
boronat es descomposava i s’obtenia un 23% del compost fendlic corresponent. Després
del segon acoblament, aquest percentatge augmentava fins al 35% i després del tercer
s'obtenia un cromatograma amb una gran quantitat de senyals que no es varen poder

identificar.

Per intentar millorar aquest resultat, es va repetir la sintesi utilitzant I'aminoacid
corresponent (3 eq), HBTU (3 eq) i DIEA (3 eq) durant tota la nit. Sota aquestes
condicions la quantitat del compost fenolic va disminuir en els dos primers acoblaments
(17%, 25%, respectivament). Malauradament, després del tercer acoblament Unicament
es va observar la preséncia de derivat fendlic (75%). Reduint el temps d’acoblament fins
a 3 hores només es va observar un 4% de compost fenolic després del primer
acoblament. Ara bé, després de realitzar tres acoblaments també es va obtenir un elevat

percentatge de compost fenolic (72%).

Pel que fa a la segona aproximacio, es va preparar la sequéncia lineal Fmoc-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-Leu-Phe(4-1)-Leu-Leu-Rink-MBHA (39) seguint una estrategia Fmoc/tBu.
Després d’eliminar el grup Fmoc, el desancorament d’una aliquota de la resina resultant
va proporcionar el péptid H-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-Leu-Leu-NH, amb un 73% de puresa

(tr = 6.7 min). Per tal de preparar I'ester pinacolboronic de la fenilalanina, va ser
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necessaria la substitucié del grup Fmoc per un grup tritil (Trt), ja que el grup Fmoc no és
estable a les condicions basiques que requereix aquesta reaccié (Doan et al., 2008). Per
tant, 39 es va sotmetre a un tractament amb piperidina/DMF (3:7) seguit d’'un amb TrtCl i
DIEA en CH,Cl,. A continuacié, es va realitzar la borilaci6 utilitzant les condicions
descrites anteriorment: B,Pin, (4 eq), KOAc (6 eq), PdCl,dppf (0.18 eq), dppf (0.09 eq) en
DMSO durant 24 hores a 80 °C (Esquema 5.4). El desancorament d’'una aliquota de la
resina resultant 40 va proporcionar el péptid H-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH,
amb un 56% puresa (tr = 6.8 min) juntament amb I'acid boronic H-Lys-Lys-Leu-Phe(4-

B(OH),)-Leu-Leu-NH; (23% puresa, tz = 6.1 min) provinent de la hidrolisi del boronat.

NHBoc

1. Piperidina / DMF, t.a. 10 min
Fmoc:“l(N% /a;N\)k\i( \)K 2. Trt-Cl, DIEA, DMF, t.a,, 3 h
Rink-MBHA 3 p4cl,dppf, dppf, B,Pin,, KOAC

Q >/ DMSO, 80 °C, 24 h
NHBoc
NHBoc

H O
T”:'j\('\l\)k N\)L \)KRmk MBHA

Esquema 5.4 — Formaci6 de la boronopeptidil resina 40

IZ

Tot sequit, es va eliminar el grup protector Trt de 40 per tractament amb TFA/H,O/CH,CI,
(0.2:1:98.8) durant 20 minuts i es va acoblar 'aminoacid Boc-Phe(4-1)-OH (8), utilitzant
HBTU i DIEA en DMF durant 3 hores (Esquema 5.5). El desancorament d’'una aliquota
de la resina va proporcionar H-Phe(4-1)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH, amb un
52% de puresa (t = 7.3 min) juntament amb l'acid boronic H-Phe(4-1)-Lys-Lys-Leu-
Phe(4-B(OH),)-Leu-Leu-NH, (25% puresa, tg = 6.7 min) provinent de la hidrolisi del

boronat.
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NHBoc

TrtHN N N 7 TRink-MBHA
H H o :
>/ 1. TFA / H,0 / CH,Cl, (0.2:1:98.8), 20 min
2. Boc-Phe(4-1)-OH
HBTU, DIEA, DMF, t.a., 3 h

S
ﬁiﬁ;ﬂ (rodas
BocHN N N N
: N N N T TRink-MBHA

Esquema 5.5 — Sintesi de la peptidil resina 37

Finalment, es va realitzar la reacci6 d'acoblament creuat de Suzuki-Miyaura
intramolecular utilitzant les condicions descrites per a l'obtencié dels péptids biarilics
lineals: Pd,(dba); (0.2 eq), P(o-tolil) (0.4 eq) i KF (4 eq) en DME/EtOH/H,O (9:9:2) a
120 °C durant 30 minuts, sota escalfament per irradiacié de microones. Un cop finalitzada
la reaccio, la resina es va tractar amb TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5) durant 2 hores i es va
obtenir el peptid ciclic BPC432 amb un 74% de puresa (tzr = 17.5 min) (Esquema 5.6). El
cru de reaccié es va purificar per cromatografia en columna en fase reversa utilitzant
H,O/MeOH/TFA com a eluent, obtenint-se el péptid biarilic esperat amb un rendiment del
28%, el qual es va caracteritzar per HRMS i *H-RMN. Es varen realitzar experiments
bidimensionals COSY i HSQC per assignar completament tots els senyals de proté. La
formacié de I'enllag biarilic es va confirmar per la preséncia a I'espectre de 'H-RMN de
dos doblets a la zona dels aromatics, amb una integracié de quatre protons cadascun,

caracteristics d’una substitucio en para.
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NHBoc

Eﬁqﬁ Gt
BocHN N N N
o : N I T TRink-MBHA

© © >/ 1. Pdy(dba)s, P(o-tolyl), KF
DME / EtOH / H,O

120 °C (MW), 30 min

Iz
Iz

B-0 2. TFA/ TIS / H,0 (95:2.5:2.5), t:a., 2 h
H,N 37 %
HZN\/\/yN 0o Q NH,
NH N N o

BPC432

Esquema 5.6 — Sintesi del peptid ciclic BPC432
Tot seguit es varen aplicar les condicions de reaccié trobades anteriorment per a la

sintesi del péptid biarilic ciclic BPC438, el qual és analeg a I'anterior pero sense els dos

residus de leucina a I'extrem C-terminal (Esquema 5.7).

HyN
\\\ﬂH
HZN\/\/\OyHN "
HN N}'JI_«NHZ
oi O © 0
HoN

0]

BPC438
NHBoc @
o) Ee! y O
BocHN\i)kH N\)LH N%Rink-MBHA

o

Esquema 5.7 — Retrosintesi per a la preparacié de BPC438
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5. Sintesi en fase solida de péptids biarilics ciclics

Per a la sintesi de BPC438, en primer lloc, es va preparar la sequéncia lineal
Boc-Phe(4-1)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-I)-Rink-MBHA (41) seguint el procediment
descrit per al péptid biarilic ciclic BPC432, consistent en la preparacié de Fmoc-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-Leu-Phe(4-1)-Rink-MBHA (42), substitucié del grup Fmoc pel grup Trt, borilacié
del residu de fenilalanina, eliminacié selectiva del grup Trt i acoblament de
Boc-Phe(4-1)-OH (8) (Esquema 5.8). El desancorament d'un aliquota de la resina
resultant va proporcionar H-Phe(4-1)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH, amb una puresa del
54% (tr = 6.7 min) juntament amb I'acid boronic H-Phe(4-I)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-

NH; (22% puresa, tzg = 5.8 min), provinent de la hidrolisi del boronat.

NHBoc
H Q H 1. Piperidina / DMF, t.a., 10 min
FmocHN N\)ku Ni)LRink-MBHA 2. Trt-Cl, DIEA, DMF, t.a., 3 h
o)

o = 3. PdCl,dppf, dppf, B,Pin,, KOAC
DMSO, 80°C, 24 h

0 0
H H 1. TFA/H,0 / CH,Cl, (0.2:1:98.8)
TrtHKNkJﬁ(N\)LNﬁ:N\)LRink-MBHA 20 min
N :

H 2. Boc-Phe(4-1)-OH

© \H o Q HBTU, DIEA, DMF, ta., 3 h

Esquema 5.8 — Sintesi de la peptidil resina 41

Finalment, la resina 41 es va ciclar mitjancant una reaccié d’acoblament creuat de
Suzuki-Miyaura intramolecular utilitzant les condicions descrites per al peptid biarilic
BPC432. El tractament acid final va proporcionar el péptid ciclic BPC438 (76% puresa,
tr = 14.6 min) (Esquema 5.9). El cru de reacci6 es va purificar per cromatografia en
columna en fase reversa utilitzant H,O/MeOH/TFA com a eluent, obtenint-se el péptid pur
BPC438 amb un rendiment del 25%, que es va caracteritzar per HRMS, 'H-RMN i
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5. Sintesi en fase solida de péptids biarilics ciclics

3C-RMN. Es varen realitzar experiments bidimensionals COSY i HSQC per assignar
completament tots els senyals de prot6 i carboni. La formacié de I'enllag biarilic es va
confirmar per la preséncia a I'espectre de 'H-RMN de dos doblets a la zona dels
aromatics, amb una integraci6 de quatre protons cadascun, caracteristics d'una

substitucié en para.

NHBoc

S 120 °C (MW), 30 min
/©/ Wﬁ 2. TFA/TIS / H,0 (95:2.5:2.5), t.a., 2 h
' 4

O (@] O
H H 1. Pd,(dba)s, P(o-tolyl), KF
BocHN\L)kN N ﬁ;N\)LRink_MBHA DME / EtOH / H,0
= H o =
HBoc

HzN\/\/\>/
HN N NH;
o o0 ¢
H2N ’u.
BPC438

Esquema 5.9 — Sintesi del peptid biarilic ciclic BPC438

5.1.1.2. Péptids ciclics contenint un enllag biarilic entre un residu de tirosina

(N-terminal) i un de fenilalanina (C-terminal)

La sintesi dels péptids ciclics BPC434 i BPC436 contenint un enllag¢ biarilic entre un
residu de tirosina a I'extrem N-terminal i un de fenilalanina a I'extrem C-terminal es va
plantejar de forma analoga a la de BPC432, a través d'una reacci6é intramolecular de
Suzuki-Miyaura partint dels precursors lineals Boc-Tyr(3-I,R)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-
Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (43a-b) (Esquema 5.10). Com a grups protectors del

grup hidroxil de la tirosina es varen utilitzar el metil i el SEM.
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H
o) 0 \F
v )
O BPC434 R = Me

OR BPC436 R=H

Rink-MBHA

Esquema 5.10 — Retrosintesi per a la preparacio de BPC434 i BPC436

En aquest cas, es va partir de la boronopeptidil resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-
BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (40), preparada anteriorment, es va eliminar el grup Trt i es
varen ancorar els aminoacids Boc-Tyr(3-1,Me)-OH (20a) o Boc-Tyr(3-1,SEM)-OH (20c)
(Esquema 5.11). El desancorament d’una aliquota d’aquestes resines va proporcionar els
boronopéptids corresponents amb pureses del 80%, com una mescla de boronat i d’acid

boronic.

NHBoc

T”:'\/'W(N\)k Q:N\)L Rlnk MBHA

>/ 1. TFA/ H,0 / CH,Cl,, (0.2:1:98.8), 20 min
2. Boc-Tyr(3-1,SEM)-OH o Boc-Tyr(3-1,Me)-OH
NHBoc

HBTU, DIEA, DMF, t.a., 3 h

NHBoc

o) o)
BOCHN\)EH\W \)Lu/a; %\1( \)KRlnk MBHA
|

43a R=Me NHBOC
43b R=SEM %

Esquema 5.11 — Sintesi dels precursors lineal 43a i 43b

RO
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5. Sintesi en fase solida de péptids biarilics ciclics

En aquest cas, la ciclacié de les resines 43a i 43b a través d'una reaccié de Suzuki-
Miyaura va proporcionar els péptids biarilics BPC434 i BPC436 amb pureses del 72 i
79%, respectivament (Esquema 5.12). Aquests peéptids es varen purificar per
cromatografia en columna en fase reversa obtenint-se BPC434 i BPC436 amb
rendiments del 23-35%, els quals es varen caracteritzar per HRMS i RMN. La formacio
de lenllag biarilic es va confirmar per la preséncia a I'espectre de 'H-RMN de dos
doblets, que integren dos protons cadascun, corresponents a l'anell aromatic de la
fenilalanina, i un doblet, un doble doblet i un singlet, que integren un prot6 cadascun,

corresponents a I'anell aromatic de la tirosina.

0 y O ﬁ; H O\L(H 0
N N N
N JLH I %N \E)KRink-MBHA

H
3 (@)
Q >/ 1. Pd,(dba)s, P(o-tolyl), KF

DME / EtOH / H,0
43a R =Me NHBoC 120 °C (MW), 30 min
43b R =SEM B~0 2. TFA/TIS / H,0 (95:2.5:2.5), t.a.,, 2 h

o3
HoN O
O BPC434 R = Me

OR BPC436 R = H

Esquema 5.12 — Sintesi dels péptids biarilics ciclics BPC434 i BPC436

En aquest cas també es varen preparar els analegs BPC440 i BPC442 que no presenten
els dos residus de leucina a l'extrem C-terminal. Els precursors lineals Boc-Tyr(3-1,R)-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA (44a-b) es varen preparar a partir de la
boronopeptidil resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA  (45), per
eliminacio del grup Trt i acoblament de Boc-Tyr(3-1,Me)-OH (20a) o Boc-Tyr(3-I,SEM)-OH
(20c). La ciclacio a través d’'una reaccié de Suzuki-Miyaura intramolecular seguida d'un
tractament amb TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5) va conduir als péptids ciclics esperats BPC440
i BPC442 amb pureses del 75% (Esquema 5.13). La purificacié per cromatografia en
columna en fase reversa del cru de reaccié va proporcionar els péptids biarilics ciclics
BPC440 i BPC442 amb rendiments del 30%. Aquests péptids es varen caracteritzar per

HRMS i RMN. La formacié de I'enllag biarilic es va confirmar per la preséncia a I'espectre
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5. Sintesi en fase solida de péptids biarilics ciclics

de 'H-RMN de dos doblets, que integren dos protons cadascun, corresponents a l'anell
aromatic de la fenilalanina i un doblet, un doble doblet i un singlet, que integren un proté

cadascun, corresponents a I'anell aromatic de la tirosina.

NHBoc

H O H O
TrtHN N\;)L N\;)LRink-MBHA 1. TFA/ H,0 / CH,Cl,, (0.2:1:98.8), 20 min
: 2. Boc-Tyr(3-1,SEM)-OH o Boc-Tyr(3-1,Me)-OH

Q HBTU, DIEA, DMF, t.a., 3h
NHBoc

B~O

45 %

H 1. Pd,(dba)s, P(o-tolyl), KF
N Rink-MBHA DME / EtOH / H,0
120 °C (MW), 30 min

O z
© 2. TFA/TIS/ H,0 (95:2.5:2.5), t.a.,, 2 h
RO
| 44a R =Me NHBoc B

44b R =SEM

L

o

HaN O;> Q BPC440 R=Me
BPCA442 R=H
H,N O
OR

Esquema 5.13 — Sintesi dels péptids ciclics BPC440 i BPC442

5.1.1.3. Péptids ciclics contenint un enlla¢ biarilic entre dos residus de

tirosina

Els péptids ciclics 46a i 46b que contenen un enllag biarilic entre dos residus de tirosina
es representen a 'Esquema 5.14. Analogament als casos anteriors, la seva sintesi va
implicar la preparacié dels precursors lineals Boc-Tyr(3-1,R)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-
Tyr(3-BPin,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (47a i 47b), en els quals els residus de tirosina es

varen protegir amb un grup metil o un grup SEM.
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L\jfu
O. HN N
HzNM 0 0 NH;
H N
HN NH N\)\H o)
oi o{( /(
O 46a R =Me
OR OR 46b R=H
NHBoc @
SANSHESINE
BocHN N N N
; H T N : H 7 TRink-MBHA
g o . H o : o} >/
RO’ ﬁ/:
! 47a R=Me NHBoc OR
47b R = SEM 00

Esquema 5.14 — Retrosintesi per a la preparacio de 46a i 46b

Les sequéncies lineals Fmoc-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-1,R)-Leu-leu-Rink-MBHA (47a
i 47b) (R = Me, SEM) es varen preparar a partir de Boc-Tyr(3-1,Me)-Leu-leu-Rink-MBHA
(19a) i Boc-Tyr(3-I,SEM)-Leu-Leu-Rink-MBHA (19c), sintetitzades anteriorment. Amb
aguest objectiu, es va eliminar selectivament el grup Boc d'aquestes resines i, a
continuacid, es varen acoblar els residus de leucina i lisina corresponents. El
desancorament d’'una aliquota de cada resina Fmoc-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-I,R)-
Leu-Leu-Rink-MBHA (48a i 48b, R = Me, SEM), prévia desprotecci6é del grup Fmoc, va
proporcionar els peéeptids H-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-I,Me)-Leu-Leu-NH, i H-Lys-Lys-Leu-
Tyr(3-1)-Leu-Leu-NH, amb pureses del 73% i del 68%, respectivament.

A continuacio, es va substituir el grup Fmoc de les iodopeptidil resines 48a i 48b per un
grup Trt, i es va realitzar la borilacié de les resines resultants utilitzant B,Pin, (4 eq),
KOAc (6 eq), PdClLdppf (0.18 eq), dppf (0.09 eq) en DMSO durant 8 hores a 80 °C
(Esquema 5.15). El desancorament d’una aliquota de les resines 49a i 49b va

proporcionar els péptids borilats corresponents amb unes pureses del 41-60%.
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H O H O
BocHN N N
\)k\i( \)KRlnk MBHA FmocHN \)km \i)KRink-MBHA
O = O =
1. TMSOTHf, 2,6-lutidina >/

19a R =Me CH2C|2, ta, 1lh
19¢c R =SEM 2. Fmoc-Leu-OH, HBTU R=M

| OR =Me

| OR DIEA, DMF R = SEM
NHBoc

H H 1. Piperidina / i
. Piperidina / DMF, t.a., 10 min
FmocHN N\)LN N\)LN \)KRlnk MBHA 2. Trt-CI, DIEA, DMF, t.a., 3 h
o . H o = H o 3. PdCl,dppf, dppf, BoPin,, KOAc
\H Q >/ DMSO, 80 °C, 8 h
NHBoc 48a R =Me

OR  48p R=SEM

Rink-MBHA

010@0%

B, OR 49a R=Me
\S\_% 49b R = SEM

Esquema 5.15 — Sintesi de les boronopeptidil resines 49a i 49b

Després d’eliminar el grup protector Trt de les resines 49a i 49b, es varen acoblar els
aminoacids Boc-Tyr(3-1,Me)-OH (20a) o Boc-Tyr(3-1,SEM)-OH (20c) (Esquema 5.16). El
desancorament d’'una aliquota de cada resina va proporcionar els péptids esperats amb

unes pureses del 45-62%.

NHBoc

Tf:’\'j\(N\)L /K;N\)L\j\( \)KRlnk MBHA

1. TFA/ H,0O / CH,ClI,, (0.2:1:98.8), 20 min
49a R = Me 2. Boc-Tyr(3-1,SEM)-OH o Boc-Tyr(3-1,Me)-OH

DIPCDI, oxima, DMF, t.a., 3 h
49b R = SEM NHBOC ,B\ OR

NHBoc

BOCHN\)&EN\)L ﬁ; %\L( JKRmk MBHA

| 47a R=Me NHBoc %o

47b R=SEM
Esquema 5.16 — Sintesi dels precursors lineals 47ai 47b
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La reacci6 d’acoblament creuat de Suzuki-Miyaura intramolecular de les sequéncies 47a i
47b en les condicions descrites anteriorment no va portar a la formacié dels péptids
biarilics ciclics esperats 50a i 50b (Esquema 5.17). En ambdds casos es va obtenir

Unicament el péeptid resultant de la protodeborilacio i desiodacio de la seqiiéncia lineal.

NHBoc
o) y O g O g O
BocHN._ N N N
N 7 N 7 N 7 “Rink-MBHA
= O = H o) = H 0O =
>/ 1. Pd,(dba)s, P(o-tolyl), KF
RO 47a R = Me DME / EtOH / H,0
| 47b R=SEM  NHBoc 120 °C (MW), 30 min
B0 OR 2. TFA/ TIS / H,0 (95:2.5:2.5), ta., 2 h
H,N
HH
O. HN N
HZN\/\/Q/ 0o o NH2
H
HN NH N— N ©
Oﬂ s O/(
H,N—*
50a R = Me

OR OR 50b R=H

Esquema 5.17 — Intent de sintesi dels péptids ciclics 50a i 50b

Davant d'aquest resultat, i per tal de comprovar I'estabilitat dels esters pinacolboronics
derivats de tirosina en les condicions d’acoblament creuat utilitzades, es va decidir
assajar l'arilacio de les resines 49a i 49b amb iodobenzé. Després del desancorament
amb TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5) es varen obtenir els péptids biarilics H-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-
Ph,Me)-Leu-Leu-NH, (51a, 57% de puresa, tr = 20.9 min) i H-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-Ph)-Leu-
Leu-NH, (51b, 53% de puresa, tg = 18.8 min) (Esquema 5.18).
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NHBoc

1. Pd,(dba)s, P(o-tolyl), KF, Ph-I
Trt:\ljﬁ(N\)L /Q:N\)k\j\( \)KRlnk MBHA DME / EtOH / H,O

120 °C (MW), 30 min

Q >/ 2. TFA/TIS / H,0 (95:2.5:2.5), t.a., 2 h
NHBoc ’B\

49a R = Me
49 R=SEM
NH,

H O H O
HA(N%NQ;N%N
o) W: o 3 H

NH 5la R =Me

2 OR  51p R=H

Esquema 5.18 — Sintesi del péptids biarilics 51ai 51b

Aquest resultat indica que es varen obtenir de manera eficient els boronats de les
sequencies lineals que contenien un residu de tirosina, tant amb el grup protector Me com
amb el grup SEM. També, demostra que aquests son estables a les condicions de
reaccio de Suzuki-Miyaura utilitzades, ja que varen donar lloc a derivats bifenilics lineals
amb pureses acceptables. Aixi doncs, per a I'obtencié dels productes biarilics ciclics

corresponents caldria una reoptimitzacio de les condicions de reacci6é de Suzuki-Miyaura.

5.1.1.4. Péptids ciclics contenint un enlla¢g biarilic entre un residu de

fenilalanina (N-terminal) i un de tirosina (C-terminal)

La sintesi dels péptids ciclics 52a i 52b contenint un enlla¢ biarilic entre un residu de
fenilalanina a I'extrem N-terminal i un de tirosina a I'extrem C-terminal es va plantejar de
forma analoga als casos anteriors a través d'una reaccié intramolecular de Suzuki-
Miyaura partint dels precursors lineals Boc-Phe(4-1)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-
BPin,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (53a i 53b). Com a grups protectors del grup hidroxil de la

tirosina es varen utilitzar el SEM i el metil (Esquema 5.19).
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HoN
HH
O. HN N
(@) (@)
H

HZNM NH,
N
HN NH N / H o)
52a R =Me
52b R=H

jj\'rH\)oL H\)% \)K
BocHN N N
; H 7 N - N Rink-MBHA
- o = _H (0] H o >/
g : Wﬁ 2/ \>
53a R =Me
Vans 53b R = SEM

Esquema 5.19 — Retrosintesi per a la preparacio de 52a i 52b

En aquest cas, es va partir de les boronopeptidil resines Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-
Tyr(3-1,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (49a i 49b) (R = Me, SEM) a les quals es va ancorar
'aminoacid Boc-Phe(4-1)-OH (8). El desancorament d’'una aliquota d’aquestes resines va
proporcionar els boronopéptids corresponents amb unes pureses del 30 i 50%,
respectivament, com una mescla de boronat, acid boronic i el subproducte de

protodeborilacio.

En aquest cas, la ciclacio de la resina 53a a través d'una reaccié de Suzuki-Miyaura va
proporcionar el peptid biarilic ciclic 52a amb baixa puresa, juntament amb el subproducte
de protodeborilacié i un subproducte provinent de la protodeborilacié i desiodacio
simultanies. Quan a la ciclacié6 de la resina 53b, es va obtenir Gnicament el peptid

resultant de la protodeborilacié i desiodacio de la seqliéncia lineal (Esquema 5.20).
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NHBoc

T”:'\J\(NJL ﬁ: %i( JKRmk MBHA

1. TFA/ H,O / CH,Cl,, (0.2:1:98.8), 20 min
2. Boc-Phe(4-1)-OH
DIPCDI, oxima, DMF, t.a., 3 h

H Q H
BocHN._J\ N\)LN N\)LN \){

S A RS o s

NHBoc 53a R =Me
oo OR 53b R =SEM

Rink-MBHA

2N
1. Pd,(dba)s, P(o-tolyl), KF O. HN
DME / EtOH / H,0 HZNM 0 0 NH;
120 °C (MW), 30 min H\)\N
2. TFA/ TIS / H,0 (95:2.5:2.5), ta., 2 h HN NH N . H o
o b
H,N"~,
()0  sar-me
52b R=H

Esquema 5.20 — Intent de sintesi dels péptids ciclics 52a i 52b

En resum, l'acoblament creuat de Suzuki-Miyaura intramolecular entre un residu de
fenilalanina i un de tirosina dona bons resultats quan el residu de I'extrem C-terminal és
una fenilalanina. En canvi, quan és una tirosina, s’obtenen majoritariament els productes
de protodeborilacié i deshalogenacié de la seqiéncia lineal. Aixi doncs, per a I'obtenci6
dels péptids biarilics ciclics corresponents caldria una reoptimitzacio de les condicions de

reaccio de Suzuki-Miyaura.

5.1.2. Sintesi de péptids biarilics ciclics de 3 a 10 aminoacids

Amb I'objectiu de comprovar I'aplicabilitat de la macrociclacié de Suzuki-Miyaura en la
preparacié de péptids ciclics de diferent mida, es varen assajar les condicions d’arilacio
intramolecular, descrites anteriorment, per a I'obtencié de peptids biarilics de 3 a 10

aminoacids, basats en la sequencia del BPC194 (Esquema 5.21).
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R o)
H
OlH Rr o R |y O N ;
HZNHNW BocHN. N\)LRink-MBHA TritHN I \;)LRIHK-MBHA
s H H H n \@\
o)
n
O PNH g, \©\ (E— 5O
O 2 B’O n=1-8 (‘)
o 'e) | (o)

n=1-8 n=1-8

Esquema 5.21 — Retrosintesi per a la preparacio de péptids biarilics ciclics de 3 a 10 aminoacids

En primer lloc es varen preparar les seqiiéncies lineals corresponents. Aquesta sintesi va
requerir la preparacié de Fmoc-Phe(4-1)-OH (54), per proteccié6 del grup N”-amino de
H-Phe(4-1)-OH (7) utilitzant FmocOSu i Na,CO; en dioxa. D’aquesta manera es va obtenir
54 amb un 60% de rendiment (Esquema 5.22).

H,N._ COOH FmocHN._COOCH

- FmocOSu, Na,CO3 o
\@\ dioxa \@\
| ta., 18h I
7 54
Rdt 60%

Esquema 5.22 — Sintesi de Fmoc-Phe(4-1)-OH (54)

L’aminoacid Fmoc-Phe(4-1)-OH (54) es va acoblar al suport i es va continuar la sintesi
seguint una estratégia Fmoc/tBu habitual per a la sintesi de péptids en fase solida
(Esquema 5.23). L’eliminaci6 del grup Fmoc i el posterior desancorament d’'una aliquota

de cada iodopeptidil resina 55a-g va proporcionar els péptids iodats 56a-g (Taula 5.1).

Taula 5.1 — Sintesi dels péptids iodats 56a-g

P%ngggrrﬂej;”a Peptid iodat tr ngo‘iﬁa
55a H-Leu-Phe(4-1)-NH, (56a) - -
55b H-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH, (56b) 17.9 62
55¢ H-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH, (56c) 17.7 84
55d H-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH, (56d) 17.6 56
55e H-Lys-Lys-Phe(4-1)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH, (56e) 17.1 77
55f H-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH (56f) 17.3 69
559 H-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH, (56g) 17.2 76

*Temps de retencié per HPLC (220 nm).
bPercentatge de puresa obtingut per HPLC en el cru de reaccié (220 nm).
“No es va detectar per HPLC.
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5. Sintesi en fase solida de péptids biarilics ciclics

1. f’;peiiginm%DMF e 1. Piperidina/DMF
a., t.a., 10 min
2. ET&OC(;;*"T:?;“';D')'\'AC;H FmocHN %Rink-MBHA 2. Fmoc-Lys(Boc)-OH
Fmoc-Rink-MBHA i : o = DIC, oxima, DMF
3. Piperidina/DMF 554 \©\
[

t.a., 10 min
4. Fmoc-Leu-OH
DIC, oxima, DMF NHBoc

1. Piperidina/DMF

e} o t.a., 10 min o H 0 H o
2. Fmoc-Lys(Boc)-OH
FmOCHNJN %Rmk MBHA  DIC, oxima, DMF ~ FMOCHN._ N%N N%Rink-MBHA
~H o ineridi i H o i H o =
3. Piperidina/DMF
t.a., 10 min
| 4. Fmoc-Phe-OH |
NHBoc DIC, oxima, DMF NHBoc
55b 55¢
NHBoc NHBoc
1. Piperidina/DMF 1. Piperidina/DMF
t.a., 10 min 0 o o t.a., 10 min
2. Fmoc- Lys(Boc)-OH H H H 2. Fmoc-Lys(Boc)-OH
DIC, oxima, DMF  FmocHN N%N N AN N A Riicmpra  DIC, oxima, DM
o < H: o L H o < :
\H |
55d NHBoc
NHBoc NHBoc
1. Piperidina/DMF
t.a., 10 min
(0] H (0] H (0] H (0] 2. Fmoc-Leu-OH
DIC, oxima, DMF
FmocHN%N N%N N%N N%Rink-MBHA
LWhH o < H: o L M o < i
NHBoc 55e NHBoc
NHBoc NHBoc
1. Piperidina/DMF
t.a., 10 min
(0] (0] (0] (0] ’
H H H H 2. Fmoc-Lys(Boc)-OH
FmocHN N%N N 7N N%N N%Rink-MBHA DIC, oxima, DMF
o . H o = H i H o =
|
NHBoc 55f NHBoc
NHBoc NHBoc

FmocHNJ\LN%EN% NJRmk MBHA

@\w@

NHBOC NHBOC NHBoc

Esquema 5.23 — Sintesi de les iodopeptidil resines 55a-g
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5. Sintesi en fase solida de péptids biarilics ciclics

A continuacid, a cadascuna de les iodopeptidil resines 55a-g es va substituir el grup
Fmoc pel grup Trt i, posteriorment, es va procedir a la seva borilaci6 i a 'acoblament de
Boc-Phe(4-1)-OH (8). Finalment, es va realitzar la reaccié d'acoblament creuat de Suzuki-

Miyaura intramolecular. Després del tractament acidolitic de cadascuna de les peptidil

resines resultants es varen obtenir els peptids biarilics BPC428, BPC430

BPC444-BPC452 (Figura 5.4). Aquest procediment es representa a 'lEsquema 5.24 per

al peptid biarilic BPC428. Els resultats obtinguts es mostren a la Taula 5.2.
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) 1. Piperidina / DMF, t.a., 10 min

3. PdCl,dppf, dppf, B,Pin,, KOAc

\©\ DMSO, 80 °C, 24 h o \@\

0
1. TFA/ H,0 / CH,Cly, (0.2:1:98.8), 20 min  SOCHN~ \)LRlnk MBHA
2. HBTU, DIEA, DMF, t.a,, 3 h H o)
Boc-Phe(4-1)-OH
B,o
o
1. Pdy(dba)s, P(o-tolyl), KF "'2'\'\/\ o
DME / EtOH / H,0
120 °C (MW), 30 min
2. TFA/TIS | H,0 (95:2.5:2.5), ta., 2 h NH2
= 0
BPC428

Esquema 5.24 — Sintesi del péptid biarilic ciclic BPC428

Taula 5.2 — Sintesi dels péptids biarilics ciclics BPC428-BPC452

Peptid ’ Nqurq tr Purega
d’aminoacids (min) (%)
BPC428 3 17.2 71
BPC430 4 16.7 70
BPC444 6 15.2 36
BPC446 7 16.1 84
BPC448 8 15.2 77
BPC450 9 16.2 <30
BPC452 10 15.9 <40

®Percentatge de puresa obtingut per HPLC en el cru de reacci6 (220 nm).

0
H
FmocHN \)LRlnk MBHA 2 IOl DIEA, DMF, ta. 30 gy N\i)LRink-MBHA

B’O
0]



5. Sintesi en fase solida de péptids biarilics ciclics

(@] H H2 Q O
f_,éNHZ  d H “ NH>\
BPC428
HN - BPCA30D //// BPC444\\\\
O~
OO

N— N7z O HN
ST
HoN

3 AN~ —

K S0 H 0 S\

BPC446 NH, ®/

2 NH,

BPC448

« o
o NH o >/
L S g 4
HN '
N~ - O O
EFN, 7 NH, HN \\\\
e Rk Ny /o
~
H,N ©/ HoN o HN
NH. \
BPC450 ? f// ©

H,N BPC452

Figura 5.4 - Peptids biarilics ciclics BPC428-BPC452

Els millors resultats es varen aconseguir per als péeptids de 3, 4, 7 i 8 aminoacids
(BPC428, BPC430, BPC446 i BPC448), que es varen obtenir amb unes pureses de 71,
70, 84 i 77%, respectivament. El péptid de 6 residus, BPC444, es va obtenir amb una
puresa del 36% acompanyat d'una barreja de subproductes que no es varen poder
identificar. Pel que fa als péptids de 9 i 10 aminoacids, BPC450 i BPC452, es varen
obtenir amb una baixa puresa, observant-se per ESI-MS la formacié de subproductes de
desiodacio i de compostos fenodlics. L'estructura dels péptids biarilics ciclics BPC428-
BPC452 es va confirmar per HRMS.
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5. Sintesi en fase solida de péptids biarilics ciclics

5.2. Sintesi del peptid biarilic BPC454 per arilacié d'un residu de

4-boronofenilalanina

La segona part d'aquest estudi, es va centrar en la sintesi en fase solida de BPC454,
analeg biarilic de BPC194 contenint una 4-arilfenilalanina. Per a la preparacié de BPC454
es varen plantejar dues rutes sintétiques. En la primera aproximacio, es va proposar
l'arilacié de la boronofenilalanina de I'estructura ciclica 57 amb 4-iodobenzé (Estrategia A,
Esquema 5.25). En una segona estrategia, es va plantejar larilaci6 de la
boronofenilalanina de la sequéncia lineal 58 seguit de lactamitzacié (Estrategia B,

Esquema 5.25).

H,N BocHN

H,N 5 HL/HKO BocHN HJ}K/Hk \/\/NHBOC
R i e ST P

H,yN

N NH
QPR N%O % ks
O HZ\ NH\/\ \©\HN NH\/\/NHBOC
o 4\ O _Rink-MBHA
NH 0
OHn e HN NH /\g
»\ /< O  Estratégia A »\ N O
N 2 0
ST TR ¢
BocHN \% |
BPC454

HoN BocHN
57
Estratégia B

NHBoc NHBoc NHBoc

HJk Hﬁ Hﬁ Hﬁ H O
THHN N N N N N N N ;

o]
N Hon
o] o] o] o] o] :L
W\ O W\ O™ "Rink-MBHA
NHBoc NHBoc O NHBoc

NHBoc NHBoc NHBoc

|
Rlnk MBHA
NHBOC NHBOC NHBOC

Esquema 5.25 — Retrosintesi per a la preparacié de BPC454
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5. Sintesi en fase solida de péptids biarilics ciclics

5.2.1. Estrategia A

L’estrategia A implicava la preparacié de la iodopeptidil resina lineal 59, ciclacié, borilacio

i posterior reaccié de Suzuki-Miyaura amb iodobenzé (Esquema 5.26).

BocHN

TNZKNH%’B@@? e

N
2 w
" O
A\ O / Rink-MBHA
OHN "«,/\“/NHZ 0 N NH//\[(
» /<’\| © S*N N/<0 °
~ O (0] P
?O N L gH
0 K
H2N 1 BocHN
BocHN
HoN BocHN (f 57
BPC454
0 /k
BocHN / H T H NHBoc
o ANTNL o~
>/ \«
HN NH

o
[ o T
\©\H NH\/\/NHBOC

O
[ Rink-MBHA

NHBoc NHBoc NHBoc

H O H O H (0] H ©O
FmocHN N% N% NQkH OAl

N
0
@\ W\ j/\Rlnk MBHA

NHBOC NHBOC NHBoc

Esquema 5.26 — Retrosintesi per a la preparacio de BPC454 segons I'estratégia A

La sequéncia lineal Fmoc-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe(4-1)-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-Leu-Glu(Rink-MBHA)-OAI (59) es va preparar seguint una estrategia
Fmoc/tBu/Al. La sintesi es va iniciar amb I'ancorament d’'un residu d'acid glutamic,
convenientment protegit (Fmoc-Glu-OAl) al suport solid a través de la seva cadena lateral
el qual es transformava en glutamina (GIn) després del desancorament del péptid de la

resina. El grup Al és ortogonal a la resta de grups protectors, de manera que es pot
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5. Sintesi en fase solida de péptids biarilics ciclics

eliminar selectivament abans de la lactamitzaci6 del peptid (Monroc, 2006). A una
aliquota de la resina resultant, se li va eliminar el grup Fmoc i es va desancorar,
proporcionant el péptid H-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe(4-1)-Lys-Lys-Leu-GIn-OAl amb un
75% de puresa (tr = 15.8 min).

A continuacio, es va assajar I'eliminacié del grup al-lil de la resina 59. Amb aquest
objectiu, 59 es va sotmetre a les condicions habituals d’eliminacié d'allil esters,
Pd(PPh3), en CHCIy/AcOH/N-metilmorfolina (NMM) (37:2:1) a temperatura ambient
durant 3 hores (Cros et al., 2004). Posteriorment, es va sotmetre a un tractament basic
amb piperidina/DMF (3:7) per eliminar el grup Fmoc i es va desancorar de la resina
(Esquema 5.27). Malauradament es va observar que en eliminar el grup Al, també es
provocava la desiodaci6. De fet, la deshalogenacié d’halurs d'aril en preséncia de
catalitzadors de pal-ladi ha estat préviament descrita a la literatura (Viciu et al., 2001;

Navarro et al., 2004). Davant d'aquests resultats es va decidir abandonar aquesta

estratégia.
NHBoc NHBoc NHBoc
e! y O ! y O !
FmocHN N\i)LN N%N N%N N%N N%OAl
o L H o x H o i _H o < H o 1
\H \H ©\, \H 07 “Rink-MBHA
NHBoc NHBoc g NHBoc
NH, NH, NH,
1. Pd(PPhs),, CHCl3/ ACOH / NMM
2;?’3.2. / DME H (0] H (0] H (0] H (@] H (0]
. Piperidina
ta, 10 min H,N N\:)LN N%N N\:)LN N%N N%OH
3. TFA/ H,0 / TIS (95:2.5:2.5) o H o < H o H o0 < _H 0o =
ta,2h @ j/\
| O~ NH,
NH, NH, NH,

Esquema 5.27 — Desprotecci6 dels grups protectors Al i Fmoc del peptid 59

5.2.2. Estrategia B

Com a alternativa a la ruta anterior es va plantejar una segona estratégia sintética que
consistia en la ciclacio de la peptidil resina 60 com a ultim pas sintétic. Aquesta peptidil
resina es prepararia a partir d'una reaccié de Suzuki-Miyaura entre 4-iodobenzeé i la
boronopeptidil resina 58 provinent de la borilacid de la iodopeptidil resina 59 (Esquema
5.28).
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H O H O H O H O H O
THHN NT)LN N\)L N\)kN N\)L NJ&OH
o " o o) H o o) 1
\I\y O \I\y O~ "Rink-MBHA
NHBoc NHBoc 60 NHBoc

NHBoc NHBoc NHBoc

H O H O o H O H O
N 1 o I Y N%N N%OH +
0 H o H o H o < H o 1 |
W\ W\ ©\B—O7€ZH O Rink-MBHA
N

NHBoc NHBoc 58 o) HBoc
NHBoc NHBoc NHBoc

o = o = 0 1
©\| \H 0” “Rink-MBHA

NHBoc NHBoc  sg NHBoc

H O H O H O H O H O
EmoctiN N N SN S N A S AN A AN N o
e} < H 0] z H 2 H z H 2

Esquema 5.28 — Retrosintesi per a la preparacio de BPC454 segons l'estrategia B
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5. Sintesi en fase solida de péptids biarilics ciclics

A la iodopeptidil resina 59, preparada anteriorment, se li va substituir el grup Fmoc per un
grup Trt i, posteriorment, es va borilar en les condicions habituals (Esquema 5.29). El
desancorament d'una aliquota de la resina resultant va proporcionar el boronat H-Lys-
Lys-Leu-Lys-Lys-Phe(4-BPin)-Lys-Lys-Leu-GIn-OH (45% puresa, tx = 15.3 min) i l'acid
boronic  H-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe(4-B(OH),)-Lys-Lys-Leu-GIn-OH  (31% puresa,
tr =13.2 min). Cal destacar que les condicions de reaccié de la borilaci6 també

provocaven I'eliminacio del grup Al (Vegeu apartat 3.2.2.2).
NHBoc NHBoc NHBoc

1. Piperidina / DMF, t.a., 10 min
0 H O 2. Tr-Cl, DIEA, DMF, t.a., 3 h
3. PdCl,dppf, dppf, B5Pin,, KOAC
FmocHN N\)L N\)k H \)kH N\)kOAI DMSO, 80°C, 24 h

ﬁ )
1 O~ "Rink-MBHA

NHBoc NHBoc NHBoc

NHBoc NHBoc NHBoc

ijwkw H}% Ao

Rlnk MBHA
NHBoc NHBoc NHBoc

Esquema 5.29 — Sintesi de la boronopeptidil resina 58

Tot seguit, es va realitzar la reacci6 d’acoblament creuat de Suzuki-Miyaura entre la
resina 58 i 4-iodobenzé, utilitzant les condicions descrites en els apartats anteriors. El
desancorament d'una aliquota de la resina resultant va proporcionar el péptid H-Lys-Lys-
Leu-Lys-Lys-Phe(4-Ph)-Lys-Lys-Leu-GIn-OH amb un 70% de puresa (tr = 15.3 min).
Finalment, es va procedir a la ciclaci6 del peptid a través de la lactamitzacié de la
sequéncia lineal 60. En primer lloc, es va eliminar el grup Trt per mitja d’'un tractament
acid amb TFA/H,O/CH,CI; i, a continuaci6, es va tractar la resina amb COMU, oxima i
DIEA. El tractament acidolitic final va permetre obtenir el peptid biarilic ciclic c(Lys-Lys-
Leu-Lys-Lys-Phe(4-Ph)-Lys-Lys-Leu-GIn) (BPC454) (tgr = 15.9 min) (Esquema 5.30).
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NHBoc NHBoc NHBoc

Mﬁwj%wj%w Ko

@ \ 1

NHBOC NHBOC NHBoc

NHBoc NHBoc NHBoc

Pd,(dba)z, P(o-tolyl), KF H O
Phl, DME / EtOH / H,O
120°C (MW), 30 min TrtHN N\)k N\)k N\)k A N\i)kOH

H o j/\
O” “Rink-MBHA
NHBoc NHBoc 60 NHBoc
H,N
1. TFA / H,0 / CH,Cly, (0.2:1:98.8), 20 min H,N / HLH o NH,
2. Oxima, DIC, NMP, t.a., 24 h 0. =N N \/\/
3. TFA/ TIS / HyO (95:2.5:2.5), t.a., 2 h y " K

0
NH,
SN Na Y
A o
N K (@]
O pNTTN
0 /<
w L
H,N
BPC454

Esquema 5.30 — Sintesi del péptid ciclic BPC454
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6. Avaluacio6 de l'activitat biologica

Per als péeptids sintetitzats en aquesta tesi doctoral es va avaluar l'activitat antimicrobiana
i es va determinar la toxicitat a les cél-lules eucariotes. Tots els assajos es varen realitzar

al Centre d’'Innovacié i Desenvolupament en Sanitat Vegetal (CIDSAV) de la UdG.

6.1. Avaluaci6 de I'activitat antimicrobiana

L’activitat antibacteriana dels péptids sintetitzats es va avaluar enfront dels bacteris
Erwinia amylovora, Xanthomonas vesicatoria i Pseudomonas syringae, els quals sén
responsables de malalties greus com el foc bacteria o la bacteriosi, que afecten pereres,
pomeres, tomateres i pebroteres. Les concentracions dels peptids assajats varen ser
1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25 i 50 uM. Els resultats obtinguts s’expressen com a
concentraci6 minima inhibitoria (CMI), que és la concentraci6 minima de peptid

necessaria per inhibir completament el creixement bacteria.

En primer lloc, es va determinar I'activitat dels péptids lineals i es va comparar amb el
péptid antimicrobia BP100 (Taula 6.1). Els resultats mostren que els péptids lineals
assajats presenten una activitat antibacteriana inferior al peptid antimicrobia BP100, amb
valors de CMI superiors a 50 pM. Aquesta reduccié de l'activitat es podria atribuir a que

aquestes sequéncies presenten una mida considerablement menor que BP100.

Taula 6.1 — Activitat antibacteriana (CMI) dels péptids biarilics lineals

CMI? (UM)
Péptid Estructura
E. amylovora P.syringae X. vesicatoria
BP100 H-KKLFKKILKYL-NH; 1,56-3,25 1,56-3,25 1,56-3,25
o H O
HZN\AZS\(NJNH
BP255 " H L >50 >50 >50

BP256 E i >50 >50 >50

&CMI: Concentracié minima inhibitoria
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Taula 6.1 — Continuacio

CMIE (uM)
Peéptid Estructura
E. amylovora P.syringae  X. vesicatoria
o
HzNﬂN H\ANHZ
BP257 o O P H o >/ >50 >50 >50
(o] (o]
BP258 Ay e >50 >50 >50
"
o
o o
BP259 A 50 >50 >50
O 3 (o] >/ >
o
HZN\:)(J)\N H%NHZ
BP260 on O EH o >/ >50 >50 >50
o o
HaN A H%NHZ
BP261 2 H o >/ >50 >50 >50
HN\£©/
&N
N
o H O
HZN:JKN N,
BP262 ’ Hoo = >50 >50 >50
)
HOOC
Oﬁwﬂ
BP263 2 H o 3 >50 >50 >50
Hooc— "2 O >/
on
BP264  ooc wH, - M >50 >50 >50

Nx/

p4
I

&CMI: Concentracié minima inhibitdria
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Taula 6.1 — Continuacio

CMI? (uM)
Peéptid Estructura
E. amylovora  P.syringae  X. vesicatoria
o H O
HZN\;)J\N N\,)J\NHZ
SRR >50 >50 >50

BP265 °
\O
g
BP266 SR >50 >50 >50
Ho r
g

H o i
BP267 HO O >/ >50 >50 >50
H,N

BP268 S >50 >50 >50

&CMI: Concentracié minima inhibitdria

També es va determinar I'activitat dels péptids biarilics ciclics i es va comparar amb la de
BPC194 (Taula 6.2). Es va observar que tots aquests péptids presenten una activitat
antibacteriana inferior a BPC194. A més, pel que fa als péptids ciclics que contenen un
sistema biarilic intramolecular, I'activitat depen de la mida de l'anell. Aixi, aquells que
presenten un anell de 3 a 5 aminoacids no mostren activitat antimicrobiana. Els péeptids
amb un anell de 6 a 8 aminoacids son lleugerament actius amb valors de CMI similars,
essent BPC446 el més actiu (CMI 12.5-25 enfront de X. vesicatoria i P. syringae). D'altra
banda, el péptid ciclic BPC454, que conté un residu de 4-arilfenilalanina, presenta valors
de CMl iguals que BPC446.
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Taula 6.2 - Activitat antibacteriana (CMI) dels péptids biarilics ciclics

CMI? (UM)
Péptid Estructura
E. amylovora P.syringae  X. vesicatoria
BPC194 c(KKLKKFKKLQ) 25-50 6,2-12,5 3,2-6,25
O H
HZN\}/l\Nj\<O
BPC428 { >50 >50 >50

NHN

BPC432 HzNWN i JR >50 >50 >50

BPC434 " >50 >50 >50
o
OHN N‘éo y OA}\(NHZ
BPCA36 Nﬂ(NJLN 0 >50 >50 >50
nes °
OH
H,N
BPC438 PN A~ N >50 >50 >50

H,N \32
O H NH,

"o

BPC440 f/j \: >50 >50 >50
HN

&CMI: Concentracié minima inhibitoria
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Taula 6.2 - Continuacio

CMI? (UM)
Péptid Estructura
E. amylovora P.syringae X. vesicatoria
H,N,
Wéﬁ NH
NQAZ
BPC442 o S ° >50 >50 >50
HZNJ\/:TC Q

A s NH:
HN>\ o
BPCA444 a0 >50 25.50 12,5-25
o HN#N/:QONH%
~ A
HoN NH,
w0 O~
o NH 2
HaNT\_ HN o
BPC446 LN P >50 12,5-25 12,5-25
: N— N> O
3
oy NHe

O
BPC448 om /o >50 12,5-25 25-50

QY N%O
BPC454 t*l N\ >50 12525  125-25

&CMI: Concentracié minima inhibitoria

121



6. Avaluacio6 de l'activitat biologica

6.2. Avaluacio de I'activitat hemolitica

L'avaluacié de l'activitat hemolitica és una mesura de la toxicitat dels peptids a cél-lules
eucariotes. Consisteix en determinar la capacitat de lisi d’eritrocits humans que presenta

un determinat péptid.

Es va avaluar I'activitat hemolitica dels péptids actius BPC444, BPC446 i BPC448. Els
resultats obtinguts s’expressen com a percentatge d’hemolisi a una concentracié de
péptid de 125, 250 i 375 uM (Taula 6.3).

Taula 6.3 — Activitat hemolitica dels peptids BPC444, BPC446 i BPC448

Hemolisi (%)*

Peéptid Estructura
125uM 250 uM 375 uM
BPC194 Cc(KKLKKFKKLQ) 13.0+1.7 13.2+3.0 17+1.7
O o
NH
/Eo
BPC444 5+0. .8+0. .8+0.
Wu/ﬁgH% 25+08 88+08 12.8+0.8
[¢]
HZN//// \\\\
i )O~3
o NH 2
HN_ HN /Eo
‘6 NH/)\
BPC446 HN% A 15+03 41+04 55+0.9
N‘:/“/N > O
3
HoN NH
T U BaN:
o NH,
HN
HzN/\/\,h,N O
O‘\ NH %
BPC448 PP /o 25+07 6.0+£02 7.1+05

®Percentatge d’hemalisi a 125, 250 i 375 uM més l'interval de confianca (0=0.05)

Dels resultats anteriors es dedueix que la introduccié d’unions biariliques als péptids
ciclics provoca una disminucié de I'hemolisi, essent el péptid BPC446 el menys hemolitic,

a les tres concentracions assajades.
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7. Conclusions

S’ha preparat per primera vegada I'ester pinacolboronic d'un residu de fenilalanina
directament sobre el suport solid, cosa que ha proporcionat el tripeptid boronat
H-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH, (4) amb un 99% de puresa. Les millors condicions de
reaccio trobades per a la seva formacié s6n B,Pin, (4 eq), KOAc (6 eq), PdCl.dppf
(0.18 eq), dppf (0.09 eq) en DMSO durant 24 hores a 80 °C.

S’ha comprovat la compatibilitat de les condicions de reaccié de formacié d'esters
pinacolboronics amb els grups protectors habituals en la sintesi de péptids en fase
solida com Boc i tBu. S’ha obtingut H-Phe(4-BPin)-Lys-Leu-NH; (17) i H-Phe(4-BPin)-
Ser-Leu-NH, (18) amb un 99% de puresa.

S’ha preparat per primera vegada l'ester pinacolboronic d’'un residu de tirosina
directament sobre el suport solid. S’han aplicat les condicions de borilacié d'un residu
de fenilalanina disminuint el temps de reacci6 fins a 8 hores. S’ha preparat H-Tyr(3-
BPin,R)-Leu-Leu-NH; (R = Me o H) amb pureses entre 56-78% emprant un residu de
tirosina protegit amb el grup metil, al-lil o 2-(trimetilsilil)etoximetil (SEM). Aquestes

condicions han provocat I'eliminacié del grup al-lil.

L'arilaci6 de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) amb halurs d'aril per mitja
d’'una reaccioé de Suzuki-Miyaura utilitzant Pd(PPh3), com a catalitzador ha conduit a
resultats similars tant sota escalfament convencional com sota irradiacid de
microones. La irradiacié de microones ha permeés reduir considerablement el temps

de reaccié de 48 hores a 30 minuts.

L'Gs de Pdy(dba); com a sistema catalitic també ha mostrat ser Gtil per a l'arilacié de
Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) amb halurs d’aril sota irradiacio de

microones i ha facilitat I'obtencié de I'imidazolilfenilalanina BP261.

Les condicions d'arilaci6 de Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (1) amb halurs
d’aril han permés la sintesi de tetrapeptids biarilics lineals BP262-BP264 (42-92% de
puresa) per reaccié de 1 amb els aminoacids aromatics Boc-Phe(4-1)-OMe (9), Boc-
Tyr(3-1,SEM)-OMe (23c), i Boc-His(5-Br,3-SEM)-OMe (32a) i Boc-His(5-Br,1-SEM)-
OMe (32b) i posterior hidrolisi.

S’ha assolit l'arilacié de Boc-Tyr(3-BPin,R)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2) amb 4-iodobenzé
i amb els aminoacids aromatics Boc-Phe(4-1)-OMe (9) i Boc-Tyr(3-1, SEM)-OMe (23c),
utilitzant Pd,(dba); sota irradiacié de microones. Com a grups protectors del residu de
tirosina s’han emprat els grups metil i SEM. Amb aquestes condicions no s’ha pogut
obtenir el producte biarilic provinent de la reacci6 de la resina 2c amb Boc-His(5-Br,3-
SEM)-OMe (32a) i Boc-His(5-Br,1-SEM)-OMe (32b).
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S’ha dissenyat una estratégia per a la sintesi de péptids biarilics ciclics en fase solida
gue consisteix en la sintesi de la sequéncia lineal seguint una estratégia Fmoc/tBu, la
substitucié del grup Fmoc de I'extrem N-terminal per un grup protector Trt, la sintesi
del corresponent ester pinacolboronic, I'eliminacio del grup Trt, I'acoblament d'un
iodoaminoacid i la macrociclacié de la seqiiéncia a través d'una reaccié de Suzuki-

Miyaura intramolecular.

Seguint l'estratégia anterior s’han preparat peptids ciclics de 3 a 10 aminoacids que
contenen un enlla¢ biarilic format per la unié de dos residus de fenilalanina, amb
pureses del 30 al 84%. No s’ha aconseguit preparar péeptids ciclics de 5 aminoacids
gue contenen un enllag biarilic format per la unié de dos residus de tirosina. La sintesi
dels péptids ciclics per formacié d'un enllag entre un residu de fenilalanina i un de
tirosina ha estat més favorable quan el residu de tirosina es trobava a I'extrem

N-terminal i el de fenilalanina a I'extrem C-terminal.

S’ha dissenyat una ruta sintética per a la preparacio del péptid BPC454 incorporant
una 4-arilfenilalanina que consistia en la sintesi de la sequéncia lineal seguint una
estrateégia Fmoc/tBu/Al, la substitucid del grup Fmoc de I'extrem N-terminal per un
grup protector Trt, la sintesi del corresponent ester pinacolboronic (que provoca
I'eliminacio del grup Al), l'arilacié6 amb 4-iodobenze utilitzant una reaccié de Suzuki-
Miyaura, I'eliminacié del grupTrt i la macrociclacié de la seqiiéncia a través d’'una

reaccio de lactamitzacio.

S’ha avaluat l'activitat antimicrobiana dels péptids biarilics sintetitzats enfront de
Erwinia amylovora, Xanthomonas vesicatoria i Pseudomonas syringae. Els péptids
biarilics lineals no han resultat ser actius, mentre que dels péptids biarilics ciclics
avaluats, el péeptid BPC446, de 8 aminoacids, ha resultat ser el més actiu i el menys

hemolitic.
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8. Procediment experimental

8.1. Materials i metodes
8.1.1. Materials

8.1.1.1. Reactius generals i dissolvents

Els reactius generals es varen adquirir a Aldrich, Fluka i Panreac i es varen utilitzar sense
purificar, excepte la NBS (N-bromosuccinimida) (Fluka) que es va purificar per

cristal-litzaci6 en aigua (Perrin, 1980).

Els aminoacids utilitzats, els reactius d’acoblament i la resina Fmoc-Rink-MBHA s’han

adquirit a Iris Biotech, Bionova i VWR international.

Els dissolvents habituals es varen adquirir a Aldrich, Sharlau 0 VWR international i es
varen purificar i anhidritzar passant-los a través d’un sistema de purificaci6 amb alimina
activada (MBraun SPS-800) o per técniques de destil-lacié convencionals (Perrin, 1980).

Els dissolvents deuterats es varen adquirir a SDS.

L’H,0O es va desionitzar i filtrar utilitzant un sistema COT Millipore Q-gradient (COT<3ppb)

amb una resistivitat de 18 MQ cm™.

8.1.1.2. Test de ninhidrina o test de Kaiser

El test de ninhidrina o test de Kaiser (Kaiser et al., 1970) és un test qualitatiu colorimétric
per detectar la preséncia o absencia de grups amino primaris lliures. S'utilitza per
comprovar si els acoblaments dels aminoacids en la sintesi de péptids en fase solida s’ha

completat amb eéxit.

Per realitzar el test, es transfereix una porcio de resina del cru de reaccié a un eppendorf i
s'afegeixen tres gotes de cadascuna de les tres dissolucions segiients. A continuacio, es
barreja la suspensi6 i s’escalfa durant tres minuts a 100 °C. Si la resina i la dissolucié es
tornen de color blau intens indica que hi ha amines primaries lliures. En canvi, si el color
de la resina es manté i la soluci6 esdevé groga indica que no hi ha amines primaries

lliures, és a dir, que I'acoblament s’ha completat amb éxit.
e Dissolucio A: ninhidrina (500 mg) en etanol absolut (10 mL).
¢ Dissolucié B: fenol (100 mg) en etanol absolut (25 mL).

e Dissolucié C: 1 mL d'una solucié de NaCN (1 mM) en 49 mL de piridina.
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8.1.2. Instrumentacié general

Espectroscopia d’infraroig (IR): Els espectres d'infraroig (IR) s’han enregistrat a la
Universitat de Girona en un espectrofotometre model Mattson-Galaxy Satellite FT-IR amb
transformada de Fourier, utilitzant un sistema de reflexié Unic ATR com a accessori de

mostreig. Els valors d’absorcié s’indiquen en cm™.

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN): Els espectres de
ressonancia magnetica nuclear (RMN) s’han enregistrat als Serveis Téecnics de Recerca
de la Universitat de Girona (STR-UdG). S’ha utilitzat un aparell Bruker model DPX200
Avance (4.7 T) (*H (200 MHz) i *3C (50 MHz)), equipat amb una sonda BBX i una unitat
de control de temperatura (BVT2000); un aparell Bruker DPX300 Avance (7.05T) (*H
(300 MHz) i *C (75 MHz)), equipat amb una sonda QNI i una unitat de control de
temperatura (BVT2000); i un aparell Bruker Avancelll400 (9,40T) (*H (400 MHz) i *°C
(100 MHz)), equipat amb una sonda BBI i una unitat de control de temperatura (BCU
Xtreme). Com a dissolvents deuterats s’han utilitzant CDCl;, DMSO-ds, MeOD-d, o
CD3CN-ds. Els desplacaments quimics s’indiquen com a valors & (ppm) referenciats

directament amb el senyal del dissolvent.

Espectrometria de masses amb ionitzacié per electrosprai: Els espectres de masses
amb ionitzaci6 per electrosprai (ESI-MS) s’han enregistrat als Serveis Tecnics de
Recerca de la Universitat de Girona (STR-UdG) en un espectrometre de masses Esquire
6000 ESI ion Trap LC-MS (Bruker Daltonics) equipat amb una font d'ionitzacié
d'electrosprai. S’ha treballat en mode d'ionitzaci6 positiu ESI(+). Les mostres
s'introdueixen a la font d'ionitzacié de I'espectrometre de masses a través d’'un injector
automatic d’'HPLC del model 1100 Series Agilent, utilitzant un volum de mostra de 5 L.
El flux de la fase mobil és de 100 pL-min™* de CH;CN/H,O 80:20 vol/vol. S'utilitza nitrogen

com a gas nebulitzant i assecant; i acid formic per protonar les mostres.

Espectrometria de masses d’alta resolucid: Els espectres de masses d'alta resolucio
(HRMS) s’han enregistrat a l'Instituto de Ciencias de los Materiales de Aragén de la
Universidad de Zaragoza per ionitzacié d’electrosprai (ESI) en un espectrometre de
masses de Bruker MicroTof-Q amb un analitzador hibrid quadrupol-temps de vol. La
introduccié de mostres es realitza utilitzant un injector automatic de HPLC del model 1100
Series Agilent i es calibra externament utilitzant formiat de sodi. S’ha treballat en mode

d'ionitzaci6 positiu ESI(+) i negatiu ESI(-).
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Cromatografia en capa fina: La cromatografia en capa fina s’ha realitzat utilitzant
cromatofolis de silica gel 60F,s4 de Merck de 20x20 cm i amb un gruix de 0.20 mm. Com
a revelador s’ha utilitzat llum ultravioleta (UV A= 254 nm) i una dissolucié6 aquosa de

permanganat potassic 1.5%.

Cromatografia en columna: Les cromatografies en columna en fase normal s’han
realitzat emprant silica gel 60 (0.040-0.063 mm) de Merck. Les cromatografies en fase

reversa s’han realitzat utilitzant silica gel de fase reversa 100 Cy5 (> 400 mesh, Fluka).

Cromatografia liquida d’alta resolucid: La cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC)
sha realitzat en un equip de cromatografia liqguida Dionex amb un detector
espectrofotométric UV/VIS Dionex UVD170U de longitud d'ona variable, una bomba
binaria P680 de Dionex, i un injector automatic ASI-100 de Dionex. El software utilitzat és
el programa Chromeleon™ versié 6.60. Com a fase mobil s’ha emprat 0.1% TFA en H,O
(Dissolvent A) i 0.1% TFA en CH3CN (Dissolvent B) amb un flux d’1 mL/min. La detecci6
s’ha realitzat a una longitud d’ona de 220 nm. Per a l'analisi de les mostres s’han utilitzat

diversos meéetodes:

e Metode A: S’ha emprat una columna Kromasil 100 Cyg (250 mm x 4.6 mm x

3.5 um) amb un gradient lineal de 2-100% del dissolvent B en 28 min.

e Metode B: S’ha emprat una columna Kromasil 100 C;g (40 mm x 4.6 mm x 3.5

um) amb un gradient lineal de 2-100% del dissolvent B en 7 min.

Alternativament s’ha utilitzat un equip de cromatografia liquida Agilent Technologies 1200

Series.

e Metode C: S’ha emprat una columna Kromasil 100 C;g (250 mm x 4.6 mm X

3.5 um) amb un gradient lineal de 2-100% del dissolvent B en 28 min.

Punt de fusio: Els punts de fusié s’han determinat en tubs capil-lars oberts en un aparell

Electrothermal IA9000 SERIES i s'expressen en graus centigrads.

Microones: L'escalfament per irradiacié de microones s’ha realitzat als Serveis Técnics
de Recerca de la Universitat de Girona (STR-UdG) utilitzant un microones Ethos SEL
labstation de Milestone equipat amb un sistema dual magnetr6 (1600 W). El temps, la
temperatura i la poténcia de I'experiment es controlen amb el software EasyControl. La
temperatura es monitoritza a través d’'una sonda automatica de fibra optica ATC-400FO.

Aquest equip regula la poténcia per mantenir constant la temperatura seleccionada.
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8.2. Sintesi de derivats d’ aminoacids i d'imidazole en dissoluci6

8.2.1. Derivats de fenilalanina

8.2.1.1. 4-lodo-L-fenilalanina (7)

H,N__COOH | Auna dissolucié de L-fenilalanina (4 g, 24.21 mmol, 1 eq) i H,SO, (3 mL,
: 54 mmol, 2.23 eq) en AcOH glacial (22 mL) s'afegeix successivament I,
\©\ (2.5 g, 9.68 mmol, 0.4 eq) i NalO3 (1 g, 4.84 mmol, 0.2 eq). La mescla de

reaccio s'escalfa lentament fins a 70 °C i s'agita durant 23 h. Quan la

7

reaccio s'acaba s’observa que el cru de reaccié esdevé de color taronja clar. Tot seguit,
s’evapora I'’AcOH a pressi6 reduida i s'afegeix H,O (40 mL). Aquesta dissolucio es renta
amb CH,CI, (2x5 mL) i eter dietilic (2x5 mL). A continuacio es neutralitza la fase aquosa
amb NaOH solid fins a pH 3, formant-se un precipitat blanc que es filtra i es renta amb
H,O freda (40 mL) i EtOH (30 mL). El solid blanc aillat correspon a la 4-iodo-L-fenilalanina
(7) (5.3 g, 75%).

Pf: 134.9-139.2 °C. CCF: Rf = 0.33, ACOEt/MeOH/NH; (5:1:1). IR (neat) v (cm™): 3026
(Ca-H st), 2940 (CHsy), 1583 (C=Ost), 1520, 1396, 1318, 1109, 1010, 800, 639, 615. ‘H-
RMN (200 MHz, D,O + DCI) § (ppm): 3.06 (d, J = 7.6, 14.6 Hz, 1H, CH,-B), 3.21 (d, J =
5.8, 14.6 Hz, 1H, CH,-B), 4.27 (dd, J = 5.8, 7.6 Hz, 1H, CH-a), 7.01 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
CHaom-2 | CHarom -6), 7.69 (d, J = 8.4 Hz, 2H, CHaom -3, CHaom -5). **C-RMN (50 MHz,
D,O + DCI) & (ppm): 33.15 (CH-a), 51.76 (CH,-B), 91.16 (C-4a0om), 129.46 (CHaom-2,
CHarom-6), 131.66 (Caom-1), 136.20 (CHaom-3, CHaom-5), 166.08 (COOH). HRMS (ESI)
m/z: Calculat per a CoHgINO, 289.9683, experimental 289.9692.

8.2.1.2. N-(tert-Butiloxicarbonil)-4-iodo-L-fenilalanina (8)

BocHN__cooH | A una dissolucié de 4-iodo-L-fenilalanina (7) (2 g, 6.87 mmol, 1 eq) en
\@\ MeOH anhidre (21 mL, 3 mL/mmol) s’addiciona trietilamina (1.1 mL,
[

7.56 mmol, 1.1 eq) sota atmosfera de nitrogen. Aquesta dissolucié es
8

refreda fins a 0 °C i s’hi addiciona Boc,O (1.8 g, 8.24 mmol, 1.2 eq)
dissolt en MeOH (17 mL, 2 mL/mmol). La mescla de reaccié s'agita a temperatura
ambient durant 21 h. A continuacio, s’elimina el dissolvent a pressié reduida, i el cru
obtingut es dissol amb 200 mL d’H,0O, donant lloc a una dissolucié que s'ajusta a pH 4-5
amb AcOH glacial i s'extreu amb AcOEt (4x60 mL). La fase organica es renta amb una
dissoluci6 saturada de NaCl, s'asseca amb MgSO, anhidre, es filtra i s’evapora a pressio

reduida. Finalment, una digestié del cru resultant amb penta (20 mL) durant 2 h
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proporciona un solid blanc corresponent a N-(tert-butiloxicarbonil)-4-iodo-L-fenilalanina (8)
(2.4 g, 90%).

Pf: 134.9-139.2 °C. CCF: Rf = 0.44, ACOE/MeOH/NH; (5:1:1). IR (neat) v (cm™): 3347
(NHst), 2981 (CHst), 1684 (C=0st), 1515, 1366, 1247 (C(CHs)sCHay), 1161 (C-Ost), 1051
(C-Ost sim), 1007, 813. 'H-RMN (200 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1.41 (s, 9H, C(CHa)s),
2.82-3.12 (m, 2H, CH,-B), 4.12 (sa, 1H, CH-), 6.81 (sa, 1H, NH), 7.13 (d, J = 8 Hz, 2H,
CHaom-2, CHarom-6), 7.697 (d, J = 8 Hz, 2H, CHaom-3, CHaom-5). *C-RMN (50 MHz,
CDCl3) 8 (ppm): 28.13 ((CH3)sC), 37.31 (CH:-B), 54.67 (CH-a), 79.99 (C(CHa)s), 92.08
(Carom-4), 131.38 (CHaom-2, CHaom-6), 136.21 (Cuyom-1), 137.29 (CHaom-3, CHaom-5),
155.39 (CONH), 175.78 (COOH). HRMS (ESI) m/z: Calculat per a Ci4HigINNaO,
414.0173, experimental 414.0189.

8.2.1.3. N-(tert-Butiloxicarbonil)-4-iodo-L-fenilalaninat de metil (9)

BocHN__coome| A una dissoluci6 de Cs,COs (2.4 g, 7.40 mmol, 1.5 eq) en DMF anhidre
\@\ (25 mL) s'afegeix N-tert-butiloxicarbonil-4-iodo-L-fenilalanina (8) (1.9 g,
[

4.93 mmol, 1 eq) sota atmosfera de nitrogen i s’agita a temperatura
9

ambient durant 15 minuts. A continuacio, s'addiciona CHzl (0.38 mL,
5.916 mmol, 1.2 eq) i la mescla s’'agita a temperatura ambient durant tota la nit. Tot seguit
s’elimina el dissolvent a pressi6 reduida i el cru es dissol en 150 mL d'H,0. La dissoluci6é
resultant es neutralitza amb AcOH glacial i s’extreu amb AcOEt (4x50 mL). La fase
organica es renta amb una dissolucié saturada de NaCl, s'asseca amb MgSO, anhidre,
es filtra i s’evapora a pressié reduida. Tot seqguit es purifica per cromatografia en columna
sobre gel de silice. Eluint amb una barreja hexa/AcOEt (15:1) s'obté N-(tert-

butiloxicarbonil)-4-iodo-L-fenilalaninat de metil (9) com un solid blanc (1.5 g, 80%).

Pf: 68.3-70.2 °C. CCF: Rf =0.72, hex&/AcOEt (1:1). IR (neat) v (cm™): 3343 (NHst), 1736,
1685 (C=Ost), 1523, 1252 (C(CHs)sy), 1160 (C-Ost), 1006, 803. ‘H-RMN (200 MHz,
CDCls) 6 (ppm): 1.45 (s, 9H, C(CHa)3), 2.99 (dd, J = 7.4, 13.8 Hz, 1H, CH,-8), 3.11 (dd, J
= 6.0, 13.8 Hz, 1H, CH.-B), 3.75 (s, 3H, CO,CHs), 4.58 (sa, 1H, CH-q), 4.98 (sa, 1H, NH),
6.91 (d, J = 8.4 Hz, 2H, CHgaom-2, CHaom-6), 7.65 (d, J = 8.4 Hz, 2H, CHaom-3, CHaom-5).
BC.-RMN (50 MHz, CDCl3) & (ppm): 28.16 ((CHs)sC), 37.82 (CH,B), 52.18 (CO,CHy),
54.10 (CH-c), 79.97 (C(CH)s), 92.37 (CHaom-4), 131.20 (CHaom-2, CHarom-6), 135.65
(Carom-1), 137.47 (CHarom-3, CHarom-5), 154.85 (CONH), 171.90 (CO,CH3). HRMS (ESI)
m/z: Calculat per a C;sH20INNaO, 428.0329, experimental 428.0342.
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8.2.1.4. N-(tert-Butiloxicarbonil)-4-pinacolatoborono-L-fenilalaninat de metil
(10)

BocHN__COOMe A una dissolucio de bis(pinacolato)diboron (1.0 g, 3.95 mmol, 2
: eq), PdCly(dppf) (97 mg, 0.12 mmol, 0.06 eq) i KOAc (783 mg,
\Q\Q/O 7.90 mmol, 4 eq) en DMSO anhidre (12.6 mL) s’addiciona N-tert-

10 07{L butiloxicarbonil-4-iodo-L-fenilalaninat de metil (9) (800 mg, 1.98

mmol, 1 eq) sota atmosfera de nitrogen i s’'agita a 80 °C durant 24 h. Passat aquest
temps, s’addicionen 50 mL H,O i s’extreu amb AcOEt (3x30 mL). La fase organica es
renta amb una dissoluci6 saturada de NaCl (3x25 mL), s'asseca amb MgSO, i S’evapora
a pressié reduida. Tot seguit el residu obtingut es purifica per cromatografia en columna
sobre gel de silice. Eluint amb una barreja hexa/AcOEt (20:1) s'obté N-(tert-
butiloxicarbonil)-4-pinacolatoborono-L-fenilalaninat de metil (10) com un oli incolor (680
mg, 85%).

CCF: Rf =0.33, hexa/AcOEt (5:1). IR (neat) v (cm™): 2978 (CHst), 1713 (C=0Ost), 1357 (B-
Ost), 1250 (C(CHs)sy), 1163, 1143 (C-Ost), 1088. *H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm):
1.37 (s, 12H, (CHa)gpin), 1.45 (S, 9H, C(CHa)s), 3.13-3.15 (m, 2H, CH»-B), 3.73 (s, 3H,
CO,CHs), 4.60 (sa, 1H, CH-a), 4.96 (sa, 1H, NH), 7.16 (d, J = 8 Hz, 2H, CHaom-2, CHarom-
6), 7.78 (d, J = 8 Hz, 2H, CHaom-3, CHaom-5). **C-RMN (50 MHz, CDCl) & (ppm): 24.80
((CH3)gpin), 28.22 ((CH3)3C), 38.37 (CHx-B), 52.12 (CO,CHs;), 54.30 (CH-a), 79.86
(C(CHs3)3), 83.71 (Cgpin), 128.63 (CHaom-2, CHarom-6), 134.95 (CHarom-3, CHarom-5), 139.16
(Carom-1), 154.98 (CONH), 172.30 (CO,CH3), (C-B no s'observa). HRMS (ESI) m/z:
Calculat per a C,1H3,BNNaOg 428.2215, experimental 428.2236.

8.2.1.5. N-(tert-Butiloxicarbonil)-4-pinacolatoborono-L-fenilalanina (5)

BocHN__COOH A una dissolucié de N-(tert-butiloxicarbonil)-4-pinacolatoborono-L-
: fenilalaninat de metil (10) (624 mg, 1.54 mmol, 1 eq) en
\©\3’O MeOH/THF (1:1, 5.4 mL) s’addiciona una dissolucié aquosa de

° 07{L LIOH-H,O 1.7 M (2.7 mL, 4.62 mmol, 3 eq). La mescla de reaccio

s'agita a temperatura ambient durant 5 h. Tot seguit, s’elimina el dissolvent a pressio
reduida i s’addicionen 150 mL d'H,O. La dissolucié resultant s’ajusta a pH 5 amb AcOH
glacial i s’extreu amb AcOEt (4x40 mL). La fase organica es renta amb una dissolucio
saturada de NacCl, s’asseca amb MgSO, anhidre i s'’evapora a pressié reduida. S'obté
N-(tert-butiloxicarbonil)-4-pinacolatoborono-L-fenilalanina (5) com un solid blanc (547 mg,
90%).
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Pf: 133.7-137.4 °C. CCF: Rf = 0.07, ACOEt/MeOH/NH; (5:1:1). IR (neat) v (cm™): 2978
(CHst), 2928, 1713 (C=0st), 1395 (B-Ost), 1359, 1258 (C(CHs)sy), 1161, 1143 (C-Ost),
1088, 858, 657. *H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm): 1.38 (2, 12H, (CHs)gpin), 1.45 (s, 9H,
C(CHs)3), 3.12-3.31 (m, 2H, CH»-B), 4.61 (sa, 1H, CH-a), 4.94 (sa, 1H, NH), 7.23 (d, J =8
Hz, 2H, CHaom-2, CHaom-6), 7.79 (d, J = 8 Hz, 2H, CHaom-3, CHarom-5). *C-RMN (50 MHz,
CDCls) & (ppm): 24.89 ((CHs)gpin), 28.31 ((CH3)sC), 37.87 (CH.-B), 54.26 (CH-a), 80.35
(C(CHs)s), 83.91 (Cgpin), 128.87 (CHaom-2, CHarom-6), 135.14 (CHarom-3, CHarom-5), 139.23
(Carom-1), 155.49 (CONH), 175.61 (CO,H). MS (ESI ) m/z: 391.1 [M+H]".

8.2.1.6. N-(9-Fluorenilmetoxicarbonil)-4-iodo-L-fenilalanina (54)

FmocHN_COOH Una dissolucié de 4-iodo-L-fenilalanina (7) (1 g, 3.44 mmol, 1 eq) en
: dioxa (10 mL) s'ajusta a pH=7 utilitzant una dissolucié al 5% de
\©\, Na,CO; i s'addiciona FmocOSu (1.24 g, 3.68 mmol, 1.05 eq). La

mescla de reacci6 s'agita a temperatura ambient durant tota la nit. A

54

continuacio, s’elimina el dissolvent a pressio reduida i es dilueix amb AcOEt (30 mL). Tot
seguit es renta amb 1M HCI (20 mL) i H,O (3x20mL). La fase aquosa s’ajusta a pH=1 i
s'extreu amb AcOEt (3x20mL). S’ajunten les fases organiques i es renta amb una
dissoluci6 saturada de NaCl, s'asseca amb MgSO, anhidre, es filtra i s’evapora a pressio
reduida. Finalment, una digestié del cru resultant amb una barreja de penta i éter dietilic
(1:1) durant 2 h proporciona un solid blanc corresponent a N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-4-
iodo-L-fenilalanina (54) (1.03 g, 60%).

CCF: Rf = 0.6, AcCOEt/MeOH/NH; (5:2:1). IR (neat) v (cm™): 3312, 3061, 3021, 2972
(CHst), 1736, 1691 (C=0st), 1536, 1486, 1448, 1251, 1206, 1106, 1083, 1044, 1008, 758,
739. 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 2.81 (dd, J = 11, 14 Hz, 1 H, CH,-B), 3.03
(dd, J =5, 14 Hz, 1 H, CH»-B), 4.11-4.21 (m, 4 H, CH-, CH,-Fmoc, CH-Fmoc), 7.08 (d, J
= 8 Hz, 2 H, CHaom-2, CHarom-6), 7.26-7.33 (M, 2 H, CHaom-FmMoc), 7.41 (dt, J = 1.6, 7.2
Hz, 2 H, CHgom-Fmoc), 7.61-7.66 (M, 4 H, CHaom), 7.88 (d, J =8 Hz, 2 H, CHarom, CHarom).
3C-RMN (100 MHz, DMSO-de) & (ppm): 35.86 (CH,-B), 46.54 (CH-Fmoc), 55.19 (CH-a),
65.57 (CH,-Fmoc), 92.32 (Caom-4), 120.10, 125.23, 127.05, 127.61 (CHaom-Fmoc),
131.59 (CHaom-2, CHarom-6), 136.89 (CHarom-3, CHarom-5), 137.81, 140.71, 143.73 (Carom),
155.91 (CONH), 173.13 (COOH).
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8.2.2. Derivats de tirosina

8.2.2.1. 3-lodo-L-tirosina (21)

HN_ COOH A una dissoluci6 de L-tirosina (2 g, 11.04 mmol, 1 eq) en NH,OH (200

2 mL) a 0 °C s’afegeix, gota a gota, una dissoluci6é de I, (2.8 g, 11.04
\Q\OH mmol, 1 eq) en EtOH absolut (30 mL). La mescla de reacci6 s'agita a 0

|
21

°C durant 2.5 h i, passat aquest temps, es concentra al rotavapor fins

que s'observa la formacié d'un solid. En aquest moment s’acidifica fins
a pH = 4-5 amb HCI 10%. A continuacio es filtra i el solid obtingut s’agita en acetona (30
mL) a 0 °C durant 2 h. Finalment, el solid es filtra i es deixa tota la nit al dessecador amb
P,Os, obtenint-se 3-iodo-L-tirosina (21) com un solid blanc (1.8 g, 54%).

Pf: 197.5-198.9 °C. CCF: Rf = 0.2, CHCly/MeOH/AcOH (5:3:1). IR (neat) v (cm™): 3236
(OHst), 1583 (C=Ost), 1504, 1410 (C-O-H8), 1352, 1325, 1277, 1227, 831. *H-RMN (200
MHz, D,O + DCI) & (ppm): 3.11 (dd, J = 7.4, 14.8 Hz, 1H, CH,-B), 3.24 (dd, J = 5.8, 14.8
Hz, 1H, CH,-B), 4.31 (dd, J = 5.8, 7.2 Hz, 1H, CH-¢), 6.93 (d, J = 8.4 Hz, 1H, CHaom-5),
7.18 (dd, J = 2.0, 8.4 Hz, 1H, CHaom-6), 7.66 (d, J = 2.0 Hz, 1H, CHaon-2). “*C-RMN (50
MHz, D,O + DCI) & (ppm): 37.08 (CH»-B), 56.86 (CH-q), 86.89 (Caom-3), 118.38 (CHarom-
5), 130.48 (Caom-1), 133.78 (CHaom-6), 142.84 (CHaom-2), 157.69 (Caom-4), 173.98
(COzH). HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CgH;1INO3 307.9778, experimental 307.9780.

8.2.2.2. N-(tert-Butiloxicarbonil)-3-iodo-L-tirosinat de metil (22)

BocHN_COOMe A 12 mL de MeOH anhidre sota atmosfera de nitrogen a 0 °C
: [ s'afegeix gota a gota SOCI, (0.9 mL, 11.88 mmol, 2 eq). Tot seguit,
\©:OH s'addiciona la 3-iodo-L-tirosina (21) (1.8 g, 5.94 mmol, 1 eq) i la

22 - . . :
mescla de reacci6 s’agita a temperatura ambient durant tota la nit. A

continuacio, s’elimina el dissolvent a pressio reduida, s'afegeix H,O (20 mL), la dissolucié
obtinguda s’ajusta a pH 7-8 amb Na,CO; solid i s’extreu amb CH,Cl, (3x20 mL). La fase
organica es renta amb una dissolucié saturada de NaCl (10 mL), s'asseca amb MgSO,
anhidre, es filtra i s'evapora el dissolvent a pressio reduida. Tot seguit, el cru es dissol en
MeOH anhidre (15.5 mL) i s’addiciona trietilamina (0.8 mL, 5.68 mmol, 1.1 eq) sota
atmosfera de nitrogen. La solucio resultant es refreda a 0 °C i s’hi addiciona Boc,0O (1.4 g,
6.19 mmol, 1.2 eq) dissolt en MeOH (12.4 mL). La mescla de reaccié s'agita a
temperatura ambient durant tota la nit. A continuacié, s’elimina el dissolvent a pressio
reduida, es dissol el cru amb H,O (160 mL), la dissolucié s'ajusta a pH 6 amb AcOH
glacial i s’extreu amb AcOEt (4x40 mL). La fase organica s’asseca amb MgSQO, anhidre,

es filtra i s'evapora a pressio reduida. Finalment, el cru es purifica per cromatografia en
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columna sobre gel de silice. Eluint amb una barreja hexa/AcOEt (4:1) s'obté N-(tert-

butiloxicarbonil)-3-iodo-L-tirosinat de metil (22) com un solid blanc (1.7 g, 70%).

Pf: 104.6-104.8 °C. CCF: Rf = 0.65, AcCOEt/MeOH/NH; (5:1:1). IR (neat) v (cm™): 3332
(OHst), 1715, 1685 (C=0Ost), 1507, 1419, 1393, 1368, 1347, 1289, 1252, 1150, 1125,
1051, 1002, 822. *H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm): 1.45 (s, 9H, C(CHs)s), 2.94 (dd, J =
6.2, 14.0 Hz, 1H, CH,-B), 3.05 (dd, J = 5.8, 14.0 Hz, 1H, CH,-B ), 3.75 (s, 3H, CO,CHy),
4.50-4.56 (m, 1H, CH-), 5.04 (d, J = 5.8 Hz, 1H, NH), 5.69 (sa, 1H, OH), 6.88 (d, J = 8.2
Hz, CHaom-5), 7.01 (dd, J = 2, 8.2 Hz, 1H, CHaom-6), 7.44 (d, J = 2.0 Hz, 1H, CHaom-2).
BC-RMN (50 MHz, CDCls) & (ppm): 28.22 ((CH3)sC), 36.90 (CH,-B), 52.28 (CO,CHs),
54.44 (CH-a), 80.23 (C(CHs)s), 85.03 (Caom-3), 114.98 (CHaom-5), 129.72 (Caom-1),
130.72 (CHaom-6), 139.05 (CHaom-2), 154.31 (Caom-4), 155.11 (CONH), 172.17
(CO.CH3). HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CyisHxINNaOs 444.0278, experimental
444.0269.

8.2.2.3. N-(tert-Butiloxicarbonil)-3-iodo-4-metoxi-L-tirosinat de metil (23a)

BocHN_COOMe A una dissolucié de Cs,COs (1.2 g, 3.69 mmol, 1.5 eq) en DMF
S : | anhidre (12 mL) s'afegeix N-(tert-butiloxicarbonil)-3-iodo-L-tirosinat

ome| de metil (22) (1 g, 2.3 mmol, 1 eq) sota atmosfera de nitrogen i
23a

S'agita a temperatura ambient durant 15 minuts. A continuacio,

s'afegeix CHal (0.4 mL, 5.99 mmol, 2.4 eq) i s'agita a temperatura ambient durant tota la
nit. Tot seguit s’elimina el dissolvent a pressio reduida, es dissol el cru en H,O (15 mL),
s'addiciona AcOH glacial fins a pH 5-6 i s'extreu amb AcOEt (4x10 mL). La fase organica
es renta amb una dissoluci6 saturada de NaCl, s’asseca amb MgSO, anhidre, es filtra i
s’evapora a pressio reduida. Tot seguit el cru resultant es purifica per cromatografia en
columna sobre gel de silice. Eluint amb una barreja hexa/AcOEt (10:1) s’obté N-(tert-

butiloxicarbonil)-3-iodo-4-metoxi-L-tirosinat de metil (23a) com un solid blanc (63%).

CCF: Rf = 0.59, hexa/AcOEt (1:1). IR (neat) v (cm™): 3391, 2976 (CHst), 1742, 1709
(C=0st), 1490 (C-O-Hst), 1279 (Car-OH), 1252 (C(CHs)sy), 1162, 1049. *H-RMN (200
MHz, CDCls) & (ppm): 1.46 (s, 9H, C(CHs)), 2.96 (dd, J = 5.8, 14.0 Hz, 1H, CH,-B ), 3.08
(dd, J = 5.6, 14.0 Hz, 1H, CH,-B ), 3.76 (s, 3H, OCHs), 3.88 (s, 3H, CO,CHs), 4.54 (sa,
1H, CH-@), 5.02 (sa, 1H, NH), 6.77 (d, J = 8.4 Hz, 1H, CHgon-5), 7.10 (dd, J = 2.2, 8.4 Hz,
1H, CHyom-6), 7.57 (d, J = 2.2 Hz, 1H, CHaon-2). *C-RMN (50 MHz, CDCls) & (ppm):
28.97 ((CH3)sC), 37.64 (CH,-B), 52.92 (CO,CHs), 55.17 (CH-a), 57.03 (OCHs), 80.71
(C(CHa)s), 86.61 (Carom-3), 111.54 (CHarom-5), 130.93 (Caom-1), 130.95 (CHarom-6)140.91
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(CHaom-2), 155.65 (CONH), 157.94 (Caom-4), 172.77 (CO,CHz). HRMS (ESI) m/z:
Calculat per a CisH22INNaOs 458.0435, experimental 458.0425.

8.2.2.4. N-(tert-Butiloxicarbonil)-3-iodo-4-al-liloxi-L-tirosinat de metil (23b)

BocHN__COOMe A una dissolucio d’N-(tert-butiloxicarbonil)-3-iodo-L-tirosinat de metil
: [ (22) (400 mg, 0.95 mmol, 1 eq) i DIEA (0.8 mL, 4.74 mmol, 5 eq) en
\©:OAI CHCl, (5.6 mL) a 0 °C s’afegeix bromur d'al-lil (0.2 mL, 2.84 mmol, 3

eq). La mescla de reacci6 s’agita a temperatura ambient durant 48 h.

23b

Passat aquest temps, s’elimina el dissolvent a pressié reduida i el residu es purifica per
cromatografia en columna sobre gel de silice. Eluint amb una barreja hexa/AcOEt (13:1)
s'obté N-(tert-butiloxicarbonil)-3-iodo-4-al-liloxi-L-tirosinat de metil (23b) com un oli incolor
(350 mg, 80%).

CCF: Rf = 0.68, hexa/AcOEt (1:1). IR (neat) v (cm™): 3368, 2979 (CHst), 2927, 1759,
1738, 1685 (C=0st), 1517, 1489, 1367, 1295, 1282, 1250, 1221, 1154, 1044, 1014, 998,
920, 799. *H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm): 1.46 (s, 9H, C(CHs)s), 2.90-3.12 (m, 2H,
CHx-B), 3.75 (s, 3H, CO,CHs), 4.56 (sa, 1H, CH-a ), 4.60 (d, J = 4.8 Hz, 2H, OCH,), 5.03
(sa, 1H, NH), 5.33 (dd, J = 1.5, 10.6 Hz, 1H, =CH,), 5.53 (dd, J = 1.5, 17.2 Hz, 1H, =CH,),
6.08 (ddd, J = 4.8, 10.6, 17.2 Hz, 1H, CH=), 6.75 (d, J = 8.2 Hz, 1H, CHaom-5), 7.07 (dd, J
=1.8, 8.2 Hz, 1H, CHaom-6), 7.57 (d, J = 1.8 Hz, 1H, CHaom-2). *C-RMN (50 MHz, CDCls)
& (ppm): 28.13 ((CHs3)sC), 36.82 (CH,-B), 52.10 (CO,CHs), 54.30 (CH-a), 69.60 (OCH,),
79.87 (C(CHs)s), 86.46 (Caom-3), 112.16 (CHaom-5), 117.45 (=CH,), 129.98 (Caom-1),
130.24 (CHaom-6), 132.37 (CH=), 140.08 (CHayom-2), 154.81 (Caom-4), 156.12 (CONH),
171.94 (CO,CHz3). HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CygH4INNaOs 484.0591, experimental
484.0615.

8.2.2.5. N-(tert-Butiloxicarbonil)-3-iodo-4-[2-(trimetilsilil)etoximetoxi]-L-tirosi-
nat de metil (23c)

BocHN_COOMe A una dissolucié d'N-(tert-butiloxicarbonil)-3-iodo-L-tirosinat de
: I metil (22) (200 mg, 0.47 mmol, 1 eq) i DIEA (0.4 mL, 2.37 mmol, 5
\@OSEM eq) en CH.CI, (2.8 mL) a 0 °C s’afegeix SEM-CI (0.3 mL, 1.42

23c

mmol, 3 eq). La mescla de reaccid s'agita a temperatura ambient
durant 24 h. A continuacio, s’elimina el dissolvent a pressio reduida i el residu resultant es
purifica per cromatografia en columna sobre gel de silice. Eluint amb una barreja
hexa/AcOEt (15:1) s'obté N-(tert-butiloxicarbonil)-3-iodo-4-[2-(trimetilsilil)etoximetoxi]-L-

tirosinat de metil (23c) com un oli incolor (216 mg, 83%).
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CCF: Rf = 0.81, hexa/AcOEt (1:1). IR (neat) v (cm™): 3357, 2953 (CHst), 2903, 1744,
1713 (C=Ost), 1488, 1365, 1237, 1214, 1162, 1094, 1038, 987, 858, 835, 631. 'H-RMN
(200 MHz, CDCl) & (ppm): 0.04 (s, 9H, Si(CHs)s), 0.95-1.03 (m, 2H, CH,Si), 1.47 (s, 9H,
C(CHj3)3), 2.92-3.13 (m, 2H, CH-B), 3.76 (s, 3H, CO,CH,), 3.77-3.79 (m, 2H, OCHy,), 4.57
(sa, 1H, CH-@), 4.99 (sa, 1H, NH), 5.29 (s, 2H, OCH,0), 7.04-7.06 (m, 2H, CHgom-5+
CHaom-6), 7.57 (d, J = 1.4 Hz, 1H, CHgyon-2). *C-RMN (50 MHz, CDCls) & (ppm): -1.47
(Si(CHg)3), 17.90 (CH.Si), 28.17 ((CH3)sC), 36.85 (CH,-B), 52.19 (CO,CHs), 54.35 (CH-a),
66.58 (CH.0), 79.97 (C(CHg)s), 87.11 (Caom-3), 93.34 (OCH,0), 114.67 (CHaom-5),
130.18 (CHarom-6), 131.20 (Carom-1), 140.05 (CHarom-2), 154.91 (Carom-4), 155.29 (CONH),
172.00 (CO,CH3).HRMS (ESI) m/z: Calculat per a C;HaINNaOsSi 574.1092,
experimental 574.1104.

8.2.2.6. N-(tert-Butiloxicarbonil)-3-iodo-4-metoxi-L-tirosina (20a)

BocHN__COOH A una dissoluci6 de N-(tert-butiloxicarbonil)-3-iodo-4-metoxi-L-
\(D:I tirosinat de metil (23a) (500 mg, 1.15 mmol, 1 eq) en MeOH/THF
ome| (1:1, 4 mL) s’addiciona una dissolucioé aquosa de LiOH-H,O 1.7M (2

20a

mL, 3.4 mmol, 3 eq). La mescla de reaccié s'agita a temperatura
ambient durant 5 h. Tot seguit, s’elimina el dissolvent a pressioé reduida, s’addiciona H,O
(50 mL), la dissoluci6 s’ajusta a pH 4-5 amb AcOH glacial i s’extreu amb AcOEt (4x25
mL). La fase organica es renta amb una dissolucié saturada de NaCl, s'asseca amb
MgSO, anhidre i s’evapora a pressioé reduida. Tot seguit el cru obtingut es purifica per
cromatografia en columna sobre gel de silice. Eluint amb una barreja hexa/AcOEt (4:1)
s'obté N-(tert-butiloxicarbonil)-3-iodo-4-metoxi-L-tirosina (20a) com un solid blanc (317
mg, 66%).

Pf: 57.3- 59.2 °C. CCF: Rf = 0.39, ACOEt/MeOH/NH; (5:1:1). IR (neat) v (cm™): 2977
(CHst), 1709 (C=0st), 1490, 1278 (C(CHs)sy), 1252 (C-O-C st as), 1157 (C-O st), 1049
(C-O-C st sim). *H-RMN (200 MHz, CDCl5) & (ppm): 1.46 (s, 9H, C(CHs)s), 3.03-3.18 (m,
2H, CH,-B), 3.89 (s, 3H, OCHj3), 4.56 (sa, 1H, CH-a), 4.97 (sa, 1H, NH), 6.79 (d, J = 8.4
Hz, CHarom-5), 7.17 (dd, J = 2.2, 8.4 Hz, 1H, CHaom-6), 7.63 (d, J = 2.2 Hz, 1H, CHarom-2).
3C-RMN (50 MHz, CDCls) & (ppm): 28.14 ((CH3)sC), 36.31 (CH,-B), 54.16 (CH-a), 55.88
(OCHs), 80.26 (C(CHa)s), 85.83 (Caom-3), 110.77 (CHarom-5), 130.26 (Caom-1, CHarom-6),
140.11 (CHaom-2), 155.20 (CONH), 157.07 (Caom-4), 175.58 (CO,H). HRMS (ESI) m/z:
Calculat per a CysH0INNaOs 444.0278, experimental 444.0260.

139



8. Procediment experimental

8.2.2.7. N-(tert-Butiloxicarbonil)-3-iodo-4-al-liloxi-L-tirosina (20b)

BocHN_COOH A una dissolucié d’N-(tert-butiloxicarbonil)-3-iodo-4-al-liloxi-L-tirosinat
\Iijil de metil (23b) (350 mg, 0.76 mmol, 1 eq) en MeOH/THF (1:1, 2.8

oall ML) s’addiciona una dissoluci6 aquosa de LiOH-H,O 1.7M (1.4 mL,
20b

2.27 mmol, 3 eq). La mescla de reaccio s'agita 4 h a temperatura

ambient. Tot seguit, s’elimina el dissolvent a pressié reduida, s’addiciona H,O (10 mL), la
dissoluci6 s'ajusta a pH 4-5 amb AcOH glacial i s’extreu amb AcOEt (4x10 mL). La fase
organica es renta amb una dissolucié saturada de NaCl (10 mL), s'asseca amb MgSO,
anhidre i s'evapora a pressio reduida obtenint-se N-(tert-butiloxicarbonil)-3-iodo-4-al-liloxi-

L-tirosina (20b) com un oli incolor (313 mg, 92%).

CCF: Rf = 0.46, AcCOEt/MeOH/NH; (5:1:1). IR (neat) v (cm™): 2969 (CHst), 2928, 1709
(C=0st), 1488, 1394, 1367, 1280, 1254, 1157, 1041, 1018, 995, 805. 'H-RMN (200 MHz,
CDClg) 6 (ppm): 1.45 (s, 9H, C(CHy)s), 2.83-3.19 (m, 2H, CH»-B), 4.59 (sa, 1H, CH-«),
4.59 (d, J = 4.8 Hz, 2H, OCH,), 4.98 (sa, 1H, NH), 5.33 (dd, J = 1.5, 10.4 Hz, 1H, =CH,),
5.53 (dd, J = 1.5, 17.4 Hz, 1H, =CH,), 6.05 (ddd, J = 4.8, 10.4, 17.4 Hz, 1H, CH=), 6.76
(d, J = 8.4 Hz, 1H, CHaon-5), 7.13 (dd, J =2, 8.4 Hz, 1H, CHaom-6), 7.63 (sa, 1H, CHarom-
2). ®C-RMN (50 MHz, CDCls) & (ppm): 28.23 ((CHs)sC), 36.37 (CH,-B), 54.26 (CH-a),
69.64 (OCH,), 80.20 (C(CHjs)3), 86.50 (Carom-3), 112.22 (CHarom-5), 117.53 (=CH,), 130.34
(CHarom-6), 130.91 (Cyrom-1), 132.45 (CH=), 140.22 (CHyom-2), 155.23 (Caom-4), 156.10
(CONH), 175.35 (COzH). HRMS (ESI) m/z: Calculat per a Ci7H,2INNaOs 470.0435,
experimental 470.0451.

8.2.2.8. N-(tert-Butiloxicarbonil)-3-iodo-4-[2-(trimetilsilil)etoximetoxi]-L-

tirosina (20c)

BocHN__COOH A una dissoluci6 de  N-(tert-butiloxicarbonil)-3-iodo-4-[2-
\©:| (trimetilsilil)etoximetoxi]-L-tirosinat de metil (23c) (216 mg, 0.39
osem| mmol, 1 eq) en MeOH/THF (1:1, 1.4 mL) s’addiciona una

20c

dissolucié aquosa de LiOH-H,O 1.7M (0.7 mL, 1.17 mmol, 3 eq).
La mescla de reacci6é s’agita a temperatura ambient durant 4 h. Tot seguit, s’elimina el
dissolvent a pressi6 reduida, s’addiciona H,O (10 mL), la dissoluci6 s’'ajusta a pH 4-5 amb
AcOH glacial i s’extreu amb AcOEt (4x10 mL). La fase organica es renta amb una
dissoluci6 saturada de NaCl (10 mL), s'asseca amb MgSQO, anhidre i sS’evapora a pressio
reduida obtenint-se N-(tert-butiloxicarbonil)-3-iodo-4-[2-(trimetilsilil)etoximetoxi]-L-tirosina

(20c) com un oli incolor (189 mg, 90%).
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CCF: Rf = 0.53, AcOEt/MeOH/NH; (5:1:1). IR (neat) v (cm™): 2954 (CHst), 2901, 1713
(C=Ost), 1488, 1395, 1367, 1236, 1160, 1093, 1038, 987, 857, 834. 'H-RMN (200 MHz,
CDCl3) & (ppm): 0.05 (s, 9H, Si(CHs)3), 0.96-1.04 (m, 2H, CH,Si), 1.47 (s, 9H, C(CHy)3),
2.94-3.21 (m, 2H, CH,-B), 3.79-3.88 (m, 2H, OCH,), 4.56 (sa, 1H, CH-¢), 5.00 (sa, 1H,
NH), 5.30 (s, 2H, OCH,0), 7.04 (d, J = 8.4 Hz, 1H, CHaom-5), 7.15 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
CHarom-6), 7.64 (S, 1H, CHaom-2). “*C-RMN (50 MHz, CDCls) § (ppm): -1.45 (Si(CHs)a),
17.91 (CH.Si), 28.25 ((CHs):C), 36.40 (CH.-B), 54.24 (CH-a), 66.63 (CH.0O), 80.29
(C(CHg)s), 87.23 (Carom-3), 93.30 (OCH,0), 114.81 (CHgaom-5), 130.36 (CHaom-6), 131.31
(Carom-1), 140.15 (CHarom-2), 155.24 (CONH), 175.39 (CO,H). HRMS (ESI) m/z: Calculat
per a CxH3INNaOgSi 560.0936, experimental 560.0957.

8.2.2.9. N-(tert-Butiloxicarbonil)-3-pinacolatoborono-4-[2-trimetilsilil)etoxime-
toxi]-L-tirosina (29)

BocHN_COOH A una dissoluci6 de bis(pinacolato)diboron (83.5 mg, 0.32 mmol, 2

: eq), PdCly(dppf) (7.9 mg, 0.01 mmol, 0.06 eq) i KOAc (63.85 mg,
; "OSEM

0.64 mmol, 4 eq) en DMSO anhidre (1 mL) s’addiciona N-(tert-

oo butiloxicarbonil)-3-iodo-4-[2-(trimetilsilil)etoximetoxi]-L-tirosinat  de

metil (23c) (89 mg, 0.16 mmol, 1 eq) sota atmosfera de nitrogen i

29

s'agita a 80 °C durant 18 h. Passat aquest temps, s'elimina el
dissolvent a pressié reduida, s'addiciona H,O (5 mL) i s’extreu amb AcOEt (3x5 mL). La
fase organica es renta amb una dissolucié saturada de NaCl (3x5 mL), s’asseca amb
MgSO, i s’evapora a pressio reduida. Tot seguit el residu obtingut es purifica per
cromatografia en columna sobre gel de silice. Eluint amb una barreja hexa/AcOEt (6:1)
s'obté N-(tert-butiloxicarbonil)-3-pinacolatoborono-4-[2-(trimetilsilil)etoximetoxi]-L-tirosinat
de metil (47 mg, 53%).

CCF: Rf = 0.48, Hex&/AcOEt (3:1). 'H-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 0.02 (s, 9H,
Si(CHs)3), 0.96-1.00 (m, 2H, CH,Si), 1.26 (s), 1.29 (s), 1.36 (S) ((CH3)3C), (CH3)gpin), 2.99-
3.10 (m, 2H, CHx-B), 3.73 (s, 3H, CO,CHg), 3.78-3.82 (m, 2H, OCH,), 4.52-4.57 (m, 1H,
CH-a), 4.98 (d, J = 8 Hz, 1H, NH), 5.23 (s, 2H, OCH,0), 6.98 (d, J = 8.4 Hz, 1H, CHaom-
5), 7.14 (dd, J = 2.0, 8.4 Hz, 1H, CHaom-6), 7.44 (sa, 1H, CHaom-2).

A continuacid, a una dissolucié de N-(tert-butiloxicarbonil)-3-pinacolatoborono-4-[2-
(trimetilsilil)etoximetoxi]-L-tirosinat de metil (47 mg, 0.085 mmol, 1 eq) en MeOH/THF (1:1,
0.3 mL) s'addiciona una dissolucié aquosa de LiOH-H,O 1.7 M (0.15 mL, 0.26 mmol, 3
eq). La mescla de reaccio s’agita a temperatura ambient durant 4 h. Tot seguit, s’elimina

el dissolvent a pressié reduida i s’addiciona H,O (10 mL). La dissolucié resultant s'ajusta
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a pH=5 amb AcOH glacial i s’extreu amb AcOEt (4x5 mL). La fase organica es renta amb
una dissolucié saturada de NaCl, s'asseca amb MgSO, anhidre i s'evapora a pressio
reduida. S’obté N-(tert-butiloxicarbonil)-3-pinacolatoborono-4-[2-(trimetilsilil)etoximetoxi]-L-
tirosina (29) com un solid blanc (29.2 mg, 65%).

CCF: Rf = 0.66, AcCOEt/MeOH (5:2). IR (neat) v (cm™): 2977, 2930, 1712, 1492, 1421,
1368, 1350, 1248, 1212, 1162, 1144, 1064, 993, 967, 856, 834. ESI-MS m/z: 555.4
[M+NH,4]", 560.3 [M+Na]".

8.2.3. Derivats d’histidina

8.2.3.1. 5-Bromo-N(a)-(tert-butiloxicarbonil)-L-histidinat de metil

BocHN__CcooMe| En un matras es dissol N(a)-(tert-butiloxicarbonil)-L-histidinat de metil

INH (3.8 g, 14.11 mmol, 1 eqg) en CH3;CN anhidre (60 mL) a 0 °C. A
P
Br~°N

continuacio, s'addiciona NBS (1.97 g, 11.1 mmol, 0.79 eq) i s'agita a O

°C sota atmosfera de nitrogen durant 2.5 h. Tot seguit, s’afegeix piridina (24 pL) i la
mescla es concentra a pressio reduida. Al residu obtingut s'addiciona trietilamina (2.4 mL)
i s'evapora el dissolvent a pressié reduida. El cru resultant es purifica per cromatografia
en columna utilitzant com eluent hexa/AcOEt (1:4). S'obté 5-Bromo-N(a)-(tert-

butiloxicarbonil)-L-histidinat de metil (3.17 g, 82%) com un solid blanc.

Pf: 156-158 °C. CCF: Rf = 0.70, ACOEt/MeOH (5:1). IR (neat) v (cm™): 3359, 3079, 1693,
1526, 1434, 1323, 1244, 1166. *H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm): 1.37 (s, 9H, (CHs)sC),
2.94 (dd, J = 6.6, 15.4 Hz, 1H, CH,-B), 3.13 (dd, J = 5.4, 15.4 Hz, 1H, CH,-B), 3.71 (s, 3H,
OCHj), 4.43-4.46 (m, 1H, CH-¢), 5.28 (sa, 1H, NH-Boc), 7.43 (s, 1H, CHimi¢-2), 10.43 (sa,
1H, NHimig). *C-RMN (50 MHz, CDCls) & (ppm): 28.94 ((CH3)sC), 30.31 (CH,-B), 53.52
(OCHj), 53.66 (CH-), 81.56 (C(CHs)s), 115.62 (Cimig-5), 124.03, (Cimig-4), 135.55 (CHimia-
2), 156.30 (CONH), 172.67 (CO,CHs). ESI-MS m/z: 348.0, 350.0 [M+H]", 695.1, 697.1,
699.1 [2M+H]". HRMS (ESI) m/z : calculat per a Ci,H;9BrNs;O, 348.0553, 350.0522;
experimental 348.0544, 350.0521. Calculat per a Ci,H1sBrN3sNaO, 370.0373, 372.0352;
experimental 370.0362, 372.0351.
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8.2.3.2. 5-Bromo-N(a)-(tert-butiloxicarbonil)-N(r)-[2-(trimetilsilil)-etoximetil]-L-
histidinat de metil (32a) i 5-bromo-N(a)-(tert-butiloxicarbonil)-N(t)-[2-

(trimetilsilil)etoximetil]-L-histidinat de metil (32b)

BocHN__coome | A una solucié de 5-bromo-N(a)-(tert-butiloxicarbonil)-L-histidinat de

INSEM metil (2.97 g, 8.51 mmol, 1 eq) en DMF anhidre (24 mL) a 0 °C,
/

7

Br s'afegeix DBU (1.92 mL, 12.75 mmol, 1.5 eq). La mescla de reacci6

32a . .
BocHN._COOMe s'agita a aquesta temperatura sota atmosfera de nitrogen durant 1.5 h.
2 N Passat aquest temps, s’addiciona SEMCI (2.26 mL, 12.75 mmol, 1.5
BrJI,\P eq) i la mescla s’agita durant 4 h a temperatura ambient. El cru de
3SZEM reaccio s'aboca sobre d’H,O (200 mL) i el producte s’extreu amb una

mescla de tolué/AcOEt (1:1, 4x60 mL). La fase organica es renta amb una dissolucio
saturada de NaCl (50 mL), s’asseca amb MgSQ, anhidre i s’evapora a pressié reduida.
S'obté un oli groguenc que es purifica per cromatografia en columna utilitzant com a
eluent hexa/AcOEt (7:3). La mescla de regioisomers 32a i 32b (3.32 g, 82%) s'obté com

un oli incolor.

CCF: Rf = 0.74 i 0.80, AcOEt/MeOH (9:1) IR (neat) v (cm™): 2953, 1713, 1489, 1364,
1248, 1207, 1164, 1090, 834. *H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm): 0.03 (s, 9 H, (CH3):Si),
0.89-0.97 (M, 2 H, CH,Si), 1.42 (s, 6.8H, (CH3)sC), 1.46 (s, 2.2H, (CHs):C), 3.04 (dd, J =
8.4, 15.2 Hz, 1H, CH,-B), 3.18 (dd, J = 6.2, 15.2 Hz, 1H, CH,-B), 3.50-3.58 (m, 2H,
CH,0), 3.74 (s, 0.8H, OCHj), 3.78 (s, 2.2H, OCH3), 4.57—4.68 (m, 1H, CH-q), 5.26-5.32
(m, 2H, NCH,0), 5.86 (sa, 1H, CONH), 7.48 (s, 0.8H, CHini¢-2), 7.65 (S, 0.2H, CHimig-2).
3C-RMN (50 MHz, CDCl5) & (ppm): 0.79 ((CHs)sSi), 18.26 (CH.Si), 27.74, 29.94 (CH,-B),
28.92, 29.02 ((CHs)sC), 52.89, 53.36 (CH-«a i OCHs), 67.15, 68.04 (CH,0), 75.46, 75.59
(NCH;0), 80.27, 80.79 ((CH3)3C), 102.76, 118.38 (Cimi¢-5), 125.06, 137.28 (Cimig-4),
137.76, 138.82 (CHim¢-2), 155.60, 155.63 (CONH), 172.43, 172.87 (CO,CH3). HRMS
(ESI) m/z: Calculat per a C;gH33BrN;OsSi 478.1367, 480.1345; experimental 478.1375,
480.1352. Calculat per a CygH3,BrN;NaOsSi 500.1187, 502.1190; experimental 500.1199,
502.1197.
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8.2.4. Derivats d’'imidazole

8.2.4.1. 4(5)-Bromo-5(4)-metilimidazole

A una dissolucio de 4(5)-metilimidazole (502 mg, 5.99 mmol, 1 eq) en CH;CN
anhidre (25 mL) a 0 °C s'addiciona NBS (1.1 g, 6.02 mmol, 1 eq) sota

atmosfera de nitrogen i la mescla de reacci6 s'agita durant 30 minuts. Passat

Br

>§/
IT=
=z

aquest temps, s’addiciona piridina (4 pL), la solucié es concentra a pressioé reduida, s’hi
addiciona trietilamina (0.4 mL) i s’elimina el dissolvent a pressi6 reduida. El cru resultant
es purifica per cromatografia en columna sobre gel de silice. Eluint amb una barreja
hexa/AcOEt (1:1) s'obté 4(5)-bromo-5(4)-metilimidazole com un solid blanc (620 mg,
65%).

Pf: 137-139 °C. CCF: Rf = 0.3, ACOE/MeOH (98:2). IR (neat) v (cm™): 3071 (CHarom st),
2952 (CHst), 1690, 1599, 1452, 1199 (C-Br st), 952 (y C-N-C), 809 (500p arom).

'H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm): 2.18 (s, 3H, CHs), 7.37 (s, 1H,CHimi¢-2), 10.98 (sa,
1H, NHimia). *C-RMN (50 MHz, CDCl3) & (ppm): 8.89 (CHs), 123.43 (Ciig-5), 132.52 (Cimig-
4, CHimig-2). ESI-MS m/z: 160.9, 162.9 [M+H]".

8.2.4.2. 1-[2-(Trimetilsilil)etoximetil]-5-bromo-4-metilimidazole (31a) 1-[2-

(trimetilsilil)etoximetil]-4-bromo-5-metilimidazole (31b)

N A una dissoluci6 de 4(5)-bromo-5(4)-metilimidazole (1.6 g, 9.63 mmols, 1 eq)
Br /N9 en DMF anhidre (93 mL) a 0 °C s’addiciona DBU (2.9 mL, 19.25 mmol, 2 eq) i
SEM .

5 3l la mescla de reacci6 s’agita a aquesta temperatura sota atmosfera de
I ’}') nitrogen durant 1.5 h. A continuacid, s'addiciona 2-(clorometoxi)etiltrimetilsila
g'EM (2.7 mL, 15.41 mmol, 1.6 eq) i la mescla de reacci6 s'agita a 0 °C sota
31b

atmosfera de nitrogen durant 18 h. Tot seguit, el cru de reacci6 s’addiciona a
H,O/gel (370 mL) i s’extreu amb tolué/AcOEt (1:1, 4x70 mL). La fase organica es renta
amb una dissolucié saturada de NaCl (100 mL), s’asseca amb MgSO, anhidre i s’evapora
a pressio reduida. L'oli obtingut es purifica per cromatografia en columna sobre gel de
silice. Eluint amb wuna barreja hexa/AcOEt (4:1) s'obté una barreja de
1-[2-(Trimetilsilil)etoximetil]-5-bromo-4-metilimidazole (31a) 1-[2-(trimetilsilil)etoximetil]-4-

bromo-5-metilimidazole (31b) com un oli incolor (1.5 g, 55%).
Dades de la mescla de 'isomer a i b:

IR (neat) v (cm™): 2953 (CHst), 1248, 1230,1201, 1087 (C-Br st), 937, 857, 833 (3o0p
arom), 759. HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CyoH20BrN,OSi [M+H]" 291.0523, 293.0503,
experimental 291.0513, 293.0491.
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Dades de I'isomer a:

CCF: Rf = 0.69, ACOEtMeOH (99:2). *H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm): 0.01 (s, 9H,
(CH3)sSi), 0.91 (t, J = 8 Hz, 2H, CH,Si), 2.25 (s, 3H, CHs), 3.49 (t, J = 8 Hz, 2H, OCH,),
5.20 (s, 2H, NCH,0), 7.43 (s, 1H, CHmg-2). **C-RMN (50 MHz, CDCl3) & (ppm): -1.63
(Si(CHs)3), 8.55 (CHs), 17.45 (CH,Si), 65.93 (CH,-0), 74.63 (N-CH,-0), 114.90 (Cinia),
125.17 (Cimig), 137.25 (CHimig-2).

Dades de I'isomer b extretes de la mescla amb l'isomer a:

CCF: Rf = 0.45, ACOEtMeOH (99:2). *H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm): 0.02 (s, 9H,
(CH3)sSi), 0.95 (t, J = 8.2 Hz, 2H, CH,Si), 2.27 (s, 3H, CHs), 3.56 (t, J = 8.2 Hz, 2H,
OCH,), 5.26 (s, 2H, NCH,0), 7.64 (s, 1H, CHinig-2). *C-RMN (50 MHz, CDCls) & (ppm): -
1.63 (Si(CHs)s), 12.79 (CHs), 17.45 (CH.Si), 66.15 (CH,-0), 74.49 (N-CH,-O), 91.56
(Cimia), 100.23 (Cimig), 135.90 (CHimig-2).

8.3. Sintesi de peptids en fase solida

8.3.1. Métode general per ala sintesi de péptids en fase solida

Els péptids es preparen manualment en fase solida utilitzant una estratégia Fmoc/tBu. En
una xeringa de polipropilé de 5 mL, a la qual s’ha adaptat un filtre de polietilé porés, es
pesa la quantitat necessaria de resina Fmoc-Rink-MBHA (0.56 mmol/g) i s’hi addiciona
CH,Cl, (120 min) i DMF (1x20 min). L'eliminacié del grup Fmoc, es realitza per
tractament amb una dissolucié de piperidina/DMF (3:7, 2 + 10 min).L'acoblament dels
aminoacids es realitza per tractament de la resina amb HBTU (3.8 eq), HOBt (4 eq), DIEA
(7.8 eq) i 'aminoacid corresponent (4 eq) en DMF, a temperatura ambient durant 1 hora.
Després de cada etapa d’eliminacié i acoblament es renta la resina amb DMF (6x1 min) i
CH,CI, (3x1 min). El seguiment de les reaccions es monitoritza a través del test de Kaiser
(Kaiser et al., 1970). Quan s’ha completat la seqiiéncia desitjada, una aliquota de la
resina resultant es tracta amb TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5) durant 2 h. Tot seguit es recull la
mescla acidica i s'evapora a sequedat sota un corrent de nitrogen. Al cru resultant
s'afegeix eter dietilic i se centrifuga durant 5 min, repetint-se aquesta operacio tres
vegades. L'éter dietilic es decanta i una aliquota del residu es dissol en H,O/CH3;CN per
ser analitzat per HPLC. Aixi mateix, el peptid es caracteritza per espectrometria de

masses.
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8.3.1.1. Fmoc-Leu-Leu-Rink-MBHA

Aguesta peptidil resina es prepara utilitzant el metode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d'una aliqguota de la resina resultant proporciona

Fmoc-Leu-Leu-NH, (98% puresa).

tr = 8.76 min

8.3.1.2. Boc-Phe(4-1)-Leu-Leu-Rink-MBHA (3)

Aguesta peptidil resina es prepara utilitzant el metode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d’'una aliquota de la resina 3 proporciona H-Phe(4-1)-
Leu-Leu-NH, (13) (95% puresa).

tr = 6.93 min (Métode B). ESI-MS m/z: 516.9 [M+H]", 538.9 [M+Na]*, 554.9 [M+K]".
HRMS (ESI) m/z: Calculat per a C,;1Hz4IN4sO3 517.1670, experimental 517.1693; calculat
per a CxHa4INsNaO; 539.1490, experimental 539.1512.

8.3.1.3. Boc-Phe(4-I)-Lys(Boc)-Leu-Rink-MBHA (15)

Aquesta peptidil resina es prepara utilitzant el métode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d’una aliquota de la resina 15 proporciona H-Phe(4-I)-
Lys-Leu-NH; (76% puresa).

tr = 6.33 min (Metode B).

8.3.1.4. Boc-Phe(4-1)-Ser(tBu)-Leu-Rink-MBHA (16)

Aquesta peptidil resina es prepara utilitzant el métode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d’'una aliquota de la resina 16 proporciona H-Phe(4-I)-
Ser-Leu-NH, (75% puresa).

tr = 6.51 min (Metode B).

8.3.1.5. Boc-Tyr(3-1,Me)-Leu-Leu-Rink-MBHA (19a)

Aguesta peptidil resina es prepara utilitzant el metode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d'una aliquota de la resina 19a proporciona H-Tyr(3-
I,Me)-Leu-Leu-NH, (24a, 92% puresa).

tr = 6.86 min (Métode B). ESI-MS m/z: 547.0 [M+H]* 569.0 [M+Na]", 585.0 [M+K]".
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8.3.1.6. Boc-Tyr(3-,Al)-Leu-Leu-Rink-MBHA (19b)

Aguesta peptidil resina es prepara utilitzant el metode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d'una aliquota de la resina 19b proporciona
H-Tyr(3-1,Al)-Leu-Leu-NH, (24b, 85% puresa).

tr = 7.22 min (Métode B). ESI-MS m/z: 595.1 [M+Na]", 611.1 [M+K]".

8.3.1.7. Boc-Tyr(3-1,SEM)-Leu-Leu-Rink-MBHA (19c)

Aquesta peptidil resina es prepara utilitzant el métode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d’una aliquota de la resina 19c proporciona H-Tyr(3-1)-
Leu-Leu-NH, (24c, 97% puresa).

tr = 6.49 min (Métode B). ESI-MS m/z: 533.0 [M+H]" 555.0 [M+Na]".

8.4. Sintesi d’esters boronics en fase solida

8.4.1. Métode general de borilacié de Miyaura en fase solida

En un bal6 de 25 mL es pesa la iodopeptidil resina corresponent, bis(pinacolato)diboron
(4 eq), PdCly(dppf) (0.18 eq) i 1,1-bis(difenilfosfanil)ferrocé (dppf) (0.09 eq) i shi
addiciona una dissolucié de KOAc (6 eq) en DMSO anhidre desgasat (20 pL/mg de
resina), la qual s’ha agitat préviament a l'ultrasons durant dos minuts. La mescla de
reaccio s'escalfa a 80 °C durant el temps requerit. A continuacid, es renta amb DMSO
(6%1 min), MeOH (6x1 min), CH,CI, (6x1 min) i eter dietilic (3x1 min). Una aliquota de la
boronopeptidil resina resultant es desancora utilitzant TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5) durant 2
h a temperatura ambient. A continuacid, s'evapora el TFA i s’extreu amb éter dietilic, el
cru de reaccio es dissol en H,O/CH3CN, es liofilitza i s’analitza per HPLC, i es caracteritza

per espectrometria de masses.

8.4.1.1. H-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH; (4)

Es parteix de la resina Boc-Phe(4-1)-Leu-Leu-Rink-
O\L(H 0 MBHA (3) (600 mg) i se segueix el metode general

HZN\;)LH N\;)LNHz per a la borilaci6 de Miyaura en fase solida escalfant
B/©/ 4 ° >/ la mescla de reaccié durant 24 h a 80 °C. D'aquesta

O-
%ié manera s'obté la resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-
Rink-MBHA (1).

IR (resina,neat) v (cm™): 3316, 2953, 2928, 1650, 1505, 1453, 1362, 1209, 1159, 699.
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El desancorament d’una aliquota de la resina proporciona I'ester pinacolboronic H-Phe(4-
BPin)-Leu-Leu-NH, (4, 99% puresa).

tr = 7.23 min (Métode B). *H-RMN (400 MHz, CDsCN) & (ppm): 0.85-0.94 (m, 12H,
AxCHs(8)-Leu), 1.31 (s, 12H, 4%(CHs)gpin), 1.55-1.65 (m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCH,(B)-
Leu), 3.09-3.11 (m, 1H, CHx(B)-Phe), 3.26-3.29 (m, 1H, CH,()-Phe), 4.31-4.35 (m, 3H,
2xCH(a)-Leu, CH(a)-Phe), 5.90 (s, 1H, CONH,), 6.64 (s, 1H, CONH,), 7.24 (d, J = 8.0
Hz, 1H, CONH), 7.28 (d, J = 7.0 Hz, 2H, CHaom-2, CHarom-6), 7.65 (d, J = 7.0 Hz, 2H,
CHaom-3, CHarom-5), 7.97 (d, J = 8.0 Hz, 1H, CONH). **C-RMN (100 MHz, CDsCN) &
(ppm): 21.85 (2xCHs(d)-Leu), 23.17 (2xCHjs(d)-Leu), 25.09 ((CHs)gpin), 25.24, 25.49
(2xCH(y)-Leu), 37.72 (CHx(B)-Phe), 41.52, 41.67 (2xCHy(B)-Leu), 52.44, 53.36, 55.29
(3xCH(w)), 84.76 (C-BPin), 129.72 (Carom-4), 130.08 (CHarom-2, CHarom-6), 135.81 (CHarom-
3, CHarom-D), 138.59 (Carom-1), 169.46, 172.66, 175.42 (3xCO). HRMS (ESI): calculat per
a CyH4BN4,Os 517.3556, experimental 517.3559; calculat per a CyHisBNsNaOs
539.3375, experimental 539.3375.

L'analisi per HPLC provoca la hidrolisi parcial de I'ester pinacolboronic a I'acid boronic
H-Phe(4-B(OH),)-Leu-Leu-NHs.

tr = 6.07 min (metode B).

8.4.1.2. H-Phe(4-BPin)-Lys-Leu-NH, (17)

Es parteix de la resina Boc-Phe(4-1)-Lys-Leu-Rink-

NH,
MBHA (15) (100 mg) i se segueix el métode general
o H O er a la borilacié6 de Miyaura en fase solida escalfant

\)LN N\)kNH p Y

z H o) z 2

H,N
la mescla de reacci6 durant 24 h a 80 °C. D’'aquesta
5 /©/ 17 >/ manera s'obté la resina Boc-Phe(4-BPin)-Lys-Leu-

O.
A%é Rink-MBHA.

IR (resina,neat) v (cm™): 3298, 2925, 1669, 1641, 1505, 1452, 1364, 1209, 1167.

El desancorament d'una aliquota d'aquesta resina proporciona I'ester pinacolboronic
H-Phe(4-BPin)-Lys-Leu-NH, (17, 99% puresa).

t, = 6.62 min (Métode B). 'H-RMN (400 MHz, CDsCN) & (ppm): 0.89-0.93 (m, 6H,
2xCH3(8)-Leu), 1.30 (s, 12H, 4x(CH3)gpin), 1.58-1.65 (m, 9H, CH(y)-Leu, CH,(B)-Leu,
CHx(B)-Lys, CHa(y)-Lys, CH,(8)-Lys), 2.88-2.92 (m, 2H, CHy(¢)-Lys), 3.06—-3.09 (m, 1H,
CHx(B)-Phe), 3.23-3.32 (m, 1H, CH(B)-Phe), 4.32-4.48 (m, 3H, CH(«a)-Leu, CH(a)-Lys,
CH(a)-Phe), 6.11 (s, 1H, CONH,), 6.98 (s, 1H, CONH,), 7.24 (d, J = 7.0 Hz, 2H, CHaom-2,
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CHaom-6), 7.56 (s, 1H, CONH), 7.62 (d, J = 7.0 Hz, 2H, CHaom-3, CHarom-5), 8.27 (d, J =
8.0 Hz, 1H, CONH). *C-RMN (100 MHz, CD5CN) & (ppm): 21.95 (2xCHj(5)-Leu), 23.36
(CHa(y)-Lys), 25.19 (CH;-BPin), 25.65 (CH(y)-Leu), 32.58 (CH,(B)-Lys, CHx(8)-Lys), 37.97
(CHa(B)-Phe), 40.47 (CHy(g)-Lys), 41.54 (CHy(B)-Leu), 52.96, 53.58, 55.18 (3xCH(w)),
84.88 (C-BPin), 129.81 (Carom-4), 130.20 (CHarom-2, CHarom-6), 135.90 (CHarom-3, CHarom-5),
138.53 (Caom-1), 172.73, 175.02, 176.35 (3xCO). ESI-MS m/z: 532.3 [Mgpin+H]*. HRMS
(ESI) m/z: Calculat per a C,7H4,BNsOs 532.3669, experimental 532.3664; calculat per a
C,7H46BNsNaOs 554.3489, experimental 554.3500.

L'analisi per HPLC provoca la hidrolisi parcial de I'ester pinacolboronic a I'acid boronic
H-Phe(4-B(OH),)-Lys-Leu-NHs..

tr = 5.50 min (métode B).

8.4.1.3. H-Phe(4-BPin)-Ser-Leu-NH, (18)

OH Es parteix de la resina Boc-Phe(4-I)-Ser-Leu-Rink-
H2N\)OLN/QTH\)OK MBHA (16) (100 mg) i se segueix el métode general

S H 5 = NH; per a la borilacié de Miyaura en fase solida escalfant

O-g /©/ 18 >/ la mescla de reaccié durant 24 h a 80 °C. D’aquesta
A&{) manera s'obté la resina Boc-Phe(4-BPin)-Ser-Leu-

Rink-MBHA.
IR (resina,neat) v (cm™): 3309, 2927, 1664, 1644, 1504, 1452, 1363, 1209, 1160.

El desancorament d'una aliquota d'aquesta resina proporciona I'ester pinacolboronic
H-Phe(4-BPin)-Ser-Leu-NH; (18, 99% puresa).

tr = 6.81 min (Métode B). 'H-RMN (300 MHz, CDs;CN) & (ppm): 0.85-0.99 (m, 6H,
2xCH5(8)-Leu), 1.31 (s, 12H, 4x(CHs)gpin), 1.58-1.70 (m, 3H, CH(y)-Leu, CHy(B)-Leu),
3.09-3.11 (m, 1H, CH,(B)-Phe), 3.26-3.28 (m, 1H, CHy(B)-Phe), 3.68-3.79 (m, 2H,
CHy(B)-Ser), 4.28-4.42 (m, 3H, CH(a)-Phe, CH(«)-Leu, CH(a)-Ser), 5.86 (s, 1H, CONH,),
6.71 (s, 1H, CONH,), 7.04 (s, 1H, CONH), 7.31 (d, J = 6.8 Hz, 2H, CHaom-2, CHarom-6),
7.67 (d, J = 6.8 Hz, 2H, CHaom-3, CHaom-5), 7.75 (s, 1H, CONH). **C-RMN (75 MHz,
CD3CN) 6 (ppm): 22.47 (2xCH3(0)-Leu), 24.62 (CH3-BPin), 24.65 (CH(y)-Leu), 36.79
(CHa(B)-Phe), 40.28 (CHy(B)-Leu), 54.37, 54.88, 55.45 (3xCH(w)), 40.39 (CH(B)-Ser),
83.93 (C-BPin), 128.91 (Carom-4), 129.19 (CHarom-2, CHarom-6), 134.98 (CHarom-3, CHarom-5),
137.52 (Caom-1). ESI-MS m/z : 491.2 [Mgpin+H]". HRMS (ESI) m/z: Calculat per a
Ca4H40BN4Og 491.3040, experimental 491.3035; calculat per a Cy4H39sBN4sNaOg 513.2859,
experimental 513.2854.
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L’analisi per HPLC provoca la hidrolisi parcial de I'ester pinacolboronic a I'acid boronic
H-Phe(4-B(OH),)-Ser-Leu-NH,.

tr = 5.53 min (metode B).

8.4.1.4. H-Tyr(3-BPin,Me)-Leu-Leu-NH, (25a)

Es parteix de la resina Boc-Tyr(3-1,Me)-Leu-Leu-Rink-

H2N\)(1N H\)(iNH MBHA (19a) (380 mg) i se segueix el métode general per

2 H o = 2| a la borilaci6 de Miyaura en fase solida escalfant la

~o 254 >/ mescla de reaccio durant 8 h. D’aquesta manera s’obteé la
o%o resina Boc-Tyr(3-BPin,Me)-Leu-Leu-Rink-MBHA (2a). El
7\—% desancorament d'una aliquota daquesta resina

proporciona I'ester pinacolboronic H-Tyr(3-BPin,Me)-Leu-Leu-NH, (25a, 29% puresa) i
lacid boronic H-Tyr(3-B(OH),,Me)-Leu-Leu-NH, (26a, 49% puresa), que prové de la
hidrolisi parcial de I'ester pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 6.28 min (acid boronic), 7.06 min (ester pinacolboronic) (Métode B). ESI-MS m/z:
465.2 [Mgom2+H]", 547.3 [MgpintH]". HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CjHzsBN4Os
465.2879, experimental 465.2897; calculat per a CysHisBN4Og 547.3666, experimental
547.3683; calculat per a C,gH4,BN4NaOg 569.3486, experimental 569.3485.

8.4.1.5. H-Tyr(3-BPin)-Leu-Leu-NH, (25b)

Es parteix de la resina Boc-Tyr(3-,SEM)-Leu-Leu-Rink-
MBHA (19c) (600 mg) i se segueix el métode general per

HZN\)k\j\'r \)OkNHZ
>/

OO

7 <

a la borilaci6 de Miyaura en fase solida escalfant la
mescla de reaccié durant 8 h a 80 °C. D’'aquesta manera
resina Boc-Tyr(3-BPin,SEM)-Leu-Leu-Rink-

MBHA (2c). El desancorament d'una aliquota d’aquesta

s'obté la

resina proporciona I'ester pinacolboronic H-Tyr(3-BPin)-Leu-Leu-NH, (25b, 23% puresa) i
l'acid boronic H-Tyr(3-B(OH),)-Leu-Leu-NH, (26b, 37% puresa), que prové de la hidrolisi

parcial de I'ester pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 6.11 min (acid boronic), 7.12 min (ester pinacolboronic) (Metode B). HRMS (ESI) m/z:
Calculat per a CyH3BNsOg 451.2726, experimental 451.2729;

C,7H46BN4O6 533.3510, experimental 533.3511.

calculat per a

Alternativament, es parteix de la resina Boc-Tyr(3-l,Al)-Leu-Leu-Rink-MBHA (19b) (30

mg) i se segueix el métode general per a la borilacié de Miyaura en fase solida escalfant
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la mescla de reaccié durant 8 h. D'aquesta manera s'obté la resina Boc-Tyr(3-BPin)-Leu-
Leu-Rink-MBHA (2d). El desancorament d’'una aliquota d'aquesta resina proporciona
I'ester pinacolboronic H-Tyr(3-BPin,OH)-Leu-Leu-NH, (25b, 37% puresa) i I'acid boronic
H-Tyr(3-B(OH),,0H)-Leu-Leu-NH, (26b, 14% puresa), que prové de la hidrdlisi parcial de
l'ester pinacolboronic durant I'analisi per HPLC. Les condicions de reaccié provoguen
I'eliminacio de I'al-lil.

tr = 6.14 min (acid boronic), 6.92 min (ester pinacolboronic) (Metode B).

ESI-MS m/z: 451.2 [Mgoryz+H]", 533.1 [Mepin+H]", 595.2 [Mgpin+Na]*.

8.5. Sintesi de peéptids biarilics lineals en fase solida

8.5.1. Métodes generals per alareaccié de Suzuki-Miyaura en fase solida

e Reacci6 de Suzuki-Miyaura sota escalfament convencional

En un bal6 de 1 mL es pesa la boronopeptidil resina corresponent (5-10 mg) i s’addiciona
sota atmosfera de nitrogen una barreja desgasada de DME/EtOH/H,O (9:9:2, 0.3 mL). A
continuacio, s'afegeix I'halur d’aril corresponent (5 eq), una dissolucié de 0.017 mmol/mL
de Pd(PPhs), (0.05 eq) en DME/EtOH/H,0 (9:9:2), i una dissolucié aquosa desgasada de
2M K3PO, (5 eq). La mescla de reacci6 s’escalfa a 60 °C durant 48 h. Després d’aquest
temps, la resina es renta amb DMF (6x1 min), EtOH (6x1 min), CH,Cl, (6x1 min) i éter
dietilic (3x1 min). El péptid corresponent es desancora del suport solid per mitja d’'un
tractament acid amb TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5) durant 2 h a temperatura ambient. Tot
seguit s’evapora el TFA i es realitza una extraccié amb éter dietilic. EI cru de reacci6 es
dissol en H,O/CH3CN, s'analitza per HPLC i es caracteritza per espectrometria de

masses.
e Reacci6 de Suzuki-Miyaura sota irradiacié de microones: protocol A

En un vial de quars de 5 mL es pesa la boronopeptidil resina corresponent i s'afegeix sota
atmosfera de nitrogen una barreja desgasada de DME/EtOH/H,O (9:9:2, 0.3 mL). A
continuacio, s'afegeix el corresponent halur d’aril (5 eq), una solucié de 0.017 mmol/mL
de Pd(PPhjg), (0.05 eq) en DME/EtOH/H,0 (9:9:2), i una dissolucié aquosa desgasada de
2M K3PO, (5 eq).La mescla de reacci6é s’escalfa a 120 °C sota irradiacié de microones
durant 30 min. Després d’aquest temps, la resina es renta amb DMF (6x1 min), EtOH
(6x1 min), CH,Cl, (6x1 min) i éter dietilic (3x1 min). El péptid corresponent es desancora
del suport solid per mitja d'un tractament acid amb TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5) durant 2 h a

temperatura ambient. Tot seguit s’evapora el TFA i es realitza una extraccié6 amb éter
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dietilic. El cru de reacci6 es dissol en H,O/CH;CN, s’analitza per HPLC i es caracteritza

per espectrometria de masses.
e Reaccid de Suzuki-Miyaura sota irradiacié de microones: protocol B

En un vial de quars de 5 mL es pesa la boronopeptidil resina corresponent, I'halur d’aril
corresponent (5 eq), Pdx(dba); (0.2 eq), P(o-tolil); (0.4 eq) i KF (4 eq). A continuacio,
s'afegeix sota atmosfera de nitrogen una barreja desgasada de DME/EtOH/H,O (9:9:2,
1-1.5 mL). La mescla de reacci6é s’escalfa a 120 °C sota irradiacié de microones durant
30 min. Després d’aquest temps, la resina es renta amb DMF (6x1 min), EtOH (6x1 min),
CH,Cl, (6x1 min) i éter dietilic (3x1 min). El péptid corresponent es desancora del suport
solid per mitja d'un tractament acid amb TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5) durant 2 h a
temperatura ambient. A continuacié s'evapora el TFA i es realitza una extraccié amb éter
dietilic. El cru de reacci6 es dissol en H,O/CH3CN, es liofilitza, s’analitza per HPLC, i es
purifica per cromatografia en columna en fase reversa. Els péptids biarilics es

caracteritzen per RMN i espectrometria de masses.

8.5.1.1. Péptid biarilic BP255
Es parteix de la resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-
o;j\'rHﬂNH MBHA (1, 50 mg), i se segueix el métode general per a la
o) ?| reacci6 de Suzuki-Miyaura sota irradiacié de microones
N >/ (Protocol B), utilitzant 4-iodobenzé com a halur daril.
Després del desancorament, el peptid biarilic BP255

s'obté amb un 73% de puresa. Aquest péptid es purifica utilitzant H,O/MeOH/TFA

(50:50:0.2) com a eluent, proporcionant el péptid pur BP255 (3 mg, 27%).

tg = 21.13 min (Métode A), 7.25 min (Métode B). *H-RMN (400 MHz, CDsCN + D,0) &
(ppm): 0.87-0.92 (m, 12H, 4xCHj3(5)-Leu), 1.52-1.64 (m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCH,(B)-
Leu), 3.11 (dd, J = 7.6, 14.4 Hz, 1H, CH,(B)-Phe), 3.30 (dd, J = 6.0, 14.4 Hz, 1H, CH,(B)-
Phe), 4.23-4.34 (m, 3H, 2xCH(w)-Leu, CH(«)-Phe), 7.35-7.39 (m, 3H, CHaom-2, CHarom-6,
CHaom-4), 7.46 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CHyom-3', CHaom-5’), 7.61 (d, J = 8.2 Hz, 2H, CHaom-3,
CHaom-5), 7.64 (dt, J = 1.2, 7.4 Hz, 2H, CHaom-2", CHaom-6"). **C-RMN (100 MHz, CD;CN
+ D,0) & (ppm): 21.60, 21.63, 23.03, 23.09 (4xCHa(8)-Leu), 25.12, 25.32 (2xCH(y)-Leu),
36.81 (CH,(B)-Phe), 41.21, 41.29 (2xCH,(B)-Leu), 52.12, 53.25, 54.97 (3xCH(x)), 127.56,
128.09 (CHaom-2', CHaom-6’, CHarom-3, CHarom-5), 128.33 (CHaom-4"), 129.72 (CHyom-3',
CHaom-5"), 130.96 (CHaom-2, CHarom-6), 134.08 (Cyom-4), 140.90, 140.97 (Cyom-1, Carom-
1), 168.54, 172.61, 175.48 (3xCO). HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CyH3gN4O3
467.3017, experimental 467.3016.
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8.5.1.2. Péptid biarilic BP256
Es parteix de la resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-
O H o . . N
HZN\)k;j\(N\)kNHZ MBHA (1, 80 mg), i se segueix el metode general per a
: H g >/

la reacci6 de Suzuki-Miyaura sota irradiacié de
BP256 microones (Protocol B), utilitzant 4-iodotolué com a

halur d'aril. Després del desancorament, el péptid

biarilic BP256 s'obté amb un 79% de puresa. Aquest péptid es purifica utilitzant
H,O/MeOH/TFA (50:50:0.2) com a eluent, proporcionant el peptid pur BP256 (4.7 mg,
26%).

tg = 22.07 min (Métode A), 7.47 min (Métode B). *H-RMN (400 MHz, CDsCN + D,0) &
(ppm): 0.85-0.88 (m, 12H, 4xCH5(d)-Leu), 1.48-1.56 (m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCH,(B)-
Leu), 2.33 (s, 3H, CHs), 3.07 (dd, J = 8.0, 14.4 Hz, 1H, CH,(B)-Phe), 3.26 (dd, J = 5.6,
14.4 Hz, 1H, CH.(B)-Phe), 4.18-4.30 (m, 3H, 2xCH(c)-Leu, CH(c)-Phe), 7.24 (d, J = 8.4
Hz, 2H, CHaom-3', CHaom-5’), 7.31 (d, J = 8.4 Hz, 2H, CHgom-2, CHaom-6), 7.50 (d, J = 8.4
Hz, 2H, CHaom-2', CHarom-6"), 7.56 (d, J = 8.4 Hz, 2H, CHaom-3, CHarom-5). *C-RMN (100
MHz, CD3;CN + D,0) 8 (ppm): 20.71 (CH3), 21.47, 21.50, 22.89, 22.95 (4xCH3(3)-Leu),
24.97, 25.18 (2xCH(y)-Leu), 36.68 (CHx(B)-Phe), 40.98, 41.11 (2xCH,(B)-Leu), 52.00,
53.13, 54.79 (3x CH(w), 127.29 (CHaom-2', CHaom-6'), 127.72 (CHaom-3, CHaom-5),
130.21 (CHarom-2, CHarom-6), 130.78 (CHarom-3’, CHarom-5"), 133.72, 137.91, 138.14, 140.68
(Carom-1, Carom-4, Carom-1', Carom-4"), 168.62, 172.70 (3xCO). HRMS (ESI) m/z: Calculat per
a CygH41N4O3 481.3173, experimental 481.3155; calculat per a CsH4oN4NaO; 503.2993,
experimental 503.2973.

8.5.1.3. Peptid biarilic BP257

Es parteix de la resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-

Q H Q MBHA (1, 60 mg), i se segueix el métode general per a la
H2NJ;1(N%NH2 .,( g). ©>%9 TERTE TR P

o > H o reacci0 de Suzuki-Miyaura sota irradiacid de microones

O O BP257 (Protocol B), utilitzant 2-iodoanisole com a halur daril.

Després del desancorament, el peéptid biarilic BP257

s'obté amb un 91% de puresa. Aquest péptid es purifica utilitzant H,O/MeOH/TFA
(60:40:0.2) com a eluent, proporcionant el péptid pur BP257 (8.8 mg, 63%).

tg = 21.16 min (Métode A), 7.19 min (Métode B). *H-RMN (400 MHz, CDsCN + D,0) &
(ppm): 0.86-0.92 (m, 12H, 4xCHj5(d)-Leu), 1.51-1.66 (m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCH,(B)-
Leu), 3.07-3.15 (m, 1H, CH,(B)-Phe), 3.32 (dd, J = 3.6, 12.4 Hz, 1H, CH,(B)-Phe), 3.78
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(s, 3H, OCHs), 4.30-4.39 (m, 3H, 2xCH(c)-Leu, CH(a)-Phe), 7.03 (td, J = 0.8, 8.0 Hz, 1H,
CHaom-5), 7.08 (dd, J = 0.8, 8.0 Hz, 1H, CHaom-3), 7.30 (td, J = 1.7, 8.0 Hz, 1H,
CHarom-4"), 7.30 (d, J = 8.0 Hz, 2H, CHaom-2, CHarom-6), 7.35 (dd, J = 1.7, 8.0 Hz, 1H,
CHaom-6"), 7.47 (d, J = 8.0 Hz, 2H, CHaom-3, CHaom-5). *C-RMN (100 MHz, CDsCN +
D,O) & (ppm): 21.66, 22.91 (4xCHs(8)-Leu), 25.14, 25.33 (2xCH(y)-Leu), 36.91 (CH.(B)-
Phe), 41.26, 41.34 (2xCH,(B)-Leu), 52.21, 53.25, 55.03 (3xCH(c)), 55.91 (OCH,), 112.34
(CHarom-3"), 121.61 (CHarom-5"), 129.77 (CHarom-4"), 130.06 (CHarom-3, CHarom-5), 130.46
(Carom-1"), 130.64 (CHaom-2, CHarom=6), 131.31 (CHaom=6"), 133.55 (Carom-4), 138.71 (Carom-
1), 157.19 (Cyom-2), 168.57, 172.59, 175.44 (3xCO). HRMS (ESI) m/z: Calculat per a
CagHi1N4O4 497.3122, experimental 497.3125.

8.5.1.4. Péptid biarilic BP258

Es parteix de la resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-
HzN\)CiN HﬂNH Rink-MBHA (1, 80 mg), i se segueix el métode general
: H g 3 per a la reaccié de Suzuki-Miyaura sota irradiacié de
Sposs >/ microones (Protocol B), utilitzant 4-iodoanisole com a
~o halur d'aril. Després del desancorament, el péptid
biarilic BP258 s'obté amb un 77% de puresa. Aquest péptid es purifica utilitzant
H,O/MeOH/TFA (60:40:0.2) com a eluent, proporcionant el péptid pur BP258 (6.5 mg,
35%).

tr = 20.99 min (Métode A), 7.20 min (Métode B). *H-RMN (300 MHz, CDsCN + D,0O) &
(ppm): 0.85-0.90 (m, 12H, 4xCHj5(d)-Leu), 1.51-1.55 (m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCH,(B)-
Leu), 3.08 (dd, J = 7.8, 14.1 Hz, 1H, CH,(B)-Phe), 3.28 (dd, J = 9.0, 14.1 Hz, 1H, CH,(B)-
Phe), 3.80 (s, 3H OCHjz), 4.19-4.32 (m, 3H, 2xCH(a)-Leu, CH(c)-Phe), 7.01 (d, J = 8.9
Hz, 2H, CHyom-3’, CHaom-5), 7.32 (d, J = 8.1 Hz, 2H, CHaom-2, CHaom-6), 7.56 (d, J = 8.1
Hz, 2H, CHaom-3, CHaom-5), 7.58 (d, J = 8.9 Hz, 2H, CHaom-2", CHaom-6"). “*C-RMN (75
MHz, CDsCN + D,0) & (ppm): 21.88, 21.91, 23.28, 23.36 (4xCHs(5)-Leu), 25.38, 25.60
(2xCH(y)-Leu), 37.07 (CH(B)-Phe), 41.40, 41.52 (2xCH,(B)-Leu), 52.43, 53.57, 55.24
(3%CH()), 56.06 (OCHs), 115.36 (CHaom-3', CHaom-5"), 127.86 (CHarom-3, CHarom-5),
128.93 (CHarom-2, CHarom-6), 129.10 (Carom-1"), 131.16 (CHarom-2", CHarom-6"), 133.58 (Carom-
4), 140.79 (Carom-1), 160.49 (Caom-4’), 168.78, 172.89, 175.79 (3xCO). HRMS (ESI) m/z:
Calculat per a CpgH41N4O, 497.3122, experimental 497.3101; calculat per a CygHsoNsNaO,
519.2942, experimental 519.2927.
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8.5.1.5. Péptid biarilic BP259
Es parteix de la resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-
Q H O Rink-MBHA (1, 60 mg), i se segueix el métode
HZN\)LEL(N\)LNHZ ( 9) g
> H o >/ general per a la reacci6 de Suzuki-Miyaura sota
5250 irradiaci6 de microones (Protocol B), utilitzant
O,N p-iodonitrobenze com a halur daril. Després del

desancorament, el peptid biarilic BP259 s’obté amb un 86% de puresa. Aquest péptid es

purifica utilitzant H,O/MeOH/TFA (60:40:0.2) com a eluent, proporcionant el peptid pur
BP259 (7 mg, 49%).

tg = 21.09 min (Métode A), 7.22 min (Métode B). *H-RMN (400 MHz, CDsCN + D,0) &
(ppm): 0.81-0.88 (m, 12H, 4xCHj5(d)-Leu), 1.49-1.58 (m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCH,(B)-
Leu), 3.09-3.14 (m, 1H, CH,(B)-Phe), 3.28-3.33 (m, 1H, CH,(B)-Phe), 4.23-4.31 (m, 3H,
2xCH(a)-Leu, CH(a)-Phe), 7.39 (d, J = 7.8 Hz, 2H, CHaom-2, CHarom-6), 7.65 (d, J = 7.8
Hz, 2H, CHyom-3, CHarom-5), 7.82 (d, J = 8.8 Hz, 2H, CHyom-2’, CHaom-6"), 8.25 (d, J = 8.8
Hz, 2H, CHaom-3", CHaom-5’). **C-RMN (100 MHz, CDsCN + D,O) & (ppm): 21.87, 21.89,
23.28, 23.34 (4xCHs(8)-Leu), 25.37, 25.57 (2xCH(y)-Leu), 37.30 (CH,(B)-Phe), 41.35,
41.48 (2xCHy(B)-Leu), 52.41, 53.49, 55.11 (3xCH(c)), 125.12 (CHaom-3', CHaom-5'),
128.85 (CHaom-3, CHarom-5, CHarom-2', CHarom=6"), 131.49 (CHarom-2, CHarom-6), 136.30
(Carom-4), 138.75 (Carom-1), 147.72 (Carom-1), 148.30 (Caom-4’), 169.38, 172.92, 175.86
(3xCO). HRMS (ESI) m/z: Calculat per a Cy;H3sNsOs 512.2867, experimental 512.2846;
calculat per a C,7H37NsNaOs 534.2687, experimental 534.2674.

8.5.1.6. Péptid biarilic BP260

Es parteix de la resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-
o H © MBHA (1, 60 mg), i se segueix el metode general per a la
A AR ( 9) 9 9 P

:H g = reaccio de Suzuki-Miyaura sota irradiaci6 de microones

OH
O O BP260 (Protocol B), utilitzant 2-iodofenol com a halur daril.

Després del desancorament, el peéeptid biarilic BP260

s'obté amb un 60% de puresa. Aquest péptid es purifica utilitzant H,O/MeOH/TFA
(60:40:0.2) com a eluent, proporcionant el péptid pur BP260 (5 mg, 37%).

tg = 19.84 min (Métode A), 6.91 min (Métode B). *H-RMN (300 MHz, CDsCN + D,0) &
(ppm): 0.83-0.91 (m, 12H, 4xCHj5(d)-Leu), 1.49-1.60 (m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCH,(B)-
Leu), 3.09 (dd, J = 7.8, 14.1 Hz, 1H, CH,(B)-Phe), 3.21-3.28 (m, 1H, CH.(B)-Phe), 4.16—
4.35 (m, 3H, 2xCH()-Leu, CH(®)-Phe), 6.91-6.95 (m, 2H, CHgaom-3’, CHarom-5’), 7.17—

155



8. Procediment experimental

7.35 (M, 4H, CHaom-2, CHarom-6, CHarom-4’, CHarom-6"), 7.49 (d, J = 8.1 Hz, 2H, CHaom-3,
CHaom-5). *C-RMN (75 MHz, CDsCN + D,0) & (ppm): 21.88, 23.25 (4xCHs(8)-Leu),
25.32, 25.54 (2xCH(y)-Leu), 37.27 (CHy(B)-Phe), 41.41 (2xCH,(B)-Leu), 52.37, 53.20,
55.21 (3xCH(q)), 117.13 (CHaom-3"), 121.18 (CHaom-5), 128.27 (CHaom-4), 129.90,
130.41, 130.79, 131.47 (CHaom-2, CHaom-6, CHaom-3, CHaom-5, Carom-1’, CHaom-6'),
133.65 (Carom-4), 138.97 (Caom-1), 154.69 (Caom-2’), 168.72, 172.96, 180.39 (3xCO).
HRMS (ESI) m/z: Calculat per a C,7H39N,O4 483.2966, experimental 483.2951; calculat
per a Cy;H3sN4NaO, 505.2785, experimental 505.2775.

8.5.1.7. Péptid biarilic BP261

Es parteix de la resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-
H\)OL MBHA (1, 80 mg), i se segueix el métode general per a la
N N <" "NH,
o >/

0
HN L

reaccid de Suzuki-Miyaura sota irradiacid de microones

HN£©/ (Protocol B), utilitzant 1-[2-(trimetilsilil)etoximetil]-4(5)-
8 \ BP261 o .
<N bromo-5(4)-metilimidazole (31) com a halur daril.

Després del desancorament, el peptid biarilic BP261 s'obté amb un 57% de puresa.
Aquest peptid es purifica utilitzant H,O/MeOH/TFA (80:20:0.2) com a eluent,
proporcionant el peptid pur BP261 (1.7 mg, 10%).

tr = 15.70 min (Métode A), 5.96 min (Métode B). *H-RMN (400 MHz, CDsCN + D,0) &
(ppm): 0.86-0.88 (m, 12H, 4xCH5(d)-Leu), 1.45-1.57 (m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCH,(B)-
Leu), 2.40 (s, 3H, CHs), 3.11 (dd, J = 7.6, 14.6 Hz, 1H, CH,(B)-Phe), 3.24 (dd, J = 6.8,
14.6 Hz, 1H, CH,(B)-Phe), 4.16—4.21 (m, 3H, 2xCH(c)-Leu, CH(c)-Phe), 7.37 (d, J = 8.4
Hz, 2H, CHaom-2, CHgom-6), 7.47 (d, J = 8.4 Hz, 2H, CHaom-3, CHaom-5), 8.50 (s, 1H,
CHimia). *C-RMN (100 MHz, CDsCN + D,0) & (ppm): 10.44 (CHs), 21.82, 21.87, 23.21,
23.25 (4xCH3(8)-Leu), 25.29, 25.51 (2xCH(y)-Leu), 37.26 (CH,(B)-Phe), 41.33 (2xCH,(B)-
Leu), 52.85, 53.49, 55.02 (3xCH()), 129.00 (CHaom-3, CHarom-5), 131.42 (CHaom-2,
CHaom-6), 136.27 (CHinig). HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CzsH3zsNeOs 471.3078,
experimental 471.3073; calculat per a CysHzgNegNaO3; 493.2898, experimental 493.2890.
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8.5.1.8. Peptid biarilic BP262

Es parteix de la resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-
0 H O Leu-Rink-MBHA (1, 100 mg) i se segueix el
HZN%EL(N%NHZ R ., :
2 H o = meétode general per a la reaccid6 de Suzuki-
O >/ Miyaura sota irradiaci6 de microones (Protocol

HaN O BP262 B), utilitzant Boc-Phe(4-1)-OMe (9) com a halur
HOOC

d’aril. Després del temps de reaccid, el
desancorament d’'una aliquota de la resina proporciona el peptid biarilic corresponent en

forma de metilester (34a) amb un 87% de puresa.
tr = 16.84 and 17.20 min (Metode A). ESI-MS m/z: 568.3 [M+H]", 590.3 [M+Na]".

La peptidil resina resultant s’hidrolitza per tractament amb LiOH (5 eq) en THF/H,O (7:1)
a temperatura ambient durant 24 h. Després d'aquest temps, s’elimina el dissolvent i es
renta la resina amb DMF (3x1 min), MeOH (2x1 min), H,O (2x1 min), DMF (3x1 min) i
CH,Cl, (3x1 min). Després del desancorament, el péptid biarilic BP262 s'obté amb un
92% de puresa. Aquest péptid es purifica utilitzant H,O/MeOH/TFA (80:20:0.2) com a
eluent, proporcionant el péptid pur BP262 (15.9 mg, 62%).

tr = 16.28 i 16.64 min (Métode A). *H-RMN (400 MHz, CD;CN + D,0) & (ppm): 0.84-0.90
[m, 12H, 4xCHj3(8)-Leu], 1.50-1.60 [m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCH,(B)-Leu], 3.16-3.32 [m,
4H, CH,(B)-Phe], 4.17-4.32 [m, 4H, 2xCH(q)-Leu, 2xCH(a)-Phe], 7.33-7.37 [m, 4H,
CHaom-2, CHarom-6, CHarom-3", CHarom-5", 7.60-7.64 [m, 4H, CHaom-3, CHarom-5, CHarom-2’,
CHaom-6]. *H-RMN (400 MHz, CD30D) & (ppm): 0.91-1.00 [m, 12H, 4xCH(8)-Leu], 1.56-
1.75 [m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCH,(B)-Leu], 3.06 [dd, J = 8.8, 14.0 Hz, 1H, CHx(B)-Phe],
3.15 [dd, J = 8.0, 14.4 Hz, 1H, CH,(B)-Phe], 3.32-3.39 [m, 2H, CH,(B)-Phe], 4.03 [dd, J =
5.2, 8.0 Hz, 1 H, CH()-Phe], 4.17 [dd, J = 5.2, 8.8 Hz, 1H, CH()-Phe], 4.41-4.52 [m, 2H,
2xCH(a)-Leu], 7.39 [M, 4H, CHaom-2, CHarom-6, CHarom-3", CHarom-5], 7.62 [d, J = 8.0 Hz,
4H, CHaom-3, CHarom-5, CHarom-2", CHarom-6]. “*C-RMN (100 MHz, CDsCN + D,0) & (ppm):
21.90, 23.25, 23.33 [4xCHs(5)-Leu], 25.33, 25.56 [2xCH(y)-Leu], 36.28, 37.16 [2xCH,(B)-
Phe], 41.23, 41.36 [2xCH,(B)-Leu], 52.56, 53.44 [2xCH(c)-Leu], 55.06 [2xCH(a)-Phe],
128.28 [CHaom-3, CHaom=5, CHaom-2', CHaom-67, 131.15, 131.22 [CHazom-2, CHarom-6,
CHaom-3’, CHarom-5"], 134.43, 134.83 [Caom-1, Carom-4'], 140.48 [Caom-4, Caom-17, 168.95,
173.19, 176.31 [4xCQ]. ESI-MS m/z: 554.3 [M+H]". HRMS (ESI) m/z: Calculat per a
C3oH14NsO5 554.3337, experimental 554.3362.
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8.5.1.9. Péptid biarilic BP263

Es parteix de la resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-

O H O . _ . . S\
HZN\)LEL(N\)LNHZ Rink-MBHA (1, 100 mg), i se segueix el metode
SO

general per a la reaccié de Suzuki-Miyaura sota

NH
Hoocv irradiaci6 de microones (Protocol B), utilitzant
Q OH BP263 Boc-Tyr(3-,SEM)-OMe (23c) com a halur d’aril.

Després del temps de reaccio, el desancorament d’'una aliquota de la resina proporciona

el peptid biarilic corresponent en forma de metil ester (34b) amb un 82% de puresa.
tr = 16.47 min (Métode A). ESI-MS m/z: 584.3 [M+H]".

La peptidil resina resultant s’hidrolitza per tractament amb LiOH (5 eq) en THF/H,O (7:1)
a temperatura ambient durant 24 h. Després d'aquest temps, s'elimina el dissolvent i es
renta la resina amb DMF (3x1 min), MeOH (2x1 min), H,O (2x1 min), DMF (3x1 min) i
CH,Cl, (3x1 min). Després del desancorament, el péptid biarilic BP263 s’obté amb un
79% de puresa. Aquest péptid es purifica utilitzant H,O/MeOH/TFA (70:30:0.2) com a
eluent, proporcionant el péptid pur BP263 (12.5 mg, 48%).

tr = 15.96 min (Métode A). *H-RMN (400 MHz, CD;0D) & (ppm): 0.94-0.98 [m, 12H,
4xCH3(8)-Leu], 1.57-1.73 [m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCHy(B)-Leu], 2.99-3.30 [m, 4H, CH,(f3)-
Tyr, CHx(B)-Phe], 4.04-4.27 [m, 2H, CH(«)-Phe, CH(&)-Tyr], 4.39-4.51 [m, 2H, 2xCH(«)-
Leu], 6.90 [d, J = 7.8 Hz, 1H, CHaom-3"], 7.10 [d, J = 7.8 Hz, 1H, CHaom-4], 7.21 [s, 1 H,
CHgom-67], 7.33 [d, J = 7.8 Hz, 2H, CHyom-2, CHaom-6], 7.56 [d, J = 7.8, 2H, CHgom-3,
CHaom-5]. *C-RMN (100 MHz, CDs0D) & (ppm): 21.91, 21.98, 23.32, 23.40 [4xCHs(8)-
Leu], 25.73, 25.84 [2xCH(y)-Leu], 38.21 [CHx(B)-Tyr, CH,(B)-Phe], 41.81, 42.06
[2xCH,(B)-Leu], 53.31 [CH()-Leu], 55.45 [CH(a)-Tyr, CH(a)-Phe], 117.38 [CHaom-37,
126.88 [Carom-5, 129.74 [Carom-1], 130.21 [CHarom-2, CHarom-6], 130.68 [CHarom-4], 131.07
[CHarom-3, CHarom-5], 132.53 [CHarom-6], 133.98 [Carom-1], 139.39 [Carom-4], 155.07 [Carom-
27, 169.58, 174.04 [4xCO]. ESI-MS m/z: 570.3 [M+H]". HRMS (ESI) m/z: Calculat per a
C3oHu4NsOg 570.3286, experimental 570.3306; calculat per a CzHisNsNaOg 592.3106,
experimental 592.3110.
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8.5.1.10. Peptid biarilic BP264

Es parteix de la resina Boc-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-
y Nﬂ\j\(“ﬂ Rink-MBHA (1, 100 mg), i se segueix el métode
27N - "NH
HOOC. NH, 2 H o >/ *| general per a la reacci6 de Suzuki-Miyaura sota
L(C/ 5po64 irradiacié de microones (Protocol B), utilitzant Boc-
Ns N His(5-Br,3-SEM)-OMe (32a) i Boc-His(5-Br,1-SEM)-

OMe (32b) com a halur d’aril. Després del temps de reaccio, el desancorament d’'una
aliquota de la resina proporciona el péptid biarilic corresponent en forma de metil ester

(34c) amb un 37% de puresa.
tr = 14.68 min (Métode A).

La peptidil resina resultant s’hidrolitza per tractament amb LiOH (5 eq) en THF/H,O (7:1)
a temperatura ambient durant 24 h. Després d’'aquest temps, s’elimina el dissolvent i es
renta la resina amb DMF (3x1 min), MeOH (2x1 min), H,O (2x1 min), DMF (3x1 min) i
CH,Cl, (3x1 min). Després del desancorament, el péptid biarilic BP264 s’obté amb un
42% de puresa. Aquest peptid es purifica utilitzant H,O/MeOH/TFA (90:10:0.2) com a
eluent, proporcionant el peptid pur BP264 (3 mg, 12%).

tr = 14.59 min (Métode A). *H-RMN (400 MHz, CD;0D) & (ppm): 0.94-0.99 [m, 12H,
4AxCH3(8)-Leu], 1.57-1.73 [m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCHy(B)-Leu], 3.08-3.13 [m, 1H, CH,(B)-
Phe], 3.27-3.35 [m, 1H, CH,(B)-Phe], 3.43-3.48 [m, 2H, CH(B)-His], 4.03-4.09 [m, 1H,
CH(a)-His], 4.14-4.17 [m, 1H, CH()-Phe], 4.34 [dd, J = 5.2, 9.6 Hz, 1H, CH(a)-Leu], 4.47
[m, 1H, CH()-Leu], 7.44 [d, J = 7.6 Hz, 2H, CHaom-2, CHarom-6], 7.54 [d, J = 7.6 Hz, 2H,
CHaom-3, CHaom-5], 7.58 [s, 1H, CHimid], 8.74 [sa, 1 H, NH]. *C-RMN (100 MHz, CD;0D)
d (ppm): 23.30, 23.39, 23.49 [4xCHg3(d)-Leu], 25.74, 25.94 [2xCH(y)-Leu, CH,(B)-His],
38.35 [CH,(B)-Phe], 41.68, 41.89 [CH,(B)-Leu], 53.40 [2xCH(«)-Leu], 55.28 [CH(x)-Phe,
CH(a)-His], 129.76 [CHaon-3, CHaom-5], 131.58 [CHaom-2, CHaom-6], 169.41, 174.01
[4xCO]. ESI-MS m/z: 544.2 [M+H]. HRMS (ESI) m/z: Calculat per a Cy7H4:N;Os
544.3242, experimental 544.3242; calculat per a C,7H4N;NaOs 566.3061, experimental
566.3046.
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8.5.1.11. Peptid biarilic BP265

Es parteix de la resina Boc-Tyr(3-BPin,Me)-Leu-Leu-Rink-
o MBHA (2a, 150 mg), i se segueix el meétode general per a la
szﬂi( %NHz ( 9) 9 9 P

reacci6 de Suzuki-Miyaura sota irradiaci6 de microones

\o (Protocol B), utilitzant 4-iodobenzé com a halur daril.

O BP265 Després del desancorament, el péptid biarilic BP265 s’obté
amb un 92% de puresa. Aquest peptid es purifica utilitzant
H,O/MeOH/TFA (60:40:0.2) com a eluent, proporcionant el péptid pur BP265 (12.5 mg,
38%).

tr = 7.31 min (Métode B). 'H-RMN (400 MHz, CDs;OD) & (ppm): 0.92-0.99 [m, 12H,
4AxCH3(8)-Leu], 1.53-1.75 [m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCHy(B)-Leu], 2.95 [dd, J = 9.2, 14.4 Hz,
1H, CH(B)-Tyr], 3.25-3.34 [m, 1H, CH,(B)-Tyr], 3.80 [s, 3H, OCHs ], 4.12 [dd, J = 4.4, 9.2
Hz, 1H, CH(a)-Tyr], 4.41 [dd, J = 5.2, 9.6 Hz, 1H, CH()-Leu], 4.48 [dd, J = 6.4, 8.4 Hz,
1H, CH(a)-Leu], 7.06 [d, J = 8.2 Hz, 1H, CHawom-5], 7.26 [dd, J = 2.4, 8.2 Hz, 1H, CHarom-
6], 7.28-7.32 [m, 2H, CHaom-2, CHarom-4"], 7.38 [t, J = 8 Hz, 2H, CHyom-3’, CHaom-57], 7.51
[dt, J = 1.6, 8.4 Hz, 2H, CHaom-2", CHaom-6]. **C-RMN (75 MHz, CD;0D) & (ppm): 21.95,
22.08, 23.44, 23.49 [4xCHj3(d)-Leu], 25.86, 25.91 [2xCH(y)-Leu], 37.92 [CH,(B)-Tyr],
41.90, 42.22 [2xCHy(B)-Leu], 52.76, 53.36 [2xCH(«)-Leu], 55.73 [CH(a)-Tyr], 56.13
[OCH;], 113.18 [CHaom-5], 127.63 [Caom-1], 128.04 [CHaom-4'], 128.94 [CHgom-3',
CHaom-57], 130.58 [CHaom-2', CHaom=6"], 130.76 [CHaom-6], 132.65 [Caom-3], 132.83
[CHarom-2], 139.74 [Caom-17, 157.65 [Caom-4], 169.77 [CO-Tyr], 174.12, 177.20 [2xCO-
Leu]. ESI-MS m/z: 497.2 [M+H]". HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CxHN4O, 497.3122,
experimental 497.3118.

8.5.1.12. Peptid biarilic BP266

Es parteix de la resina Boc-Tyr(3-BPin,SEM)-Leu-Leu-Rink-
0 H Q MBHA (2c, 100 mg), i se segueix el métode general per a la
HzN\)kN N\)kNHz .( g.) . ? . .. ’ .p
: H g = reaccid0 de Suzuki-Miyaura sota irradiaci6 de microones
HO O >/ (Protocol B), utilitzant 4-iodobenzé com a halur daril.
BP266 . . P
O Després del desancorament, el péptid biarilic BP266 s'obté

amb un 80% de puresa. Aquest peptid es purifica utilitzant
H,O/MeOH/TFA (80:20:0.2) com a eluent, proporcionant el péptid pur BP266 (7.5 mg,
34%).
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tx = 6.86 min (Métode B). 'H-RMN (400 MHz, CDs;OD) & (ppm): 0.92-0.99 [m, 12H,
4xCHs;(d)-Leu], 1.53-1.74 [m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCHx(B)-Leu], 2.88-2.94 [m, 1H, CHy(B)-
Tyr], 3.25-3.34 [m, 1H, CH,(B)-Tyr], 4.08 [dd, J = 4.4, 9.2 Hz, 1H, CH()-Tyr], 4.41 [dd, J =
5.6, 10.0 Hz, 1H, CH(«)-Leu], 4.48 [dd, J = 6.4, 9.2 Hz, 1H, CH(«)-Leu], 6.90 [d, J = 8.2
Hz, 1H, CHaom-5], 7.10 [dd, J = 2.2, 8.2 Hz, 1H, CHaom-6], 7.26 [d, J = 2.2 Hz, 1H, CHaom-
2], 7.29 [tt, J = 1.4, 8.4 Hz, 1H, CHaom-47], 7.39 [t, J = 8.4 Hz, 2H, CHaom-3', CHarom-57,
7.58 [dt, J = 1.4, 8.4 Hz, 2H, CHyom-2', CHaom-6"]. *C-RMN (100 MHz, CD30D) & (ppm):
21.96, 22.06, 23.42, 23.47 [4xCHs(8)-Leu], 25.85, 25.91 [2xCH(y)-Leu], 37.97 [CH,(B)-
Tyr], 41.88, 42.21 [2xCH,(B)-Leu], 52.79, 53.41 [2xCH()-Leu], 55.79 [CH()-Tyr], 117.68
[CHaom-5], 126.51 [Caom-1], 127.89 [CHazom-47], 129.02 [CHaom-3', CHaom-5], 130.42
[CHarom-2', CHarom-6"], 130.48 [CHarom-6], 130.54 [Carom-3], 132.83 [CHarom-2], 139.86 [Carom-
1, 155.24 [Caom-4], 169.88 [CO-Tyr], 174.10, 177.21 [2xCO-Leu]. ESI-MS m/z: 483.1
[M+H]*. HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CxH3gN,O4 483.2966, experimental 483.2978;
calculat per a C,7H3zsN4sNaO, 505.2785, experimental 505.2797.

8.5.1.13. Peptid biarilic BP267

Es parteix de la resina Boc-Tyr(3-BPin,SEM)-Leu-Leu-
0 H O Rink-MBHA (2c, 120 mg), i se segueix el métode general
HZN\)kN NJNH . - . L

:H g = ?l per a la reacci6 de Suzuki-Miyaura sota irradiacié de

HO O >/ microones (Protocol B), utilitzant Boc-Phe(4-1)-OMe (9)

O BP267 com a halur daril. Després del temps de reaccid, el

N desancorament d’'una aliquota de la resina proporciona el
2

COOH peptid biarilic corresponent en forma de metil ester (36a)

amb un 70% de puresa.
tr = 6.17 min (Métode B). ESI-MS m/z: 584.3 [M+H]".

La peptidil resina resultant s’hidrolitza per tractament amb LiOH (5 eq) en THF/H,O (7:1)
a temperatura ambient durant 24 h. Després d’aquest temps, s'elimina el dissolvent i es
renta la resina amb DMF (3x1 min), MeOH (2x1 min), H,O (2x1 min), DMF (3x1 min) i
CH,Cl, (3x1 min). Després del desancorament, el péptid biarilic BP267 s’obté amb un
64% de puresa. Aquest péptid es purifica utilitzant H,O/MeOH/TFA (90:10:0.2) com a
eluent. A continuacio, es realitza una segona purificacié per cromatografia en columna en
fase normal utilitzant CH,Cl,/MeOH/AcOH (5:3:1) com a eluent, proporcionant el péptid
pur BP267 (14.4 mg, 50%)
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tr = 6.04 min (Métode B). 'H-RMN (400 MHz, CDs;OD) & (ppm): 0.89-0.95 [m, 12H,
4xCH3(d)-Leu], 1.54-1.70 [m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCH,(B)-Leu], 2.80-2.93 [m, 1H,
CHy(B)], 3.13-3.19 [m, 1H, CH(B)], 3.19-3.30 [m, 2H, CH(B)], 4.01-4.11 [m, 2H, CH(w)-
Tyr, CH(@)-Phe], 4.34-4.45 [m, 2H, 2xCH(a)-Leu], 6.86 [d, J = 8.0 Hz, 1H, CHgom-5], 7.06-
7.09 [m, 1H, CHaom-6], 7.22 [d, J = 1.6 Hz, 1H, CHaom-2], 7.31 [d, J = 8.0 Hz, 2H,
CHaom-3', CHarom-5], 7.57 [d, J = 8.0 Hz, 2H, CHaom-2', CHaom-6]. *C-RMN (100 MHz,
CD3z0D) 6 (ppm): 20.51, 20.59, 21.97, 22.06 [4xCH3(8)-Leu], 24.40, 24.48 [2xCH(y)-Leu],
35.87, 36.46 [CH,(B)-Phe, CHy(B)-Tyr], 40.40, 40.73 [2xCH,(f)-Leu], 52.08 [CH(«)-Leu],
54.25 [CH(c)-Phe + CH(a)-Tyr], 116.12 [CHaom-5], 125.17 [Caom-1], 128.42 [Carom-3],
128.75 [CHaom-3', CHaom-57], 129.33 [Cayom-47], 129.74 [CHaom-2', CHaom-67, 130.22
[CHarom-6], 131.24 [CHaom-2], 138.05 [Caom-17], 153.80 [Cyom-4], 168.49, 170.30, 173.04
[4xCO]. ESI-MS m/z: 570.3 [M+H]". HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CsoHiuNsOg
570.3286, experimental 570.3277.

8.5.1.14. Peptid biarilic BP268

Es parteix de la resina Boc-Tyr(3-BPin,SEM)-Leu-Leu-Rink-

o} o} : . .

HzNJN H%NHZ MBHA (2c, 120 mg), i se segueix el métode general per a la
SO

reacci6 de Suzuki-Miyaura sota irradiaci6 de microones

HO (Protocol B), utilitzant Boc-Tyr(3-1,SEM)-OMe (23c) com a
HO O BP268 halur daril. Després del temps de reaccid, el
N COOH desancorament d’una aliquota de la resina proporciona el

péptid biarilic corresponent en forma de metil ester (36b) amb un 61% de puresa.
tr = 6.08 min (Métode B). ESI-MS: m/z = 600.3 [M+H]".

La peptidil resina resultant s’hidrolitza per tractament amb LiOH (5 eq) en THF/H,O (7:1)
a temperatura ambient durant 24 h. Després d'aquest temps, s'elimina el dissolvent i es
renta la resina amb DMF (3x1 min), MeOH (2x1 min), H,O (2x1 min), DMF (3x1 min) i
CH,Cl, (3x1 min). Després del desancorament, el péptid biarilic BP268 s'obté amb un
61% de puresa. Aquest péptid es purifica utilitzant H,O/MeOH/TFA (90:10:0.2) com a
eluent. A continuacio, es realitza una segona purificacié per cromatografia en columna en
fase normal utilitzant CH,Cl,/MeOH/AcOH (5:3:1) com a eluent, proporcionant el péptid
pur BP268 (12.8 mg, 44%)

tr = 5.96 min (Métode B). 'H-RMN (400 MHz, CDs;OD) & (ppm): 0.92-0.98 [m, 12H,
4xCH3(8)-Leu], 1.55-1.75 [m, 6H, 2xCH(y)-Leu, 2xCHy(B)-Leu], 2.89-2.95 [m, 1H, CH,(f)-
Tyr], 3.11 [dd, J = 8.4, 14.8 Hz, 1H, CH,(B)-Tyr], 3.25-3.37 [m, 2H, CH»(B)-Tyr], 4.10 [dd, J
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= 4.4, 9.2 Hz, 1H, CH()-Tyr], 4.18-4.21 [m, 1H, CH(a)-Tyr], 4.39 [dd, J = 5.2, 10.0 Hz,
1H, CH(c)-Leu], 4.47 [t, J = 7.6 Hz, 1H, CH(w)-Leu], 6.93 [dd, J = 5.2, 8.8 Hz, 2H,
CHarom-3", CHarom=5), 7.16 [M, 4H, CHarom=2, CHarom=6, CHarom4", CHarom-6"]. **C-RMN (100
MHz, CD;0D) & (ppm): 21.95, 22.05, 23.41, 23.52 [4xCH4(8)-Leu], 25.85, 25.94 [2xCH(y)-
Leu], 36.57, 37.86 [2xCH,(B)-Tyr], 41.86, 42.20 [2xCH,(B)-Leu], 52.86, 53.44 [CH(a)-
Leu], 55.82 [2xCH(a)-Tyr], 117.50, 117.57 [CHaom-5, CHarom-37, 126.85, 127.43, 127.48
[Carom], 131.65 [CHaom-2, CHarom-6, CHarom-4", CHarom-6], 133.56 [Carom], 155.20 [Cyrom-2',
Carom-4], 170.10, 174.45 [CO]. ESI-MS m/z: 586.3 [M+H]". HRMS (ESI) m/z: Calculat per
a C30H44NsO7 586.3235, experimental 586.3220.

8.6. Sintesi de peptids biarilics ciclics en fase solida

8.6.1. Métode general per ala sintesi de iodopéptids

Els péptids es preparen manualment en fase solida utilitzant una estratégia Fmoc/tBu. En
una xeringa de polipropilé de 5 mL, a la qual s’ha adaptat un filtre de polietilé porés, es
pesa la quantitat necessaria de resina Fmoc-Rink-MBHA (0.56 mmol/g) i s’hi addiciona
CH,Cl, (120 min) i DMF (1x20 min). L'eliminacié del grup Fmoc, es realitza per
tractament amb una dissolucié de piperidina/lDMF (3:7, 2 + 10 min). L’acoblament dels
aminoacids es realitza per tractament de la resina amb oxima (2-oximacianoglioxilat d’etil)
(4 eq), N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) (4 eq) i I'aminoacid corresponent (4 eq) en
DMF, a temperatura ambient durant 1 hora. Després de cada etapa d'eliminacio i
acoblament es renta la resina amb DMF (6x1 min) i CH,Cl, (3x1 min). El seguiment de
les reaccions es monitoritza a través del test de Kaiser (Kaiser et al., 1970). Quan s’ha
completat la seqgliéncia desitjada, s’elimina el grup Fmoc i s'introdueix un grup Trt per
mitja d'un tractament amb TrtCl (10 eq) i DIEA (10 eq) en DMF a temperatura ambient
durant 3 h. A continuacid, la resina es renta amb DMF (6x1 min) i CH,Cl, (3x1min).
Finalment, una aliquota de la resina resultant es tracta amb TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5)
durant 2 h. Tot seguit es recull la mescla acidica i s’evapora a sequedat sota un corrent
de nitrogen. Al cru resultant s’afegeix éter dietilic i se centrifuga durant 5 min, repetint-se
aquesta operacio tres vegades. L'eter dietilic es decanta i una aliquota del residu es
dissol en H,O/CH;CN per ser analitzat per HPLC. Aixi mateix, el péptid es caracteritza

per espectrometria de masses.
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8.6.1.1. Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-l)-Leu-Leu-Rink-MBHA (38)

Aguesta peptidil resina es prepara utilitzant el metode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d’'una aliquota de la resina 38 proporciona H-Lys-Lys-
Leu-Phe(4-1)-Leu-Leu-NH, amb un 73% de puresa.

tg = 6.69 min (Métode B). ESI-MS m/z: 443.6 [M+2H]**, 886.4 [M+H]".

8.6.1.2. Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-1)-Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara utilitzant el métode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant proporciona H-Lys-
Lys-Leu-Phe(4-1)-NH, amb un 54% de puresa.

tg = 6.27 min (Métode B). ESI-MS m/z: 330.6 [M+2H]**, 660.2 [M+H]", 682.1 [M+Na]".

8.6.1.3. Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-1,Me)-Leu-Leu-Rink-MBHA

Aguesta peptidil resina es prepara utilitzant el metode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant proporciona H-Lys-

Lys-Leu-Tyr(3-1,Me)-Leu-Leu-NH,amb un 73% de puresa.

tr = 18.94 min (Métode A).

8.6.1.4. Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-1, SEM)-Leu-Leu-Rink-MBHA

Aguesta peptidil resina es prepara utilitzant el métode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant proporciona H-Lys-

Lys-Leu-Tyr(3-1)-Leu-Leu-NH, amb un 68% de puresa.

tr = 17.86 min (Métode A). ESI-MS m/z: 902.4 [M+H]".

8.6.1.5. Trt-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-1)-Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara utilitzant el métode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant proporciona H-Lys-
Leu-Phe(4-1)-NH, amb un 62% de puresa.

tr = 17.88 min (Métode A).
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8.6.1.6. Trt-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-1)-Rink-MBHA

Aguesta peptidil resina es prepara utilitzant el metode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d'una aliquota de la resina resultant proporciona
H-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH, amb un 84% de puresa.

tr = 17.74 min (Métode A).

8.6.1.7. Trt-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-1)-Rink-MBHA

Aguesta peptidil resina es prepara utilitzant el metode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant proporciona H-Lys-
Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH, amb un 56% de puresa.

tr = 17.58 min (Métode A).

8.6.1.8. Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-1)-Rink-
MBHA
Aquesta peptidil resina es prepara utilitzant el métode general per a la sintesi de péptids

en fase solida. El desancorament d’una aliquota de la resina resultant proporciona H-Lys-

Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH, amb un 77% de puresa.

tr = 17.06 min (Métode A).

8.6.1.9. Trt-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-)-
Rink-MBHA

Aguesta peptidil resina es prepara utilitzant el metode general per a la sintesi de péptids
en fase solida. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant proporciona H-Leu-

Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH, amb un 69% de puresa.

tr = 17.31 min (Métode A).

8.6.1.10. Trt-Lys(Boc)-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-
Phe(4-1)-Rink-MBHA
Aquesta peptidil resina es prepara utilitzant el métode general per a la sintesi de péptids

en fase solida. El desancorament d’una aliquota de la resina resultant proporciona H-Lys-

Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH, amb un 76% de puresa.

tr = 17.17 min (Métode A).
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8.6.2. Métode general per a la borilacié de Miyaura

En un bal6 de 25 mL es pesa la iodopeptidil resina corresponent, bis(pinacolato)diboron
(4 eq), PACly(dppf) (0.18 eq) i dppf (0.09 eq) i s’hi addiciona una dissolucié de KOAc (6
eq) en DMSO anhidre desgasat (20 uL/mg de resina), la qual s’ha agitat préviament a
lultrasons durant dos minuts. La mescla de reaccié s’escalfa a 80 °C durant 24 h. A
continuacio, es renta amb DMSO (6x1 min), MeOH (6x1 min), CH,Cl, (6x1 min) i éter
dietilic (3x1 min). Una aliquota de la boronopeptidil resina resultant es desancora
utilitzant TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5) durant 2 h a temperatura ambient. A continuacio
s’evapora el TFA i s’extreu amb éter dietilic. El cru de reaccié es dissol en H,O/CH3CN,

es liofilitza i s'analitza per HPLC, i es caracteritza per espectrometria de masses.

8.6.2.1. Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (40)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-
l)-Leu-Leu-Rink-MBHA (38, 600 mg) seguint el métode general per a la borilaci6 de
Miyaura. El desancorament d'una aliquota de la resina 40 proporciona I'ester
pinacolboronic H-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH, (56% puresa) i H-Lys-Lys-Leu-
Phe(4-B(OH),)-Leu-Leu-NH, (22% puresa), el qual prové de la hidrolisi parcial de I'ester

pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 6.08 min (acid boronic), 6.75 min (ester pinacolboronic) (Métode B).
ESI-MS m/z: 804.5 [MB(OH)2+H]+1 886.5 [MBPin+H]+1 908.5 [MBpin+Na]+.

8.6.2.2. Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA (45)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-
Phe(4-1)-Rink-MBHA (400 mg) seguint el métode general per a la borilacié de Miyaura. El
desancorament d’'una aliquota de la resina 45 proporciona I'ester pinacolboronic H-Lys-
Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH:2 (67% puresa) i H-Lys-Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-NH, (11%
puresa), el qual prové de la hidrolisi parcial de I'ester pinacolboronic durant I'analisi per
HPLC.

tr=5.31 min (acid boronic), 6.39 min (ester pinacolboronic) (Métode B).
ESI-MS m/z: 330.7 [Mgpin+2H]**, 578.3 [Mgoryz+H]", 660.3 [Mgpin+H]".
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8.6.2.3. Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-BPin,Me)-Leu-Leu-Rink-MBHA (49a)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-
I,Me)-Leu-Leu-Rink-MBHA seguint el métode general per a la borilacié de Miyaura. El
desancorament d'una aliquota de la resina 49a proporciona H-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-
B(OH),;,Me)-Leu-Leu-NH, (41% puresa), el qual prové de la hidrolisi de [Iester

pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 17.17 (acid boronic) (Métode A).
ESI-MS m/z; 834.5 [MB(OH)2+H]+1 856.5 [MB(OH)2+Na]+, 916.5 [MBpin+H]+, 938.4 [MBpin+Na]+.

8.6.2.4. Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-BPin,SEM)-Leu-Leu-Rink-MBHA
(49b)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-
[,SEM)-Leu-Leu-Rink-MBHA seguint el métode general per a la borilacié de Miyaura. El
desancorament d’una aliquota de la resina 49b proporciona l'ester pinacolboronic H-Lys-
Lys-Leu-Tyr(3-BPin)-Leu-Leu-NH, (27% puresa) i H-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-B(OH),)-Leu-Leu-
NH; (33% puresa), el qual prové de la hidrolisi parcial de I'ester pinacolboronic durant

l'analisi per HPLC.

tr = 16.80 (acid boronic), 20.53 (ester pinacolboronic) (Métode A).
ESI-MS m/z: 820.5 [MB(OH)2+H]+’ 902.4 [MBpin+H]+.

8.6.2.5. Trt-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-1)-Rink-
MBHA (90 mg) seguint el meétode general per a la borilaci6 de Miyaura. El
desancorament d’una aliquota de la resina resultant proporciona I'ester pinacolboronic H-
Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH, (23% puresa) i H-Lys-Leu-Phe(4-B(OH)2)-NH, (33% puresa), el

qual prové de la hidrolisi parcial de I'ester pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 13.54 min (acid boronic), 18.66 (ester pinacolboronic) (Metode A).
ESI-MS m/z: 450.2 [MB(OH)2+H]+1 532.3 [MBpin+H]+.
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8.6.2.6. Trt-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-
Phe(4-1)-Rink-MBHA ( 90 mg) seguint el metode general per a la borilacié de Miyaura. El
desancorament d’una aliquota de la resina resultant proporciona I'ester pinacolboronic H-
Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH, (37% puresa) i H-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-
NH. (30% puresa), el qual prové de la hidrolisi parcial de I'ester pinacolboronic durant
l'analisi per HPLC.

tr = 14.52 min (acid borodnic), 18.54 min (ester pinacolboronic) (Métode A).
ESI-MS m/z: 807.5 [Mgpin+H]".

8.6.2.7. Trt-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-Leu-Phe(4-1)-Rink-MBHA (65 mg) seguint el métode general per a la borilacié
de Miyaura. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant proporciona l'ester
pinacolboronic H-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH, (35% puresa) i H-Lys-Phe-Lys-
Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-NH, (28% puresa), el qual prové de la hidrolisi parcial de I'ester

pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 14.45 min (acid boronic), 18.12 min (ester pinacolboronic) (Métode A).
ESI-MS m/z: 853.5 [MB(OH)2+H]+’ 935.5 [MBpin+H]+.

8.6.2.8. Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-
Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-1)-Rink-MBHA (100 mg) seguint el métode general per a la
borilacié de Miyaura. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant proporciona
l'ester pinacolboronic H-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH, (48% puresa) i H-
Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-NH, (28% puresa), el qual prové de la hidrolisi

parcial de I'ester pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr=14.10 min (acid boronic), 17.61 min (ester pinacolboronic) (Métode A).
ESI-MS m/z: 1093.5 [M-H+TFAJ, 1175.5 [M-H+TFA].
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8.6.2.9. Trt-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-
Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-1)-Rink-MBHA seguint el métode general per a la borilacié
de Miyaura. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant proporciona l'ester
pinacolboronic H-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH, (26%) i H-Leu-Lys-Lys-
Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-NH, (29%), el qual prové de la hidrolisi parcial de I'ester

pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 14.67 min (acid boronic), 17.92 (ester pinacolboronic) (Metode A).
ESI-MS m/z: 1176.5 [Mgpin+H]*, 1198.5 [MgpitNa]".

8.6.2.10. Trt-Lys(Boc)-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-
Phe(4-BPin)-Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boc)-
Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-1)-Rink-MBHA seguint el metode general per a la borilacié de
Miyaura. El desancorament d'una aliquota de la resina resultant proporciona I'ester pinacolboronic
H-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH, (30% puresa) i H-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-
Lys-Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-NH, (21% de puresa), el qual prové de la hidrolisi parcial de I'ester

pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 14.62 min (acid boronic), 17.67 (ester pinacolboronic) (Metode A)

8.6.3. Métode general per a la sintesi de precursors lineals contenint un

grup iodo i un grup borono

Les boronopeptidil resines preparades a l'apartat anterior es tracten amb
TFA/H,O/CH,Cl, (0.2:1:98.8, 2x1 min, 1x20 min), i es renten amb DMF (3x1 min),
DIEA/CH,CI, (1:19) (3%1 min) i DMF (3x1 min). A continuacio, s’acoblen els aminoacids
Boc-Phe(4-1)-OH (8), Boc-Tyr(3-1,Me)-OH (20a) o Boc-Tyr(3-,SEM)-OH (20c) utilitzant
oxima (3 eq), DIPCDI (3 eq) en DMF a temperatura ambient durant 3 h. El seguiment de
la reaccié es monitoritza a través del test de Kaiser (Kaiser et al., 1970). Les resines
resultants es renten amb DMF (6x1 min) i CH,Cl, (3x1 min). Finalment, una aliquota de la
resina resultant es desancora del suport solid utilitzant TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5) durant
2 h. Tot sequit es recull la mescla acidica i s’evapora a sequedat sota un corrent de
nitrogen. Al cru resultant s'afegeix éeter dietilic i se centrifuga durant 5 min, repetint-se

aquesta operacio tres vegades. L'eter dietilic es decanta i una aliquota del residu es
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dissol en H,O/CH;CN per ser analitzat per HPLC. Aixi mateix, el péptid es caracteritza

per espectrometria de masses.

8.6.3.1. Boc-Phe(4-1)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-
MBHA (37)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-
BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (40) seguint el metode general i utilitzant Boc-Phe(4-1)-OH (8)
com a aminoacid halogenat. El desancorament d'una aliquota de la resina resultant
proporciona  H-Phe(4-1)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH,  (52% puresa) i
H-Phe(4-1)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-Leu-Leu-NH, (25% puresa), el qual prové de la

hidrolisi de I'ester pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 6.67 min (acid boronic), 7.27 min (ester pinacolboronic) (Métode B).
ESI-MS m/z: 1077.4 [Mgoryz+H]", 1159.4 [Mepi+H]", 1181.4 [Mgpi+Na]".

8.6.3.2. Boc-Tyr(3-1,Me)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-
MBHA (43a)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-
BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (40) seguint el métode general i utilitzant Boc-Tyr(3-1,Me)-OH
(20a) com a aminoacid halogenat. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant
proporciona H-Tyr(3-1,Me)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH, (59% puresa) i H-
Tyr(3-1,Me)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-Leu-Leu-NH, (13% puresa), el qual prové de la

hidrolisi parcial de I'ester pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 6.53 min (acid boronic), 7.11 min (ester pinacolboronic) (Métode B).
ESI-MS m/z: 595.4 [MBpin+2H]2+, 1107.4 [MB(OH)2+H]+’ 1189.5 [MBpin+H]+.

8.6.3.3. Boc-Tyr(3-1,SEM)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-
MBHA (43b)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-
BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (40) seguint el métode general i utilitzant Boc-Tyr(3-1,SEM)-
OH (20c) com a aminoacid halogenat. EI desancorament d’'una aliquota de la resina
resultant proporciona H-Tyr(3-1)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH, (42% puresa) i
H-Tyr(3-1)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-Leu-Leu-NH, (39% puresa), el qual prové de la

hidrolisi parcial de I'ester pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.
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tr = 6.47 min (acid boronic), 7.13 min (ester pinacolboronic) (Métode B). ESI-MS m/z:
1093.2 [Mgonz+H]", 1175.2 [Mgpin+H]".

8.6.3.4. Boc-Phe(4-1)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA (41)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-
BPin)-Rink-MBHA (45) seguint el métode general i utilitzant Boc-Phe(4-)-OH (8) com a
aminoacid halogenat. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant proporciona
H-Phe(4-1)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH, (54% puresa) i H-Phe(l)-Lys-Lys-Leu-
Phe(B(OH),)-NH, (22% puresa), el qual prové de la hidrolisi parcial de [I'ester

pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 5.79 min (acid boronic), 6.72 min (ester pinacolboronic) (Métode B).
ESI-MS m/z; 851.2 [MB(OH)2+H]+1 933.3 [MBPin+H]+1 955.3 [MBpin+Na]+.

8.6.3.5. Boc-Tyr(3-1,Me)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA
(44a)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-
BPin)-Rink-MBHA (45) seguint el métode general i utilitzant Boc-Tyr(3-1,Me)-OH (20a)
com a aminoacid halogenat. EI desancorament d'una aliquota de la resina resultant
proporciona H-Tyr(3-1,Me)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH, (71% puresa) i H-Tyr(3-1,Me)-
Lys-Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-NH, (18% puresa), el qual prové de la hidrolisi parcial de

I'ester pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 6.01 min (acid boronic), 6.89 min (ester pinacolboronic) (Métode B).
ESI-MS m/z; 881.2 [MB(OH)2+H]+’ 963.2 [MBpin+H]+.

8.6.3.6. Boc-Tyr(3-1,SEM)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA
(44b)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-
BPin)-Rink-MBHA (45) seguint el métode general i utilitzant Boc-Tyr(3-1,SEM)-OH (20c)
com a aminoacid halogenat. EI desancorament d'una aliquota de la resina resultant
proporciona H-Tyr(3-1)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH, (67% puresa) i H-Tyr(3-1)-Lys-Lys-
Leu-Phe(4-B(OH),)-NH, (21% puresa), el qual prové de la hidrolisi de [l'ester

pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 5.76 min (acid boronic), 6.72 min (ester pinacolboronic) (Métode B).
ESI-MS m/z; 867.2 [MB(OH)2+H]+’ 949.3 [MBpin+H]+.
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8.6.3.7. Boc-Tyr(3-1,Me)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-BPin,Me)-Leu-Leu-
Rink-MBHA (47a)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-
BPin,Me)-Leu-Leu-Rink-MBHA  (49a) seguint el metode general i utilitzant
Boc-Tyr(3-1,Me)-OH (20a) com a aminoacid halogenat. El desancorament d’'una aliquota
de la resina resultant proporciona H-Tyr(3-1,Me)-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-B(OH),,Me)-Leu-Leu-
NH; (45% puresa), el qual prové de la hidrolisi de I'ester pinacolboronic durant I'analisi per
HPLC.

tr = 18.94 min (acid boronic) (Métode A).
ESI-MS m/z; 1137.3 [MB(OH)2+H]+1 1219.1 [MBpin+H]+.

8.6.3.8. Boc-Tyr(3-I,SEM)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-BPin,SEM)-Leu-Leu-
Rink-MBHA (47b)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-
BPin,SEM)-Leu-Leu-Rink-MBHA (49b) seguint el metode general i utilitzant Boc-Tyr(3-
[,SEM)-OH (20c) com a aminoacid halogenat. El desancorament d’'una aliquota de la
resina resultant proporciona H-Tyr(3-1)-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-BPin)-Leu-Leu-NH, (26%
puresa) i H-Tyr(3-1)-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-B(OH),)-Leu-Leu-NH, (36% puresa), el qual prové

de la hidrolisi parcial de I'ester pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr=17.69 min (acid boronic), 20.88 (ester pinacolboronic) (Métode A).
ESI-MS m/z; 1109.3 [MB(OH)2+H]+’ 1191.3 [MBpin+H]+.

8.6.3.9. Boc-Phe(4-1)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-BPin,Me)-Leu-Leu-Rink-
MBHA (53a)

Aguesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-
BPin,Me)-Leu-Leu-Rink-MBHA (49a) seguint el métode general i utilitzant Boc-Phe(4-I)-
OH (8) com a aminoacid halogenat. EI desancorament d’'una aliquota de la resina
resultant proporciona H-Phe(4-I)-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-B(OH),,Me)-Leu-Leu-NH, (51%

puresa), el qual prové de la hidrolisi de I'ester pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 15.41 min (Metode C).
ESI-MS m/z: 1107.4 [MB(OH)2+H]+1 1189.3 [MBpin+H]+.
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8.6.3.10. Boc-Phe(4-I)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-BPin,SEM)-Leu-Leu-
Rink-MBHA (53b)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-
BPin,SEM)-Leu-Leu-Rink-MBHA (49b) seguint el metode general i utilitzant Boc-Phe(4-1)-
OH (8) com a aminoacid halogenat. EI desancorament d’'una aliquota de la resina
resultant proporciona H-Phe(4-1)-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-B(OH),)-Leu-Leu-NH, (30% puresa),

el qual prové de la hidrolisi de I'ester pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 15.11 min (Metode C).
ESI-MS m/z; 1093.3 [MB(OH)2+H]+1 1175.1 [MBpin+H]+.

8.6.3.11. Boc-Phe(4-I)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA
seguint el metode general i utilitzant Boc-Phe(4-1)-OH (8) com a aminoacid halogenat. El
desancorament d’'una aliquota de la resina resultant proporciona I'acid boronic H-Phe(4-
I)-Leu-Phe(4-B(OH),)-NH, (39% puresa), el qual prové de la hidrolisi del corresponent

ester pinacolboronic.

tr = 18.50 min (acid boronic) (Métode A). ESI-MS m/z: 677.1 [Mgpin+H]".

8.6.3.12. Boc-Phe(4-I)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-
Rink-MBHA seguint el métode general i utilitzant Boc-Phe(4-1)-OH (8) com a aminoacid
halogenat. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant proporciona H-Phe(4-
[)-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH, (35% de puresa) i H-Phe(4-I)-Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-NH;
(18% de puresa).

tr = 17.50 min (acid boronic), 21.28 (ester pinacolboronic) (Metode A).
ESI-MS m/z; 723.1 [MB(OH)2+H]+’ 805.2 [MBpin+H]+.
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8.6.3.13. Boc-Phe(4-I)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-
Phe(4-BPin)-Rink-MBHA seguint el metode general i utilitzant Boc-Phe(4-1)-OH (8) com a
aminoacid halogenat. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant proporciona
H-Phe(4-1)-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH, (31% puresa) i H-Phe(4-l)-Phe-Lys-Lys-
Leu-Phe(4-B(OH),)-NH, (18% de puresa), el qual prové de la hidrolisi parcial de l'ester

pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 16.78 min (acid boronic), 19.91 (ester pinacolboronic) (Metode A).
ESI-MS m/z; 998.3 [MB(OH)2+H]+1 1080.3 [MBpin+H]+.

8.6.3.14. Boc-Phe(4-I)-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-
Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA seguint el métode general i utilitzant Boc-Phe(4-1)-
OH (8) com a aminoacid halogenat. El desancorament d’'una aliquota de la resina
resultant proporciona H-Phe(4-1)-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH, (38% puresa) i
H-Phe(4-l)-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-NH,) (23% puresa), el qual prové de la

hidrolisi parcial de I'ester pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 16.81 min (acid borodnic), 19.62 min (ester pinacolboronic) (Métode A).
ESI-MS m/z: 1126.3 [MB(OH)2+H]+’ 1208.3 [MBpin+H]+, 1230.2 [MBpin+Na]+.

8.6.3.15. Boc-Phe(4-I)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-
BPin)-Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA seguint el metode general i utilitzant
Boc-Phe(4-1)-OH (8) com a aminoacid halogenat. El desancorament d’'una aliquota de la
resina resultant proporciona H-Phe(4-1)-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH, (45%
puresa) i H-Phe(4-1)-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-NH,) (29% puresa), el qual

prové de la hidrolisi parcial de I'ester pinacolboronic durant I'analisi per HPLC.

tr = 15.83 min (acid boronic), 18.58 min (ester pinacolboronic) (Métode A).
ESI-MS m/z: 627.8 [Maorz+2H]**, 1254.4 [Mgomyz+H]".
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8.6.3.16. Boc-Phe(4-I)-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-
Phe(4-BPin)-Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA seguint el metode general i utilitzant
Boc-Phe(4-1)-OH (8) com a aminoacid halogenat. El desancorament d’'una aliquota de la
resina resultant proporciona H-Phe(4-1)-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH,
(36% puresa) i H-Phe(4-1)-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-B(OH),)-NH, (35%

puresa), el qual prové de la hidrolisi parcial de I'ester pinacolboronic.

tr = 13.07 min (acid boronic), 15.83 min (ester pinacolboronic) (Métode C).
ESI-MS m/z: 684.3 [Mgonp+2H]**, 725.3 [Mgpin+2H]*, 1367.4 [Mgon+H]", 1449.4
[MepintH]".

8.6.3.17. Boc-Phe(4-I)-Lys(Boc)-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Leu-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA seguint el métode general
i utilitzant Boc-Phe(4-1)-OH (8) com a aminoacid halogenat. El desancorament d’'una
aliquota de la resina resultant proporciona H-Phe(4-l)-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-
Phe(4-BPin)-NH; (45% de puresa) i H-Phe(4-1)-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-
B(OH),)-NH, (19% de puresa), el qual prové de la hidrolisi parcial de [lester

pinacolboronic.

tr = 13.06 min (acid borodnic), 15.51 min (ester pinacolboronic) (Métode C).
ESI-MS m/z: 1577.6 [MgpintH]*, 1599.5 [MgpitNa]".

8.6.4. Métode general de ciclacié per reaccié de Suzuki-Miyaura en fase
solida

En un vial de quars de 5 mL es pesa la peptidil resina lineal corresponent incorporant els
grups borono i iodo, Pdy(dba); (0.2 eq), P(o-tolil); (0.4 eq) i KF (4 eq). A continuacio,
s'afegeix sota atmosfera de nitrogen una barreja desgasada de DME/EtOH/H,O (9:9:2,
1-1.9 mL). La mescla de reacci6 s'escalfa a 120 °C sota irradiacié de microones durant
30 min. Després d’aquest temps, la resina es renta amb DMF (6x1 min), EtOH (6x1 min),
CH,Cl, (6x1 min) i éter dietilic (3x1 min). Finalment, el peptid corresponent es desancora
del suport solid per mitja d'un tractament acid amb TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5) durant 2 h a

temperatura ambient. A continuacid, s'evapora el TFA i es fa una extracci6 amb éter
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dietilic. El cru de reacci6 es dissol en H,O/CH;CN, es liofilitza, s’analitza per HPLC i es
purifica per cromatografia en columna en fase reversa. Els péptids biarilics ciclics es

caracteritzen per espectrometria de masses i RMN.

8.6.4.1. Peptid biarilics ciclic BPC432
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Aquest péptid es prepara a partir de la resina Boc-Phe(4-1)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-
BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (37, 178 mg) utilitzant el métode general de ciclacié per
reaccio de Suzuki-Miyaura. El desancorament d’una aliquota de la resina resultant
proporciona el péptid biarilic ciclic BPC432 amb un 74% de puresa. La purificacio
utilitzant com a eluent H,O/MeOH/TFA (70:30:0.2) proporciona el peptid pur BPC432 (15
mg, 28%).

tr = 17.48 min (Métode A). 'H RMN (400 MHz, CDs;OD) & (ppm): 0.93-0.98 [m, 18H,
6xCH3(0)-Leu], 1.20-1.74 [m, 21H, 3xCH(y)-Leu, 3xCHa(B)-Leu, 2xCHy(B)-Lys, 2xCHa(y)-
Lys, 2xCHay(d)-Lys], 2.84-2.93 [m, 6H, CH,(B)-Phe, 2xCHa(€)-Lys], 3.25-3.33 [m, 2H,
CH(B)-Phe], 4.05-4.11 [m, 1H, CH()-Phe], 4.34-4.46 [m, 5H, 2xCH(a)-Lys, 3xCH(a)-
Leu], 4.69-4.72 [m, 1H, CH(c)-Phe], 7.29 [d, J = 8.0 Hz, 4H, CHaom-2, CHarom-6, CHarom-3",
CHaom-57, 7.67 [d, J = 8.0 Hz, 4H, CHaom-3, CHarom-5, CHarom-2", CHarom-6"]. ESI-MS m/z:
905.6 [M+H]". HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CsgH7sN1007; 453.3022, experimental
453.3034; calculat per a CsgH77N1gO7 905.5971, experimental 905.5969; calculat per a
CugH76N1oNaO; 927.5791, experimental 927.5772.
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8.6.4.2. Péptid biarilic ciclic BPC434
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Aquest peéptid es prepara a partir de la resina Boc-Tyr(3-1,Me)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-
Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (43a, 182 mg) utilitzant el metode general de ciclacio
per reaccid de Suzuki-Miyaura. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant
proporciona el péptid biarilic ciclic BPC434 amb un 72% de puresa. La purificacio
utilitzant com a eluent H,O/MeOH/TFA (70:30:0.2) proporciona el péptid pur BPC434
(12.7 mg, 23%).

tr = 17.63 min (Métode A). '"H RMN (400 MHz, CDs;OD) & (ppm): 0.91-0.98 [m, 18H,
6xCHj3(8)-Leu], 1.16-1.71 [m, 21H, 3xCH(y)-Leu, 3xCHy(B)-Leu, 2xCH,()-Lys, 2xCHx(y)-
Lys, 2xCH,(8)-Lys], 2.70-2.72 [m, 2H CHy(¢)-Lys], 2.83-2.93 [m, 3H, CHx(g)-Lys, CHx(B)-
Phe], 3.13-3.19 [m, 3H, CH(B)-Phe, CHx(B)-Tyr], 3.78 [s, 3H, OCHjs], 4.09-4.15 [m, 2H,
CH(a)-Tyr, CH(&)-Lys], 4.18-4.49 [m, 3H, 3xCH(«)-Leu], 4.57-4.64 [m, 2H, CH(«)-Phe,
CH(a)-Lys], 7.05 [d, J = 8.6 Hz, 1H, CH4om-37], 7.22 [s, 1H, CHgom-6"], 7.24 [dd, J = 2.4,
8.6 Hz, 1H, CHaom-4], 7.32 [d, J = 8.2 Hz, 2H, CHgom-2, CHarom-6], 7.49 [d, J = 8.2 Hz, 2H,
CHaom-3, CHarom-5]. ESI-MS m/z: 468.3 [M+2H]*, 935.6 [M+H]", 957.5 [M+Na]". HRMS
(ESI) m/z: Calculat per a Cs9HgoN100g 468.3075, experimental 468.3098; calculat per a
CoH79N100g 935.6077, experimental 935.6057; calculat per a CyoH7sNigNaOg 957.5896,
experimental 957.5875.

177



8. Procediment experimental

8.6.4.3. Péptid biarilic ciclic BPC436
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BPC436

Aquest peptid es prepara a partir de la resina Boc-Tyr(3-1,SEM)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-
Phe(4-BPin)-Leu-Leu-Rink-MBHA (43b, 195 mgq) utilitzant el métode general de ciclacio

per reaccid de Suzuki-Miyaura. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant
proporciona el péptid biarilic ciclic BPC436 amb un 79% de puresa. La purificacio
utilitzant com a eluent H,O/MeOH/TFA (70:30:0.2) proporciona el péptid pur BPC436
(20.5 mg, 35%).

tr = 17.18 min (Métode A). ‘H-RMN (400 MHz, CD;OD) & (ppm): 0.87-0.97 [m, 18H,
6xCHj3(8)-Leu], 1.45-1.70 [m, 21H, 3xCH(y)-Leu, 3xCHy(B)-Leu, 2xCH,()-Lys, 2xCHy(y)-
Lys, 2xCHy(8)-Lys], 2.66-2.73 [m, 2H, CH(¢)-Lys], 2.81-2.91 [m, 3H, CH(¢)-Lys, CHx(B)-
Phe], 3.07-3.18 [m, 3H, CHx(B)-Tyr, CH(B)-Phe], 4.07-4.14 [m, 2H, CH(«)-Tyr, CH()-
Lys], 4.27-4.54 [m, 3H, 3xCH(a)-Leu], 4.57-4.61 [m, 2H, CH(«a)-Phe, CH(a)-Lys], 6.88 [d,
J = 8.0 Hz, 1H, CHgom-37, 7.09 [dd, J = 2.0, 8.0 Hz, 1H, CHzom-4], 7.24-7.25 [m, 1H,
CHarom-6"], 7.32 [d, J = 8.2 Hz, 2H, CHaom-2, CHarom-6], 7.60 [d, J = 8.2 Hz, 2H, CHom-3,
CHaom-5]. ESI-MS m/z: 921.6 [M+H]". HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CugH7gN1¢Os
461.2997, experimental 461.3017; calculat per a CygH77N10Og 921.5920, experimental
921.5900; calculat per a C4sH76N10NaOg 943.5740, experimental 943.5713.
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8.6.4.4. Peptid biarilic ciclic 52a

20 0
NH N/ N o

\_«

H2 04

O

Aquest péptid es prepara a partir de la resina Boc-Phe(4-1)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-
BPin,Me)-Leu-Leu-Rink-MBHA (53a, 20 mg) utilitzant el métode general de ciclacié per
reacci6 de Suzuki-Miyaura. ElI desancorament d’'una aliquota de la resina resultant

proporciona el peptid biarilic ciclic 52a.

ESI-MS m/z: 935.5 [M+H]".

8.6.4.5. Péptid biarilic ciclic BPC438

H,N Aquest péptid es prepara a partir de la resina Boc-
\\\—),JOL Phe(4-1)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-
H
o. HN N/ o MBHA (41, 135 mg) utilitzant el métode general de
HZN\/\/\>/
NH NH,| ciclaci6 per reacci6 de Suzuki-Miyaura. El

o " o desancorament d'una aliquota de la resina
N= resultant proporciona el péptid biarilic ciclic

BPC438

BPC438 amb un 76% puresa. La purificacié
utilitzant com a eluent H,O/MeOH/TFA (90:10:0.2) proporciona el péptid pur BPC438 (8.3
mg, 25%).

tr = 14.60 min (Métode A). ‘H-RMN (400 MHz, CDsOD) & (ppm): 0.85-0.90 [m, 6H,
2xCHj3(8)-Leu], 1.20-1.62 [m, 15H, CH(y)-Leu, CHx(B)-Leu, 2xCH,(B)-Lys, 2xCHx(y)-Lys,
2xCHy(8)-Lys], 2.84-3.02 [m, 6H, CH,(B)-Phe, 2xCHy(¢)-Lys], 3.22-3.39 [m, 2H, CH,(f)-
Phe], 4.03 [dd, J = 5.2, 12.0 Hz, 1H, CH()-Phe], 4.11-4.14 [m, 1H, 2xCH(c)-Lys], 4.348-
4.40 [m, 1H, CH(®)-Leu], 4.67-4.72 [m, 1H, CH()-Phe], 7.26 [d, 8.2 Hz, 4H, CHaom-2,
CHarom-6, CHarom-3', CHaom-5], 7.67 [d, J = 8.2 Hz, 4H, CHaom-3, CHaom-5, CHarom-2’,
CHaom-6]. °C-RMN (100 MHz, CD3OD) § (ppm): 21.49 [CH,(y)-Lys], 23.50, 23.69
[2xCH3(d)-Leu], 25.66 [CH(y)-Leu], 28.24 [CH,(B)-Lys, CH,(3)-Lys], 38.15 [CHy(f)-Phe],
38.69 [CH,(B)-Phe], 40.43 [2xCH,(¢)-Lys], 41.39 [CH(B)-Leu], 51.94 [CH(x)-Leu], 54.32
[CH(&)-Phe, CH(a)-Lys], 55.77 [CH(a)-Phe], 127.83, 127.95 [CHaom-3, CHarom-5, CHarom-
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2', CHaom-6"], 130.88 [CHaom-2, CHarom-6, CHaom-3', CHarom-5], 131.38 [Caom], 134.53
[Carom], 137.56 [Carom], 140.90 [Caom], 168.81, 175.91 [CO]. ESI-MS m/z: 679.4 [M+H]".
HRMS (ESI) m/z: Calculat per a C3sHssNgOs 340.2181, experimental 340.2167; calculat
per a CgzHssNgOs 679.4290, experimental 679.4273; calculat per a CssHssNgNaOs
701.4109, experimental 701.4086.

Aquest péptid es prepara a partir de la resina Boc-Tyr(3-
I,Me)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA

8.6.4.6. Péptid biarilic ciclic BPC440
HoN
NH,

W\Hiﬁ
\j&o (44a, 167 mg) utilitzant el metode general de ciclaci6é per
reacci0 de Suzuki-Miyaura. El desancorament d'una
/

N"=“NH
HN
o)
HN
H,N O%,’
H,N *
O © ciclic BPC440 amb un 75% de puresa. La purificacio

aliquota de la resina resultant proporciona el péptid biarilic
BPC440

utilitzant com a eluent H,O/MeOH/TFA (90:10:0.2)
proporciona el péptid pur BPC440 (12.6 mg, 30%).

tr = 14.56 min (Métode A). ‘H-RMN (400 MHz, CDsOD) & (ppm): 0.92-0.96 [m, 6H,
2xCHj3(8)-Leu], 1.18-1.61 [m, 15H, CH(y)-Leu, CHx(B)-Leu, 2xCH,(B)-Lys, 2xCHx(y)-Lys,
2xCHy(8)-Lys], 2.69-2.76 [m, 2H, CH(¢)-Lys], 2.83-2.99 [m, 3H, CHj(¢)-Lys, CHx(B)-Phe],
3.14-3.16 [m, 2H, CH,(B)-Tyr], 3.21 [dd, J = 2.8, 14.0 Hz, 1H, CH,(B)-Phe], 3.78 [s, 3H,
OCHg), 4.06-4.10 [m, 2H, CH()-Tyr, CH(a)-Lys], 4.33-4.36 [m, 1H, CH(«)-Leu], 4.53 [dd,
J = 5.8, 8.6 Hz, 1H, CH()-Lys], 4.59 [dd, J = 2.8, 12.0 Hz, 1H, CH()-Phe], 7.05 [d, J =
8.4 Hz, 1H, CHgyom-37, 7.23-7.26 [m, 2H, CHaom-4’, CHaom-6], 7.30 [d, J = 8.2 Hz, 2H,
CHaom-2, CHaom-6], 7.48 [d, J = 8.2 Hz, 2H, CHyom-3, CHgom-5]. ESI-MS m/z: 709.4
[M+H]*. HRMS (ESI) m/z: Calculat per a Cs;HsgNgOgs 355.2234, experimental 355.2232;
calculat per a Cz7Hs;NgOg 709.4396, experimental 709.4372; calculat per a Cz7HsgNgNaOg
731.4215, experimental 731.4188.
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8.6.4.7. Péptid biarilic ciclic BPC442

N Aquest péptid es prepara a partir de la resina Boc-Tyr(3-
: ) ﬁi
N NH

[,SEM)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA
(44b, 185 mg) utilitzant el métode general de ciclacio per
\/\/f,g reacci6 de Suzuki-Miyaura. ElI desancorament d'una

HZN \: aliquota de la resina resultant proporciona el peptid biarilic
OH ciclic BPC442 amb un 76% de puresa. La purificacio

utilitzant com a eluent H,O/MeOH/TFA (90:10:0.2)
proporciona el peptid pur BPC442 (13 mg, 30%).

BPC442

tr = 13.59 min (Métode A). ‘H-RMN (400 MHz, CD;OD) & (ppm): 0.92-0.97 [m, 6H,
2xCHj3(8)-Leu], 1.18-1.67 [m, 15H, CH(y)-Leu, CHx(B)-Leu, 2xCH,(B)-Lys, 2xCHx(y)-Lys,
2xCHy(8)-Lys], 2.61-2.75 [m, 2H, CH(¢)-Lys], 2.80-2.94 [m, 3H, CHj(¢)-Lys, CHx(B)-Phe],
3.12-3.13 [m, 2H, CH,(B)-Tyr], 3.21 [dd, J = 2.8, 14.0 Hz, 1H, CH,(B)-Phe], 4.06-4.10 [m,
2H, CH(a)-Lys, CH(a)-Tyr], 4.37-4.40 [m, 1H, CH(a)-Leu], 4.52-4.58 [m, 2H, CH(«)-Lys,
CH(a)-Phe], 6.89 [d, J = 8.2 Hz, 1H, CHgom-37, 7.09 [dd, 1H, J = 2.4, 8.2 Hz, CHaom-47,
7.31[d, 2H, J = 8.2 Hz, CHaom-2, CHarom-6], 7.53 [sa, 1H, CHzom-67, 7.59 [d, 2H, J = 8.2
Hz, CHaom-3, CHaom-5]. ESI-MS m/z: 695.4 [M+H]". HRMS (ESI) m/z: Calculat per a
C3sHssNgOs  348.2156, experimental 348.2145; calculat per a CgzsHssNgOg 695.4239,
experimental 695.4225; calculat per a CzsHssNgNaOg 717.4059, experimental 717.4047.

8.6.4.8. Péptid biarilic ciclic BPC428

Aquest peptid es prepara a partir de la resina Boc-Phe(4-1)-Leu-

HzNE/?\H o Phe(4-BPin)-Rink-MBHA (21 mg) utilitzant el metode general de
: NH ciclacié per reaccié de Suzuki-Miyaura. El desancorament d'una
--“‘Léo ? aliquota de la resina resultant proporciona el péptid biarilic ciclic
BPC428 BPC428, el qual es dissol en H,O/CH3CN, es liofilitza i s'analitza

per HPLC (71% puresa).

tr = 17.22 min (Metode A). ESI-MS m/z: 423.2 [M+H]". HRMS (ESI) m/z: Calculat per a
Ca4H31N4O3 423.2391, experimental 423.2391.
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8.6.4.9. Péptid biarilic ciclic BPC430

O Q Aquest peptid es prepara a partir de la resina Boc-Phe(4-1)-
0

HoN Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA (60 mg) utilitzant el
NH NH2 Y
O'Hin /<o metode general de ciclacié per reaccié de Suzuki-Miyaura. El
SN . .
\ O Hﬂ/ desancorament d'una aliquota de la resina resultant

proporciona el péptid biarilic ciclic BPC430, el qual es dissol
en H,O/CHiCN, es liofilitza i s'analitza per HPLC (70%

puresa).

tg = 16.72 min (Métode A). ESI-MS m/z: 276.1 [M+2H]*, 551.2 [M+H]*. HRMS (ESI) m/z:
Calculat per a CzoH43NsO4 551.3340, experimental 551.3330.

8.6.4.10. Peptid biarilic ciclic BPC444

H

@\H N>\

H,

BPC444

Aquest peptid es prepara a partir de la resina Boc-
i<~ 2 R
% Ny N2 Phe(4-1)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-

MBHA (65 mg) utilitzant el métode general de ciclacié

. o
o HN ANH>\ per reaccio de Suzuki-Miyaura. El desancorament d’'una
STNT o ] . . L
//// o H j\\ aliguota de la resina resultant proporciona el péptid
N NH, biarilic ciclic BPC444, el qual es dissol en H,O/CH3CN,

es liofilitza i s’analitza per HPLC (36% puresa).

tg = 15.23 min (Métode A). ESI-MS m/z: 413.7 [M+2H]*, 826.4 [M+H]*. HRMS (ESI) m/z:
Calculat per a C4sHesNgOg 413.7523, experimental 413.7530.

8.6.4.11. Peptid biarilic ciclic BPC446

BPC446

Aquest péptid es prepara a partir de la resina

Boc-Phe(4-1)-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-
Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA (38 mg) utilitzant el
metode general de ciclacio per reaccié de Suzuki-
Miyaura. El desancorament d’'una aliquota de la
resina resultant proporciona el peptid biarilic ciclic
BPC446, el qual es dissol en H,O/CH3;CN, es

liofilitza i s’analitza per HPLC (84% puresa).

tr = 16.05 min (Métode A). ESI-MS m/z: 477.7 [M+2H]*, 954.5 [M+H]*. HRMS (ESI) m/z:
Calculat per a Cs;H77N1107 477.7998, experimental 477.8007; calculat per a Cs;H7zgN1,07

954.5924, experimental 954.5876.
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8.6.4.12. Peptid biarilic ciclic BPC448

o Aquest péptid es prepara a partir de la resina

o NH, Boc-Phe(4-1)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-

HoN N, N HN)%F?”I Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA (60 mg)
OA NH >\ utilitzant el metode general de ciclaci6 per
HZN/\/ET'O - ANH/'EO reaccid de Suzuki-Miyaura. El desancorament
7;” ;0 i d’'una aliquota de la resina resultant proporciona

®/ ; nH, | €l peptid biarilic ciclic BPC448, el qual es dissol

BPC448  NH, en HO/CH3CN, es liofilitza i s’analitza per HPLC

(77% puresa).

tr = 15.19 min (Métode A). ESI-MS m/z: 541.8 [M+2H]**, 1082.5 [M+H]". HRMS (ESI)
m/z: Calculat per a Cs7HgN130g 361.5673, experimental 361.5690; calculat per a
Cs7HgoN130s [M+2H]** 541.8473, experimental 541.8498; calculat per a Cs;HgsN130s
[M+H]" 1082.6873, experimental 1082.6829.

8.6.4.13. Peptid biarilic ciclic BPC450

o

HN (0]
H2N SN NH \\\\

NFN‘/\'\/HAO NH;
/,// o o
HoN ©/
NH,
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Aquest peptid es prepara a partir de la resina Boc-Phe(4-1)-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-
Lys(Boc)-Lys(Boc) -Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA (40 mg) utilitzant el métode general de
ciclacié per reaccié6 de Suzuki-Miyaura. El desancorament d'una aliquota de la resina
resultant proporciona el péeptid biarilic ciclic BPC450, el qual es dissol en H,O/CH3CN, es

liofilitza i s’analitza per HPLC (30% puresa).

tr = 16.19 min (Métode A). HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CgH101N1409 399.2620,
experimental 399.2650; calculat per a CgsHi100N1409 598.3893, experimental 598.3918;
calculat per a CgzHggN1409 1195.7714, experimental 1195.7685.
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8.6.4.14. Peptid biarilic ciclic BPC452
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Aquest péptid es prepara a partir de la resina Boc-Phe(4-1)-Lys(Boc)-Leu-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Phe(4-BPin)-Rink-MBHA (40 mg) utilitzant el
metode general de ciclacié per reaccid6 de Suzuki-Miyaura. El desancorament d'una
aliquota de la resina resultant proporciona el peptid biarilic ciclic BPC452, el qual es
dissol en H,O/CH3CN, es liofilitza i s'analitza per HPLC (40% puresa).

tr = 15.85 min (Métode A). HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CgoH113N16010 441.9603,
experimental 441.9611; calculat per a CgoH112N16010 662.4368, experimental 662.4353;
calculat per a CgoH111N16010 1323.8664, experimental 1323.8600.

8.6.5. Sintesi de peptids biarilics lineals contenint una 3-ariltirosina
8.6.5.1. H-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-Ph,Me)-Leu-Leu-NH- (51a)

Aquest péptid es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-BPin,Me)-
Leu-Leu-Rink-MBHA (49a) utilitzant les condicions generals per a la reaccié de Suzuki-
Miyaura sota irradiacié de microones (Apartat 8.5.1), utilitzant 4-iodobenzé com a halur
d’aril. El desancorament d’'una aliquota de la resina resultant proporciona H-Lys-Lys-Leu-
Tyr(3-Ph,Me)-Leu-Leu-NH, (51a) amb un 57% de puresa.

tr = 20.98 (Métode A). ESI-MS m/z: 866.5 [M+H]+, 888.4 [M+Na]+.
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8.6.5.2. H-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-Ph)-Leu-Leu-NH; (51b)

Aquest péptid es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Tyr(3-
BPin,SEM)-Leu-Leu-Rink-MBHA (49b) utilitzant les condicions generals per a la reaccio
de Suzuki-Miyaura (Apartat 7.4.1), utilitzant 4-iodobenzé com a halur daril. El
desancorament d’una aliquota de la resina resultant proporciona H-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-
Ph)-Leu-Leu-NH; (51b) amb un 53% de puresa.

tr = 18.80 (Métode A). ESI-MS m/z: 852.5 [M+H]+.

8.6.6. Sintesi del péptid biarilic BPC454

8.6.6.1. Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe(4-1)-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-Leu-Glu(Rink-MBHA)-OAI

Aquesta peptidil resina es prepara utilitzant el métode general per a la sintesi de péptids
en fase solida (Apartat 8.6.1), utilitzant com a suport solid una resina Fmoc-Rink-MBHA
(0.3 mmol/g). El desancorament d’una aliquota de la resina resultant proporciona H-Lys-

Lys-Leu-Lys-Lys-Phe(4-1)-Lys-Lys-Leu-GIn-OAl amb un 75% de puresa.

tr = 15.80 min (Métode A). ESI-MS m/z: 727.8 [M+2H]*, 1454.6 [M+H]", 1476.5 [M+Na]".

8.6.6.2. Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe(4-BPin)-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Glu(Rink-MBHA)-OH (58)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe(4-I)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Glu(Rink-MBHA)-OAl (268  mg)
seguint el métode general per a la borilaci6 de Miyaura (Apartat 7.4.1), utilitzant B,Pin,
(83 mg, 0.32 mmol, 4 eq), KOAc (48 mg, 0.48 mmol, 6 eq), PdCly(dppf) (12 mg, 0.01
mmol, 0.18 eq), dppf (4 mg, 0.007 mmol) en DMSO (5.4 mL). El desancorament d'una
aliquota de la resina resultant proporciona I'ester pinacolboronic H-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-
Phe(4-BPin)-Lys-Lys-Leu-GIn-OH (45% puresa) i I'acid boronic H-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-
Phe(4-B(OH),)-Lys-Lys-Leu-GIn-OH (31% puresa), el qual prové de la hidrolisi parcial de
I'ester pinacolboronic durant 'analisi per HPLC.

tr = 13.20 min (acid boronic), 15.34 min (ester pinacolboronic) (Métode A). ESI-MS m/z:
708.0 [M+2H]*, 1414.8 [Mgpn+H]". HRMS (ESI) m/z: Calculat per a CegHi27BN17O14

472.3279, experimental 472.3292; calculat per a CggH126BN17014 707.9882, experimental
707.9873.
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8.6.6.3. Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe(4-Ph)-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-Leu-Glu(Rink-MBHA)-OH (60)

Aquesta peptidil resina es prepara a partir de la resina Trt-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe(4-BPin)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Glu(Rink-MBHA)-OH (58, 200
mg) seguint el métode general per a la reaccio de Suzuki-Miyaura (Apartat 8.5.1) utilitzant
Pd,(dba); (11 mg, 0.01 mmol, 0.2 eq), P(o-tolil); (7.3 mg, 0.02 mmol, 0.4 eq), 4-iodobenzé
(34 pL, 0.3 mmol, 5 eq) i KF (14 mg, 0.24 mmol, 4 eq) en DME/EtOH/H,O (9:9:2, 2 mL) a
120 °C durant 30 minuts, sota escalfament per irradiacié de microones. El desancorament
d’'una aliquota de la resina resultant proporciona H-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe(4-Ph)-Lys-

Lys-Leu-GIn-OH amb un 70% de puresa.

tr = 15.25 (70%, Métode A). ESI-MS m/z: 1364.7 [M+H]". HRMS (ESI) m/z: Calculat per a
CssH120N1701, 455.6429, experimental 455.6446; calculat per a CggH119N1701, 682.9607,
experimental 682.9617.

8.6.6.4. Péptid BPC454

H,N

HoN

o /=0 __NH,
HN N
A ©
~ 0O
0O H H /
o /<
w U
HoN
BPC454

Es parteix de la resina 60 (170 mg) i s’elimina el grup Trt per mitja d’'un tractament acid
amb TFA/H,O/CH,CI, (0.2:1:98.8) (0.2:1:98.8, 2x1 min, 1x20 min), i es renta amb DMF
(3%1 min), DIEA/DCM (1:19) (3x1 min) i NMP (3x1 min). A continuaci6é es tracta amb
oxima (5 eq), COMU (5 eq) i DIEA (10 eq), en NMP (4 mL) a temperatura ambient durant
24 hi es renta amb NMP (6x1 min) i CH,Cl, (6x1 min). El desancorament d’una aliquota
de la resina resultant proporciona c(Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe(4-Ph)-Lys-Lys-Leu-GIn)
(BPC454).
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tr = 15.95 min (Métode A). ESI-MS m/z: 1346.7 [M+H]", 1368.7 [M+Na]*. HRMS (ESI)
m/z: Calculat per a CggH11sN17011 449.6393, experimental 449.6411; calculat per a
C58H117N17011 6739554, experimental 673.9552.

8.7. Proves biologiques

Les proves biologiques es varen realitzar al Centre d’'Innovacié i Desenvolupament en
Sanitat Vegetal (CIDSAV) per la Dra Esther Badosa.

8.7.1. Soques bacterianes i condicions de creixement

Com a patogens vegetals s'utilitzen les soques bacterianes Erwinia amylovora PMV6076,
Pseudomonas syringae pv. syringae EPS94 i Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
2133-2. Tots els bacteris es troben emmagatzemats en medi de cultiu liquid Luria Bertani
(LB) suplementat amb glicerol (20%) a -80 °C. Les soques bacterianes s’incuben en
plaques d’agar LB a 25 °C, durant 24 h en el cas d'E. amylovora i P. syringae, i durant 48
h en el cas de X. vesicatoria. A continuacio, el material cel-lular s’extreu de les plaques i

s'utilitza per preparar una suspensié de 108 CFU ml™ en aigua estéril.

8.7.2. Determinaci6 de I'activitat antimicrobiana

A partir de cadascun dels peptids liofilitzats es preparen solucions de concentracié 1000
uM utilitzant aigua Milli-Q esteéril i es filtren a 0.22 uM. Cadascuna d’aquestes solucions
s'utilitza per preparar dilucions de concentracié 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25 i 50uM. A
continuacid, a cada pou d'una microplaca es barregen 20 uL de la suspensio
corresponent de l'ndicador bacteria a 102 CFU ml™, 20 pL de la dissolucié corresponent
de péptid i 160 uL de brou de tripticasa de soja (TSB) (BioMeérieux, Francga) fins a un
volum total de 200 pL. Es realitzen tres replicats per cada soca bacteriana, péptid i
concentraci6. També es realitzen controls positius contenint aigua enlloc de péptid i

controls negatius contenint péptid sense suspensio bacteriana.

La concentracié6 minima inhibitoria (CMI) es determina com la minima concentracié de
péptid en qué no hi ha creixement al final de I'experiment. El creixement bacteria es
determina automaticament mitjancant mesures de densitat optica a 600 nm (Bioscreen C,
Labsystem, Finlandia). Les microplaques s'incuben a 25 °C i es realitzen mesures
d’'absorbancia cada hora durant 48 h. Les mostres s’'agiten durant 20 segons, abans de

cada mesura. Cada experiment es repeteix dues vegades.
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8.7.3. Determinaci6 de I'activitat hemolitica

L'activitat hemolitica dels péptids s’avalua mitjancant la determinacié de I'hnemoglobina
alliberada de suspensions d’eritrocits de sang humana fresca (5%, vol/vol). La sang es
recull de manera aseéptica utilitzant un BD vacutainer K2E System amb EDTA (Belliver
Industrial State, Plymouth, U.K.) i Semmagatzema durant menys de 2 h a 4 °C. La sang
se centrifuga a 6000 x g durant 5 min, es renta tres vegades amb tamp6 TRIS (10 mM

TRIS, 150 mM NaCl, pH 7.2) i es dilueix deu vegades amb el mateix tamp0.

Es preparen dissolucions de concentracié 500 uM dels péptids corresponents en tampé
TRIS. En una placa de 96 pous es barregen 65 uL de cada dissolucié de péptid i 65 uL
d’eritrocits de sang humana (concentracié final de 250 uM) i S'incuba sota agitacié
continua durant 1 h a 37 °C. A continuacio, les plaques se centrifuguen a 3500 g durant
10 min. Tot seguit, es transfereixen 80 uL del sobrenedant a microplaques de 100 pous i

es dilueix amb 80 pL d’aigua destil-lada estéril. Es realitzen tres replicats per cada péptid.

L’hemolisi es mesura com l'absorbancia a 540 nm amb un lector de microplaques. Com a
control positiu de 100% d’hemolisi s'utilitza una dissolucié de melitina en tamp6 TRIS a
una concentraci6 de 200 uM (Sigma-Aldrich Corporation, Spain). El percentatge
d’hemolisi (H) es calcula utilitzant 'equacié: H = 100 x [(Op — Ob)/(Om - Ob)], on Op és
la densitat d’'una concentracié de péptid donada, Ob la densitat del tampé i Om la densitat

del control positiu de melitina.

8.8. Dades espectroscopiques dels peptids sintetitzats

L’elucidaci6 estructural dels péptids sintetitzats es va realitzar mitjangcant espectrometria
de masses i experiments de 'H- i *C-RMN. Per tal d’assignar correctament tots els
senyals de protd i carboni, es varen realitzar experiments de RMN de correlacié *H-'H
(2D-COSY), *H-*C (HSQC) i *H-C a llarga distancia (HMBC). A continuacid, es mostra
la caracteritzacié d’aquests compostos. Els corresponents espectres es troben a I'annex
inclos en el CD que acompanya aquesta tesi doctoral. Aquest CD també conté els

cromatogrames d’'HPLC i les analisis d'IR i espectrometria de masses.
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Atom 'H-RMN BC-RMN CcCoSsY HSQC
& (ppm)*° S (ppm) "Ho'H Hoc
CHs (ah)  0.85-0.94 (m)  21.85,23.17 H (b,g) C (a,h)
CH (b,g) 25.24, 25.49 H (a,h) C (b,9)
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr 1.55-1.65 (M)
CH, (c.f) 41.52, 41.67 H (d,e) C(cf
CH(de,i) 4.31-435(m) 52.44,53.36, 55.29 Hctiklh)  C(de,)
oo IRILO an 0 co
NHKD 7o Ga0 Hae -
wam 3RO - |
Carom (1) : 138.59 - -
CHaom(2)  7.28(d, 7.0) 130.08 Harom (3) Carom (2)
CHaom (3)  7.65 (d, 7.0) 135.81 Harom (2) Caom (3)
Carom (4) - 129.72 - .
Cepin (1) - 84.76 - -
CHs (2) 1.31 (s) 25.09 : C ()
co : 169.46, 172.66, 175.42 - -

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CD3CN.
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Atom 'H-RMN BC-RMN HSQC
8 (ppm)*” 8 (ppm) 'H"C
CHs; (a,h)  0.87-0.92 (m) 21.60, 21.63, 23.03,23.09  C (a,h)
CH (b,g) 25.12, 25.32 C (b,g)
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr 1.52-1.64 (m)

CH, (c.f) 41.21, 41.29 C(cf)
CH (de,) 4.23-4.34 (m) 52.12, 53.25, 54.97 C (d,e.i)
. 3.11 (dd, 7.6 i 14.4) .

CH0)  330(dd. 6.0i14.4) 3081 ca
Carom (1)

) 140.90, 140.97 -
Carom (1)
CHarom(2) 130.96 Carom (2)

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr 7.35-7.39 (m)
CHarom (4") 128.33 Carom (4))
CHaom (3)  7.61(d, 8.2) Carom (3)
12756, 128.09°

CHaom (2)  7.64 (dt, 1.2 7.4) Carom (2))
Carom (4) - 13408 -
CHaom(3)  7.46 (t, 7.4) 129.72 Carom (3)
co - 168.54, 172.61, 175.48 -

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CDzCN i D2O.
°Els carbonis no s’han pogut assignar.
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BP257

Atom 'H-RMN BC-RMN HSQC

8 (ppm)** 8 (ppm) 'H-"C
CHs; (ah)  0.86-0.92 (m) 21.66, 22.91 C (a,h)
CH (b,g) 25.14, 25.33 C (b,g)

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr 1.51-1.66 (m)

CH, (c.f) 41.26, 41.34 C(cf
CH(dei)  4.30-4.39 (m) 52.21, 53.25, 55.03 C (d,e,i)
CH: () 3133}3&53%“ |) 12.4) 36.91 co
CHs (K) 3.78 (s) 55.91 C (k)
Carom (1) - 138.71 -
CHaom (2)  7.30(d, 8.0) 130.64 Carom (2)
CHaom (4)  7.30 (td, 1.7 8.0) 129.77 Carom (4)
CHaom (3)  7.47 (d, 8.0) 130.06 Carom (3)
Carom (4) - 133.55 -
Caom (1) - 130.46 -
Caom (2) - 157.19 -
CHaom (6)  7.35(dd, 1.7 8.0) 131.31 Carom (6)
CHaom (3)  7.08 (dd, 0.8 8.0) 112.34 Carom (3)
CHaom (5)  7.03 (td, 0.8 8.0) 121.61 Carom (5)
co - 168.57, 172.59, 175.44 -

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CDzCN i D2O.
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Atom 'H-RMN BC-RMN COSY  HSQC HMBC
& (ppm)*° 8 (ppm) Mol Ho®BC Ho®C
C (a,h)
21.87, 21.89,
CHs (a,h)  0.81-0.88 (m) 53.28 23,34 H({,g) C(ah) C (b,g)
C(cf)
C (a,h)
CH (b,g) 25.37, 25.57 H@h)  C(bg) cch
777777777777777777777777777777 1.49-1.58 (m) C (a h)
CH, (c,f) 41.35, 41.48 Hde C(cf C (b,g)
C(de)
, : . C(ch
CH (de,) 4.23-4.31(m) 52.41, 53.49, 55.11 Hef) Cce) g
. 3.09-3.14 (m) H (i) : .
CH: () 328-333(m) /30 H () cO
Carom (1) = 13875 - - -
C ()
CHaom (2)  7.39(d, 7.8) 131.49 Haom (3)  Carom (2)  Carom (2)
Carom (1)
Carom (3)
CHarom (3)  7.65(d, 7.8) Haom (2)  Carom 3)  Carom (4)
Carom (1)
128.85 ;
Carom (2)
CHaom(2)  7.82(d, 8.8) Harom (3)  Carom (2)  Carom (3)
Carom (1)
Carom (4) = 13630 - - -
Caom (1) - 147.72 - . .
Carom (3)
CHaom(3)  8.25(d, 8.8) 125.12 Harom () Carom (3)  Carom (1)
Carom (4)
Carom (4’) = 14830 - - -
CcoO - 169.38, 172.92, 175.86 - - -

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CDzCN i D2O.
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Atom 'H-RMN BC-RMN HSQC
8 (ppm)*° 8 (ppm) 'H>C
CHs; (a,h)  0.83-0.91 (m) 21.88, 23.25 C(a,h)
CH (b,g) 25.32, 25.54 C (b,g)
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr 1.49-1.60 (m)

CH, (c,f) 41.41 C(c,f)
CH (de,) 4.16-4.35(m) 52.37, 53.20, 55.21 C (d,e)i)
, 3.09 (dd, 7.8i 14.1) .

CH. () 3.21-3.28 (m) 31.217 )

Carom (1) - 13897 -

g:mm gé?) 7.17-7.35 (m) gamm(g,))
arom 129.90, 130.41, 130.79, aom=

CHaom (3) 749 (d, 8.1) 13147 Coom @)

Carom (1’) - -

Carom (4) - 13365 -

Carom (2’) - 15469 -

CHarom (3) 117.13 Carom (3)

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr 6.91-6.95 (M)

CHarom (5)) 121.18 Carom (5)

CHarom (4)  7.17-7.35 (m) 128.27 -

cO - 168.72, 172.96, 180.39 -

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CDzCN i D2O.
°Els carbonis no s’han pogut assignar.
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BP262
Atom 'H-RMN BC-RMN CoSsY HSQC f'MBlg
8 (ppm)*° 8 (ppm) Ho'H 'HoPc H>"C
C(ah)
CHs(ah) 084090 (m) 25902325 ) C@h  C(bg)
23.33
c(ch
C(ah)
CH (b,g) 25.33, 25.56 H (a,h) cCbo ey
1.50-1.60 (m) C (a,h)
CH, (c.f) 41.23, 41.36 H (d,e) cch  Clog
C(d.e)
CH (d.e) 52.56,53.44  H(c/) cde SN
COley
4.17-4.32 (m)° C (k)
- -  Caon @)
CH (i) 55.06 H Gk C avom (1)
@ 6% OIS
COPhe
o)}
Carom (1)
CH, (k)  3.163.32(m)  36.28,37.16 H (i) CGK)  Cuom (@)
Carom (2)
Carom (3)
Carom (1) c
) . 134.43,134.83° - ] ]
Carom (4)
C(.k
Caom (@) Caom (2)
CHaom (2 7337.37(m)  131.15,131.22 SHaom@) 73y o (3)
CHarom (3) CHaom (2) ,
Carom (1)
Carom (4)
Carom (3)
CHarom (3) CHum(@ G @ ()
rom C 1
aom (3) 7 60.7.64 128.28 aom (2) o oy Carom (1)
CHarom (2) (m) CHaom 3) S @) oo ()
Carom (1)
Carom (4)
Carom (4)
) 140.48 : : :
Carom (1)
COme : 168.95 : : :
COLew : 173.19,176.31 - : :

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CDzCN i D2O.
°Els carbonis no s’han pogut assignar.
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Atom "H-RMN “C-RMN cosy  HsQc  HMBC
8 (ppm)*° 8 (ppm) Ho'H  HoBc  H>'C
C (ah)
CHs (ah)  0.94-0.98 (m) gégé gé-gg' Hbg C@h  C(bg)
R C(cf
C (ah)
CH (b,9) 25.73, 25.84 H (a,h) C (b,g) ceh
"""""""""""" 1.57-1.73 (m) c@n
CH, (c,f) 41.81, 42.06 H (d.e) C (cf C (b,g)
C (d.e)
C(b,9)
CH (d,e) 439-451 (m)  53.31 H (c.f) C (d.e) C (cf
co
CH (i) 4.04-4.27 (m)  55.45 H (j,k) a0 g g,k)
. H (i.K) C (il
CH: (j,k) 2.99-3.30 (m) 38.21 b C (k) Carom (2)
()} Com )
arom
Carom (1) - 133.98 ; ] ]
C (2) Carom (2)
CHaom (2)  7.33(d, 7.8) 130.21 Carom (3) arom Curom (3)
Carom (4)
Carom (1)
CHaom (3)  7.56 (d, 7.8) 131.07 Caom @) Caom(3)  Carom (3)
Carom (1)
Carom (4) - 139.39 ; ] ]
Caom (1) - 129.74 ; ] ]
Caom(2) - 155.07 ; ] ]
! ) ) Carom (1’)
CHaom (3')  6.90(d, 7.8) 117.38 Caom (@) Carom (3) ,
Caom (5)
CHaom (4)  7.10(d, 7.8) 130.68 Caon (3)  Carom (4) Carom (6")
arom . ) . . arom arom C (21)
arom
Caom(5) - 126.88 - ] ]
Carom (4)
CHgom (6))  7.21(s) 132.53 - Caom(®)  Carom (4)
Carom (2)
CO - 169.58, 174.04 - - .

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CD3;OD.
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Atom 'H-RMN BC-RMN CoSsY HSQC
& (ppm)*° S (ppm) HoH HoBc

CHs; (a,h)  0.94-0.99 (m) 23'3203; ig'gg' H (b,0) C(ah)

CH, (c.f) 41.68, 41.89 H (d,e) C(cf)

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr 1.57-1.73 (m)
CH (b,9) H (a,h) C (b,9)
25.74, 25.94°

CH, (K) 3.43-3.48 (m) H (1) C (k)
4.34 (dd, 5.2 9.6)

CH (d.e) 447 (m) 53.40 H (c.f) C (d,e)

CH (i) 4.14-4.17 (m) H (j) C (i)

55.28
CH (I) 4.03-4.09 (m) H (k) c()
. 3.08-3.13 (m) HG) .

CH. () 3.27-3.35 (m) 38.35 H () )

CHaom (2)  7.44(d, 7.6) 131.58 Carom (3) Carom (2)

CHaom (3)  7.54 (d, 7.6) 129.76 CHaom () Carom (3)

CHimid (1’) 7.58 (S) - - -

NH 8.74 (sa) - - -

co - 169.41,174.01 - -

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CD3OD.

°Els carbonis no s’han pogut assignar.
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n-O
BP265
Atom 'H-RMN BC-RMN CoSsY HSQC
& (ppm)*° S (ppm) HoH HoBc
21.95, 22.08,
CHs (ah)  0.92-0.99 (m) 2344 23.49 H(,g)  C(h)
CH (b,g) 25.86, 25.91 H@h  C(bg)
——————————————————————————————— 1.53-1.75 (m)
CH., (c,f) 41.90, 42.22 H(de  C(cf
4.41 (dd, 5.2 9.6)
CHe)  yss(dd 64aiga) 52765336 H (c.f) C(de)
CH () 412 (dd, 4.4i9.2)  55.73 H () C ()
, 2.95 (dd, 9.2 14.4) H () :
CH. () 3.25-3.34 (m) 37.92 H () )
CHs (n) 3.80 (s) 56.13 - c(n)
Carom (1) - 127.63 - -
CHarom (2) 132.83 - Carom (2)
——————————————————————————————— 7.28-7.32 (m)
CHarom (4)) 128.04 Haom (3)  Carom (4")
Carom (3) - 13265 - -
Carom (4) - 15765 - -
CHaom (5)  7.06 (d, 8.2) 113.18 Harom 6)  Carom (5)
CHaom (6)  7.26 (dd, 2.418.2) 130.76 Harom 5)  Carom (6)
Carom (1’) - 139.74 - -
CHaom (2)  7.51 (dt, 1.6 8.4) 130.58 Harom (3)  Carom (2)
CHaom (3) 738 (t, 8) 128.94 Haom (2) (31
Harom (4)
COryr - 169.77 - -
COLeu - 174.12,177.20 - -

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CD3OD.
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Atom 'H-RMN BC-RMN COoSsY HSQC lHMBng
8 (ppm)*” 8 (ppm) 'HoH  'HoBC H->"C
C(ah)
CHs (ah)  0.92-0.99 (m) 21.96,22.06,  Lhg) cah) C (b.g)
23.42, 23.47
c(c
C(a,h)
CH(bg) 777777777 25.85, 25.91 H (a,h) C (b,9) C(ch)
1.53-1.74 (m) g Eé‘gg
CH;, (c/f) 41.88, 42.21 Hde  C(cf cide)
co
. C(b,9)
4.41 (dd, 5.6 10.0)
CH (d,e) 448(0d 6.4197) 52795341 H (c.f) C(de) g (gc,f)
_ _ C ()
CH (i) 4.08(dd, 4.4i9.2)  55.79 H () C (i) Carom (1)
co
C(i)
. 2.88-2.94 (m) H () - Carom (1)
CH. () 3.25-3.34 (m) 37.97 H (i) ) Carom (2)
Carom (6)
Carom (1) - 126.51 - - ]
Carom (4)
CHaom (2)  7.26(d, 2.2) 132.83 Haom®)  Caom(2)  Caom (6)
Carom (1)
Carom (3) - 130.54 - - -
Carom (4) - 155.24 - - R
Carom (1)
CHaom (5)  6.90 (d, 8.2) 117.68 Haom®) Caom()  Caom (4)
Carom (6)
_ Harom (5) Carom (2)
CHaon-6 7.10(dd, 2.2i8.2)  130.48 Carom (6) Carom (4)
Harom (2)
Carom (5)
Carom (1) - 139.86 - - -
Caom (2)
CHaom (2)  7.58 (dt,1.4i 8.4) 130.42 Haom 3)  Caom(@)  Caom(3)
Carom (4)
CH y Harom (2’) y Carom (11)
wom (3)  7.39 (t, 8.4) 129.02 ! Cam@®)  Caom(2)
Harom (4 ) Carom (31)
CHauom (4) 7.9 (tt1.4184)  127.89 Haom () ¢ 4)  Caon(@)
arom . 3= . . Harom (31) arom arom
COryr - 169.88 - - -
COLeu - 174.10, 177.21 - - -

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CD3;OD.
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8. Procediment experimental

Atom 'H-RMN BC-RMN CoSsY HSQC f'MBlg
8 (ppm)™” 8 (ppm) 'Hos'H  'Ho®c HTC
C (ah)
CHy(ah)  089:0.95(m) 50 on 2059 Hbg Ch  C(bg)
I es C (c.f)
C (ah)
CH (b,g) 24.40, 24.48 H (a,h) C (b,9) C
1.54-1.70 (m) C (ah)
C (b,9)
CH, (c,f) 40.40, 40.73 H (d.e) C (c C(de)
co
C(b,9)
CH (d,e) 4.34-4.45(m)  52.08 H (c.f) C (d.e) C (c.f)
co
CH (i,)) 401411 (m)  54.25 H (j,k) C (i) co
2.80-2.93 (m) H (K ()
CHa (j,K) 313-3.19(m)  35.87, 36.46 H (D C (i, Carom (1)
3.19-3.30 (M) ’ Carom (4)
Carom (1) - 125.17 - - .
C ()
CHaom (2)  7.22(d, 1.6) 131.24 - Caom(2)  Carom (4)
Carom'(ly)
Carom (3) - 128.42 - - .
Carom (4) - 15380 - - -
Carom (1)
CHaom (5)  6.86 (d, 8.0) 116.12 Caom®)  Caom(5)  Caom (3)
Carom (4)
C ()
CHaom (6)  7.06-7.09 (M)  130.22 Caom®B)  Caom(6)  Caom (2)
Carom (4)
Carom (1’) - 13805 - - -
, , n Carom (3)
CHaom (2)  7.57 (d, 8.0) 129.74 Caom (3)  Caom (2) )
Carom (2)
C K
CHaom (3)  7.31(d, 8.0) 128.75 Caom ) Caom3)  Caom (1)
Caom (3)
Carom (4) - 129.33 - - .
co - 168.49, 170.30, 173.04 - - -

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.

bEspectres enregistrats en CD3;OD.
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8. Procediment experimental

Atom 'H-RMN BC-RMN CoSsY HSQC
& (ppm)*° S (ppm) HoH HoBc
21.95, 22.05,
CHs(ah)  0.92-0.98 (m) S o Hbg  Ch)
CH (b.g) 25,85, 25.94 H@h  C(bg)
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr 1.55-1.75 (m)
CH, (©f) 41.86, 42.20 Hde  C(cf
CH(d®) 4o Ef'% 252 110.0) 5586 53.44 Heh  C(de)
_ 410 (dd, 4.419.2 . _
CH (i) 4_18_2_21 pu ) 582 HGk  CGl)
2.89-2.95 (m) H K
CH, (k)  311(dd,8.4114.8) 3657, 37.86 ney R
3.25-3.37 (m) :
CHarom (2) Carom (2)
CHarOm (6) Carom (5) Carom (6)
) 716(m 131.65 ) )
CHarom (4) (m) Carom 3)  Carom (4)
CHarOm (6’) Carom (6,)
CHarOm (5) C Carom (6) Carom (5)
) 6.93(dd,5.2,88 117.50, 117.57 ) )
CHarom (3) ( ) Carom @) Carom (3)
Carom (1)
Caom@ 126,85, 127.43, _
Corern (1) 127.48, 133.56°
Carom (5)
Carom (4)
) . 155.20 : :
Carom (2)
co : 17010, 174.45 - :

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CD3;OD.
°Els carbonis no s’han pogut assignar.
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8. Procediment experimental

H,N
S U n a
q PO ym | b .
O HN7o N NH
H2N w u K O (0] 2
W NH H\G)L N %
‘ 2 L
o) 3 A 431 J' O/<qf
HaNTy ™ 41' h
BPC432
Atom '"H-RMN COoSsY
& (ppm)*° HoH
CH; (a,h,n) 0.93-0.98 (m) H (b,g,m)
CH (b!g!m) H (a,h,n)
CHZ (C,f,') H (d e k)
CH; (p,u) 1.20-1.74 (m) S
H (o,t)
CH. (q,v) ’
29, H (s,x)
CH, (r,w) ’
CH (d,e,k) ] H (c.f.l)
CH (0 4.34-4.46 (m) H (o.0)
. 4.05-4.11 (m .
CH (i.y) 4.69-4.72 §m§ H(2)
. 3.25-3.33 (m .
CH. (.2) 2.84-2.93 Em§ H{Y)
CH; (s,x) 2.84-2.93 (m) H (r,w)
CHaom (2) Harom (3)
’ 7.29 (d, 8.0 ,
CHarom (3) @ 80) Hurom (2)
CHarom (3) Harom (2)
’ 7.67 (d, 8.0 ,
CHarom (2) (d.8.0) Harom (3)

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CD3;OD.
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8. Procediment experimental

HN_ rq Po o w " L,
S N ! c
w wOHNTC Tk O o NH,
HZNM NH K if)LN ¥
HN |\—-(( 2 H
(0] y 1 =. @) >g\
HoN" %5 6 4 : h
z g 2
4520 BPC434
o
Atorm 'H-RMN CoSsY
8 (ppm)*° Ho'H
CHgs (a,h,n) 0.91-0.98 (m) H (b,g,m)
CH (b!g!m) H (a,h,n)
CH; (c.f)) H (d,e,k)
CH, (p,u) 1.16-1.71 (m) '
H (t,0)
CH: (qv) H (s,x)
CH, (r,w) ’
CH (d,e k) 4.18-4.49 (m) H (c.fl)
CH () 4.09-4.15 (m) H(2)
4.09-4.15 (m)
CH (0.9 4.57-4.64 (m) H (.
CH () 4.57-4.64 (M) H ()
2.70-2.72 (m)
CH; (s.) 2.83-2.93 (M) H (W)
. 2.83-2.93 (m) H ()
CH: () 3.13-3.19 (m) H ()
H (2)
CH, (z 3.13-3.19 (m)’
2 (2) (m) H (y)
CH; (a) 3.78 () -
CHarom (2) 7.32 (d, 8.2) Harom (3)
CHoarom (3) 7.49 (d, 8.2) Harom (2)
CHarom (3) 7.05 (d, 8.6) Harom (4)
CHarom (4) 7.24(dd, 2.4186)  Haom (3)
CHarom (6) 7.22(s) -

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CD3OD.
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8. Procediment experimental

\/\/BJOLHm
o)

OHN"© K

a
b
c
d NHy

o} y 150 >9\h
HoN 4‘2
4 l 3 BPC436
3 2'OH

Atom 'H-RMN COoSsY

° & (ppm)*° HoH
CHjs (a,h,n) 0.87-0.97 (m) H (b,g,m)
CH (b,g,m)
CH, (c/1) R
CH, Ep,u; 1.45-1.70 (m) H (o)
CH: (q,v '
CH, () H (sX)
CH (d.e,k) 4.27-4.54 (m) H (cf.l)
CH (y) 4.07-4.14 (m) H (2)
CH (01 asiaoim MOV
CH () 4.57-4.61 (m) H ()
ey RO

. 2.81-2.91 (m) H (j)

CH: () 3.07-3.18 (m) H (i)
CH, (2) 3.07-3.18 (m) : g/g
CHarom (2) 7.32 (d, 8.2) Harom (3)
CHarom (3) 7.60 (d, 8.2) Harom (2)
CHarom (3) 6.88 (d, 8.0) Harom (4)
CHarom (4) 7.09(dd, 2.0i80)  Haom (3)
CHarom (6) 7.247.25 (m) -

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CD3;OD.
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204

r e 2 3
BPC438
Atom 'H-RMN BC-RMN CoSsY HSQC
& (ppm)*° S (ppm) HoH HoBc
4.67-4.72
CH@D 405 dd 5(_”2“)i 1p0) 54325577 Hbr  C(adg)
CH, (kp)  2.84-3.02 (m) 40.43 HGo)  C(kp)
2.84-3.02 (m) H (a,)
CH: 0 535,330 (m) 38.15, 38.69 Hon  COn
CH (c) 4.348-4.40 (m) 51.94 H (d) C©
CH, (d) 41.39 H (0) C ()
CH (e) 25.66 H (6 C(e)
CH, (hm)  1.20-1.62 (m)° 2624 ’ g?rg C (hm)
Crebo Hiep) 09
CH, (i,n) 21.49 : gjhg)”) C @)
CHs (f) 0.85-0.90 (m) 23.50, 23.69 H(e) c
CH()  4.11-4.14 (m) 54,32 Hhm)  C(gl)
CHarOm (2) 7 26 d 8 2 1 Harom (3) Carom (2)
CHaom 3 20(082) 30.88 Haom ) Carom (3)
CHarOm (3) Harom (2) Carom (3)
) 767(d, 8.2 127.83, 127.95 ) )
CHarom (2) @ 82) Haom (3)  Carom (2)
Carom (1)
Caom (@) 131.38, 134.53, ]
Crom (1) 137.56, 140.90
Carom (4)
co - 16881,175.91 - :

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CD3;OD.



8. Procediment experimental

BPC440

At 'H-RMN CosY
om & (ppm)*° HoH
CH (a) 459 (dd, 2.8112.0) H (b)
3.21(dd, 2.8114.0)  H (b)
CH2(0) 5’83599 (m) H (a)
e IZIEM o
CH (0) 4.33-4.36 (m) H (d)
CH, (d)
CH (©) n©)
CH, (hm)  1.18-1.61 (m) : (@ |
CH, (i) n @)
CH, (j.0) (k,p)
CH; () 0.92-0.96 (m) H ()
ooy LRI o
CH (q) 4.06-4.10 (m) H (1)
CH, () 3.14-3.16 (m) H (9)
CHzs (s) 3.78 (s) -
CHaom (2)  7.30 (d, 8.2) Harorn (3)
CHaom (3) 7.8 (d, 8.2) Harorn (2)
CHaom (3)  7.05 (d, 8.4) Harorn (4)
gﬂzz: Eg:g 7.23-7.26 (m) Harom (3)

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.
bEspectres enregistrats en CD3;OD.
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BPC442
At 'H-RMN COoSsY

om & (ppm)*° HoH
CH (a) 4.52-4.58 (m) H (b)
CH@) 406410 (m H (hm)
CH (q) 4.06-4.10 (m) H (1)

3.21(dd, 2.8114.0) H (a)

CH0) 550294 (m) H (b)
CH: (6P) 5035 78 (m) H (o)
CH (0) 4.37-4.40 (m) H (d)
CH, (d)
CH (e) =
CH, (hm)  1.18-1.67 (m) : (@ |
CH, (i) n @)
CH, (j.0) (k,p)
CH; () 0.92-0.97 (m) H (o)
CH, () 3.12-3.13 (m) H (9)
CHaom (2)  7.31(d, 8.2) Harorn (3)
CHaom (3)  7.59 (d, 8.2) Harorn (2)
CHaom (3)  6.89 (d, 8.2) Harorn (4)
CHaom (4)  7.09(dd, 2418.2)  Huom (3)

CHaom (6)  7.53 (sa)

®Entre paréntesi s'indica la multiplicitat i la constant d’acoblament en Hz.

bEspectres enregistrats en CD3;OD.
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Annex: Espectres i cromatogrames
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N-(tert-Butiloxicarbonil)-3-iodo-4- metoxi-L-tirosina (20a)

BocHNYCOOH
L
OMe

20a

'H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm)

=1 = e 11 =] o [l =] I

¥C-RMN (50 MHz, CDCl5) & (ppm)
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IR (neat) v (cm™)

HRMS (ESI) m/z
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N-(tert-Butiloxicarbonil)-3-iodo-4-al-liloxi-L-tirosina (20b)

BocHNYCOOH

\©:(I)AI

20b

'H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm)

¥C-RMN (50 MHz, CDCl5) & (ppm)
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IR (neat) v (cm™)
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N-(tert-Butiloxicarbonil)-3-iodo-4-[2-(trimetilsililletoximetoxi]-L-tirosina (20c)

BocHN._COOH

o s
OSEM

20c

'H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm)

¥C-RMN (50 MHz, CDCl5) & (ppm)
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IR (neat) v (cm™)
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N-(tert-Butiloxicarbonil)-3-pinacolatoborono-4-[2-(trimetilsililletoximetoxi]-L-
tirosinat de metil

BocHN__COOMe

'H-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm)
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N-(tert-Butiloxicarbonil)-3-pinacolatoborono-4-[2-(trimetilsililletoximetoxi]-L-

tirosina (29)
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ppm

10.43

5-Bromo-N(a)-(tert-butiloxicarbonil)-L-histidinat de metil

BocHN__COOMe

Br Iqu)H

'H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm)
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IR (neat) v (cm™)
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BocHNvCOOMe
2 5-Bromo-N(a)-(tert-butiloxicarbonil)-N(m)-[2-(trimetilsilil)-
NSEM , : T ,
1/(/) etoximetil]-L-histidinat de metil (32a)
N

Br

32a
BocHN._COOMe 5-Bromo-N(a)-(tert-butiloxicarbonil)-N(t)-[2-(trimetilsilil)-

: etoximetil]-L-histidinat de metil (32b)
N
/

SEM
32b

'H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm)
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IR (neat) v (cm™)
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4(5)-Bromo-5(4)-metilimidazole

N
Brlj\]»
H

'H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm)

¥C-RMN (50 MHz, CDCl5) & (ppm)
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IR (neat) v (cm™)
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Br. N 1-[2-(Trimetilsilietoximetil]-5-bromo-4-metilimidazole (31a)
5 I 3 [ )
r N N . s . . L
SEM SEM 1-[2-(Trimetilsililetoximetil]-4-bromo-5-metilimidazole (31b)
3la 31b

Isomer a:

'H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm)

¥C-RMN (50 MHz, CDCl5) & (ppm)
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Barrejaisomer ai b:

'H-RMN (200 MHz, CDCls) & (ppm)

¥C-RMN (50 MHz, CDCl5) & (ppm)
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IR (neat) v (cm™)

HRMS (ESI) m/z
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Annex: Espectres i cromatogrames

Fmoc-Leu-Leu-NH,

H O
FmocHN N\i)LNHZ
5 i

>/

HPLC (A = 220 nm)
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H-Phe(4-1)-Leu-Leu-NH, (13)

0 y O
HZN\)LN N\)LNH2
S OH 5§ >/

HPLC (A = 220 nm)

_ volum injectat 20,0 pi
Tnal WL220 nm

GO0

5,331

500
400

300+

Ahsorbancia [mall]

200+

1004

7272

1 min
-100 — 7T T T T
0.0 2.0 40 f,0 a0 100 124

Temps de retencid [rmin]

No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min maAl mAU*min %
1 553 560,345 46,344 95,20
2 77 25,165 2367 480
Total: 556013 48310 100,00
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ESI-MS m/z

HRMS (ESI) m/z

Inte;osé > +MS, 0.8-1.4min #(49-86), -Peak Bkgrnd
X

1.0 387.0592

0.8

0.6

517.1693

500.1422

0.44 539.1512

359.0632
0.2

455.1201
350 375 400 425 450 475 500 525 550 mz
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H-Phe(4-)-Lys-Leu-NH,

NH,
o y O
HN NQ{NH
H H o) >/ 2

HPLC (A = 220 nm)

wolum injectat 80,0 pl
1.800 3D WL 220 nim
=
] &
1,500 @
1.250
=
1.0004
E
@
& 750
o
= k! .
=L q w
SDD—_
260-] | =
4 ool 8
] w
d n J‘ﬂ—’kﬁ\
min|
I T S B —
0,0 2.0 4,0 6,0 g0 10,0 12,5
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time {detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAU™min %
1 b 20 112,744 6,318 372
2 b33 1447 840 129,176 7602
3 b B2 440 24 31 567 18 A9
4 b 91 47 000 2,846 167
Total: 2045 218 169 927 100,00
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H-Phe(4-)-Ser-Leu-NH,

0]

H
0 y O
HaN NQ{NH
:H : 2

T

HPLC (A = 220 nm)

valum injectat 80,0 pl

1.400

Al it WL:220 nm
o
1.200+
1.DDEI—-
S 800+
E
= 1
2 B00-
T 4
=
i ] o
= 4004 o
200 3
7 |
- ‘N_FE_
1 min
-200 L L L AL I R T T
0,0 2.0 4,0 &0 &0 10,0 12,5
Termps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAU mAU*min "
1 B34 75,808 5151 407
2 B 51 1224 157 95,120 7523
3 E.81 207 401 26,162 20F9
Total: 15538 364 126433 100,00
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H-Tyr(3-I,Me)-Leu-Leu-NH, (24a)

Pes
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H
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0,0 2,0 4,0 &0 8,0 10,0 12,5
Temps de retencid [min]
No. [Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mALUmin kil
1 586 1545 BBE9 143,211 92,34
2 722 85,479 7429 479
3 7.9 49 791 4 451 287
Total; 1681,939 155091 100 00
ESI-MS m/z
Intens. [1. +M3, 0.3-0.9min #(22-65)
x109
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64
44
24
660.1
D I l J._L s
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H-Tyr(3-I,AD-Leu-Leu-NH, (24b)

@)
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H2N\)kN \)kNH
ER :

H
N
o >/
AIO/©/ 24b

2

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z
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H-Tyr(3-)-Leu-Leu-NH, (24c)

HO
|
HPLC (A = 220 nm)
Sy WL 220 ]
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] g
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2504
5 200
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50 o
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-50 T L R A — i T T
0,0 2,0 4,0 &0 2,0 10,0 12,5
Temps de retencid [min]
Ho. |[Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAlUFmin %
1 549 286 507 18,130 96 BB
2 854 14,940 027 3,34
Total: 301 547 18,758 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.7min #(20-31)
x106
2.5 533.0
2.0
1.5
1.0
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H-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH, (4)
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HZN\)L
O\B/©/ 4
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H O
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H o 1

>/

IR (neat) v (cm™)

HRMS (ESI) m/z

Intens. |2,

X105
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0.0

233.1653

L
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A L

L h U.“LA el

+MS, 0.8-1.4min #(48-84), -Peak Bkgrnd

517.3559

500.3291

539.3375
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66

HPLC (A = 220 nm)

wyolum injectat 40,0 pl

120050 WhL220 nmi
- [+]
1.0004 b
800
=) ]
E 600 -
5 1 5
E ] w
g 400
2 J
=
mn; L)\,\_,/j\
o]
200 . ; : . . -
o0 20 40 6,0 &0 10,0 125
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel Area
i mALl mAL*min %
| 6,07 403 086 34059 2864
2 723 845 536 84 B62 71,36
Total: 1251 B2 118921 100 00




Annex: Espectres i cromatogrames

Intens.

LC- MS m/z
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'"H-RMN (400 MHz, CD3CN) & (ppm)

5.903
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2.0
|
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B4.763
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HSQC edited (CDsCN) & (ppm)

COSY (CD:CN) 5 (ppm)

F1 [ppm]

T T T T T T T T T T T
2 F2 [ppm]
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H-Phe(4-BPin)-Lys-Leu-NH, (17)
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N
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HPLC (A = 220 nm)

wolum Injectat 40,0 pl
120D VAL 220 il
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0.0 10 40 6.0 8.0 10,0 125
Temps de reencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAU min %
1 580 236 491 14,738 17 03
2 662 g6 M7 71821 g297
Total 1132,708 95,550 10000
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'H-RMN (400 MHz, CDsCN) & (ppm)
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H-Phe(4-BPin)-Ser-Leu-NH, (18)
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18001550 WL 220 nm)
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'"H-RMN (400 MHz, CDsCN) & (ppm)
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H-Tyr(3-BPin,Me)-Leu-Leu-NH, (25a)

HPLC (A = 220 nm)

1600150 WVL220 niml|
] o o y o
1,250 o Ly oo N My AN A,
Hah A N\.)LNH2 L }{
=z H =
E o]
1.000-] /@’ }- ~o~ ;
=) o 0‘8‘0
E 1 Ho ™™ “oH ‘)—‘(‘
2 750
§ 500]
250
0
200+ : : : : : -
0,0 2,0 4,0 6,0 8.0 10,0 12,5
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mal mAU min %
1 5,28 1244 B97 127 674 48 51
2 6,75 248990 29422 11,18
3 706 487 272 76872 2921
4 747 206,212 29228 11,10
Total: 2187 171 263,196 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.8min #(40-69)
x107
547.3
31
2.
14 465.2
0 1283 L | . 6953 741.4 8395
o0 200 300 400 500 600 700 8OO 0  mm
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HRMS (ESI) m/z

Intens. [ +MS, 0.8-1.2min #(47-73), -Peak Bkgrnd
x10% |
547.3683

T 447.2785

569.3485

417.2571

465.2897 487.2700501.2862 530.3403

0 . ! ’ I— Y walh 1 b w . ML

T T T
400 420 440 460 480 500 520 540 560 mz
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H-Tyr(3-BPin)-Leu-Leu-NH, (25b)
(Obtingut a partir de la resina 2c)

HzN\)k\i( NH
Feg

ﬁ

HPLC (A = 220 nm)

1]

nall WRLZ220 nim)

A00—

| Ho© o b ©
400 HA N N\__)J\NHZ HZN\;)I\NH N\:)J\NHZ
] : o = : o X

300+

6,112

I

=)
; i
7118

Absorbancia [mal)]
=y
b1
o
u

200+

100+

1 min
50—
0,0 20 4.0 6,0 a0 10,0 125

Temps de retencid [min]

No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mal mAU“min ki

1 6,11 455 434 56,573 36,58

2 6,49 81,346 13,737 5,58

3 6,77 120 633 17 348 1122

4 712 306,353 35,753 2312

a 733 162,804 21,834 1412

5] 7,70 61,706 9421 6,09
Total: 11588 .306 154 B66 100,00

HRMS (ESI) m/z

Intens. 5. +MS, 0.8-1.5min #(46-88), -Peak Bkgrnd
x105
i 533.3511
0.8 407.2662
0.6 277.1545
i 451.2729
0.4
| 321.1617
0.24 131.1194
1 86.0957 587.0985
7% A AN NSS! S VRS UGN W U5 WSO BV Y
100 200 300 400 500 600 mz
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Intens.
x108

0.5

0.0

H-Tyr(3-BPin)-Leu-Leu-NH, (25b)

(Obtingut a partir de la resina 2d)

HzN\)k\i( NH2
Weg

ﬁ

HPLC (A = 220 nm)

500 volurmn injectat 20,0 pl
ALl WLI220 him|
] P
4 o [t
750 oo~
B25-
=)
A00+
E
© ]
5 375 g
g ] < g
= 1 o
250 "
1254
1 i
At — ; — ——
0,0 20 4.0 ED 8.0 10,0 12,4
Tetmps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAlU mAU min "
1 5,14 276 792 33701 16,81
2 B2 BE1 765 76,158 37,58
3 7.1 22 595 1.801 050
4 7,30 161,340 18,236 909
3 7 56 ES0 498 70 E09 35,22
Total: 1772991 200505 100,00
ESI-MS m/z
+MS, 0.5-0.8min #(45-84)
607.2
451.2
407.2
131.0 2680 3796 |
. A " Al 4
100 200 300 400 500 600 700 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic BP255

0 y O
HN N
<N - "NH,
: H g ,>/
O BP255

IR (neat) v (cm™

104 "
et Tt T e A A ['“"*”MHU’“”‘“\M flf‘-"' ”‘W“ﬁw'ﬂn ﬂ""“'v'fl II'I\‘%W ! I"M 1
| |
\ Y ! |
\J/ LY ‘ | ” | Y
| g - ;
“ /F e I i
] I ’
bl | b
% (N H 7
R \ | | HF
o | || % ||J
||| !
I
_ | § "
o5 I‘ |
: g
o H ‘
e |
|
&
7H E
4000 3500 3000 2500 2000 1500 500
Wavenumbers
HRMS (ESI) m/z
Intens. 2, +MS, 0.8-1.3min #(45-78), subtracted peak start and end
] 450.2753
1 467.3015 489.2838
2500
2000
1500
1000+
] 505.2579
500-
] 517.3555
0_- |V WP . " i. A |l. ) m [P NP
T T T T T T T T T
440 460 480 500 520 540 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

'H-RMN (400 MHz, CDsCN + D,0) & (ppm)

o e 0 ¢
Ly o 0§
LD D D D
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Annex: Espectres i cromatogrames

HSQC edited (CD3CN + D20) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament convencional

86

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z

Intens.
x107
1.2

0.8+

0.6+

0.4+

0.2

0.0

p— 435.2

g

F579.2

F 639.3

F743.4

r779.4

+MS, 0.5-0.8min #(38-64)

- 933.5
9555

300

§'-4DT‘2

g 4892

700

800

900

m/z



Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament per irradiacié de microones, protocol A

HPLC (A = 220 nm)

500 Ana Afonsowbril 2009729-04-09 wolurm injectat 30,0 pl
Jnal WAVLZ220 nm
625-] ]
| ™
500
= )
E ]
= 375
E 4
“iTh
=
5
2 250 a
125 m o
1 o
EI——--.__JH\.\—- Mn"w\
] min
L o e L e B B B S S B R
0.0 a0 10,0 14,0 200 25,0 0,0 335
Temps de retencid [min)
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel Area
min mAl mAUFmin %
1 16,32 141 069 15 020 965
2 16,73 130 B52 13,816 G887
3 18,22 54 474 o422 G 05
4 18 27 57 311 7712 4 95
5 19 57 a7 s87 12 446 709
5] 2113 527 521 o7 282 B2 .48
Total: 1028714 165 597 100,00
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament per irradiacié de microones, protocol B

88

HPLC (A = 220 nm)

Ana AfonsolSetembre 2009/08-09-2009

walurm injectat 40,0 pl

1.200

AL WAELI220 i)
1.000 i
4 [
2004
- i
E i
‘® GO0
= |
R
=
% -
£ 4007
5 &
E -
2004 o om
4 “
w
1 rming
Al — T T T T T T T T T T
IR 1] 20 4.0 6,0 a,0 10,0 124
Temps de retencid [min)
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mhAll mAl*min %
1 5,19 141,219 8,413 701
2 G R2 a8 044 3402 316
3 691 155 494 16,348 15,18
4 725 BER AR7 79515 7385
Total: 1211 223 107 577 100,00




Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic BP256

(0] H O
H,N N A
N 7 "NH,
= H o :>/
O BP256

IR (neat) v (cm™

1004

MMW\J “'\""HJ\.-\M/’ lh,w’\ Mw."""““"‘wﬂrﬁw‘\

" [

et WM‘ W W]
Y || | \

=
2163.38

$15.00

1452 81

1658.49 ==—

1504.21

699.26

4000 3500 300D 2500 2000 1500 500

Wavenumbers

HRMS (ESI) m/z

Intens. Tp. +MS, 0.8-1.5min #(48-91), -Peak Bkgrnd
x105
12 351.2074

104

0.8

0.6

481.3155

0.44 323.2108

464.2896 5032075
027 261.1580277.1544

0.0

300 350 400 450

500 mwz
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Annex: Espectres i cromatogrames

'H-RMN (400 MHz, CDsCN + D,0) & (ppm)

g 2 1 opm
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0 120 0 1 30 &0 0 0 EES
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament convencional

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.7min #(40-60)
x108
1.5+ o
g
1.0
o
)
=
05{ @ o
8 =2} N§
- g o™ — o o - <+
i @ @ o 2 @ o N o= Tw Tnw ]
o & ¢ 8 g5 22 rBe =l 3
0.0 L . TN SO l LINTVY] Kb b o b © o :
oo 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament per irradiacié de microones, protocol A

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z

Intens. +MS, 0.5-0.8min #(41-69)

(%)
4813
100+

804

779.4
ll A 1 Ao vy - §9§:.3 \ g — ‘9(5‘1,4: _
100 o 3w 400 500 600 700 800 900 iz
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament per irradiacié de microones, protocol B

HPLC (A = 220 nm)

500 Ana AfonsoZetembre 200911 4-09-2009 wvolurm injectat 80,0 pl
Jnall WL 220 nm
1 o
=
1 r-
625
500
= ]
E ]
E3TaH
E 4
i
=
Q ]
§ 250—_
] R
126 o ﬁ s %
] w ~
1 min
-10a L R A R | T ™ T T
0,0 20 4.0 g0 2.0 10,0 125
Temps de retencid [min)
No. |Ret.Time {detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAU min T
1 5,15 oG 227 4 094 597
2 5,60 45 327 2032 206
3 726 73,056 4121 .01
4 7 A7 GG 576 54 780 79,89
5 7,89 A0 060 3541 5,16
Total: 891,345 [l fhatatat 100,00
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Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic BP257

IR (neat) v (cm™

100 parn N
MMMWﬂ\ I,w"“'mvl Il\-m-wr“/\"n‘ l[v"w"-".r“‘ﬂﬂ g T.fh- fﬂﬂ'm P ﬂ M r’,mllww | F" W"'JU‘(
I‘ I
Y ) || | o
- =
N IR -
¥ | |8 ¢ ” : s
05 Bl = g 2
&l Inn :
Sy |
RN —
h h s
| | Bl=
i I
; | ‘ )
H |
|
: |
= "
|
804 kv“
™ 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers
HRMS (ESI) m/z
Intens. Jp. +MS, 0.8-1.3min #(47-76), subtracted peak start and end
] 497.3125
500.] 480.2876
200 519.2937
300
200.] 535.2688
100
] 554.5530
0: lﬁ.nl Laditald “1 Lot l.l.nl-n.anl s Lll Lirak Ilhu hdassadal
480 500 520 540 560 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

'H-RMN (400 MHz, CDsCN + D,0) & (ppm)

6.648
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Annex: Espectres i cromatogrames

HSQC edited (CD3CN + D,0) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament convencional

HPLC (A = 220 nm)

3 000 Ana Afonsoldbril 2009725-04-09
’ mall WAWL-220 nm)
3
1.5004 -
=
£ ]
2 1,000
=
(0
=
2
=
=L
500 &
5
=t
o
1 o
Il min
L o o B /i L S B B L B B
0,0 5.0 10,0 15,0 200 25,0 335
Termps de retencia [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAll mALmin %
1 16,32 115,293 11,433 4 47
2 16,73 37 768 32,188 1259
3 21,16 1465 BOG 211997 8294
Total: 1898 574 256618 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.4-0.8min #(37-67),
X107
1.504
o™
1.254 5
1.004
0.754
0.504
0.254 § g ™ g o s w0 n
I~ uw @ ™ s}
9|7 & N 8 g
0.00 r T T A A L t T —r T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament per irradiacié de microones, protocol A

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z

Intens. +MS, 0.5-0.9min #a1-74)
[%H

100 4973

713.2 779.4 993.4

Ny i

100 200 300 400 500 600 700 " 800 900 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament per irradiacié de microones, protocol B

HPLC (A = 220 nm)

2 000 Ana AfonsoSeternbre 2009/18-09-2009 volum injectat 60,0 pl
’ _mAU o WL 220 Kim
] ~
1.500
= i
E 4
= 1.000
E 4
il
= i
Z |
Ew]
= _
500
] min
L e L e L LA S B
o.n 2.0 4.0 B0 g0 10,0 124
Temps de retencid [min)
No. |Ret.Time {detected) Height Area Rel.Area
min mAl mALFmin "
1 G739 2776 3702 2
2 G99 59,348 5,354 29
3 7,19 1645 514 166,710 90 59
4 7 85 42 452 4 B30 2 A2
o g0 18,278 1762 095
G 5,18 19 595 1 BGE =)
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Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic BP258

0 H O
HaN A AN
EH g 2

BP258
O
-1
IR (neat) v (cm™)
100
Mari Vi) A fm | \ Fﬁﬂﬁ &ﬂ J q
et v'\ I"W | Il\/w/f\., WWMHN\IMJ‘M"'W | ”‘\'] ™ Wl" 0 'z\f\'\' l
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B 3| 2 | l\
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e g
g ‘
|
a0 g 2
%
F= 4000 3500 3000 28 2000 1500 500
Wavenumbers
HRMS (ESI) m/z
Intens. 5 +MS, 0.8-1.2min #(50-73), -Peak Bkgrnd
8000 367.2018
6000
4000 -
339.2069 497.3115 519.2942
2000
480.2857
261.1590 311.2534
249.1597 355.2786 413.2548
4451232
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250

300 350

100
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Annex: Espectres i cromatogrames

'H-RMN (300 MHz, CDsCN + D,0) & (ppm)

. NN

T T T T T T T T T T T T T T
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament convencional

HPLC (A = 220 nm)

600 Ana AfonsolAbril 2009/30-04-09 volum injectat 30,0 pl
AL WiL:220 nrr
500 ]
4DD—_
= _
£
m 3004 o
2
ﬁ 2004 §
1EIEI—: § =
'55'""|""|'"'|""|""|"""ml'n
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 335
Temps de retencid [min)
MNo. [Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mALU*min %
1 16,71 231 302 27 516 18,56
2 18,21 129 504 13,781 929
3 19,25 46 502 4 822 325
4 19 56 58,905 7 465 503
g 2102 476 029 80 580 54 34
5 21 68 67,135 14,125 953
Total; 1009 376 148,288 100,00
ESI-MS m/z
Intens. o +MS, 0.4-0.8min #(36-66)
x10 &
1. =
1.25
1.004
0.754
0.50 o
[
o ¢
0.25] o oy o oo o W ©
0.00 . - . LINY P A i ; Ay
100 200 300 400 500 00 700 800 900 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament per irradiacié de microones, protocol A

HPLC (A = 220 nm)

1.400 Ana AfonsalAbril 2008/29-04-08 valum injectat 50,0 pl
: AL WL 220 nm
i ]
1.200—
1.000+
% 500+
E J
E 4
‘® BO0-
E J
= n =t
<L i ;_
400+ o
J . %
J =]
200 peri
- t M
\—""“ rin
i 77— 7T
0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 250 30,0 335
Temps de retencid [min]

Ho. |_Ret.Time {detected) Height Area Rel.Area
min mAU mALlFmin T
1 16,71 336,383 40,151 14,23
2 17 95 52 450 g.700 308
3 18,21 125 445 14 853 526
4 18,25 117 366 11,330 4 01
5 20 99 1144 411 207 M9 73,41
Total: 1806 071 202,289 100,00
ESI-MS m/z
Integzi B +MS, 0.5-0.8min #(41-70))
100 497.3
80.
60.
40
207 4073 4e0,
0 . Ao i 7??'4A 9933
100 200 300 400 500 600 700 800 200 "miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament per irradiacié de microones, protocol B

HPLC (A = 220 nm)

1,400 Ana AfonsolSetermbre 20058/14-09-2009 volurm injectat 40,0 pl
' JmALl o WL 220 nim
7]
- P‘:_
1.000
5‘ 4
E 780+
£ i
=
~(T 4
S s004
o 4
Z
2
T o
2501 o8
i @
0
1 min
L e e B S AL A S B A B |
UM 20 4.0 B0 a0 10,0 12,4
Temps de retencid [rnin]
NHo. |RetTime (detected) Height Area Rel.Area
min mAlU mAU min %
1 B O7 227 Be8 11, F99 845
2 5,16 217 593 11,263 g8.12
3 G 58 136 022 6,304 4 55
4 G283 &7 702 3 466 250
5 720 1127 227 105 802 76,38
Total: 1778412 135 524 100,00
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Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic BP259

o} y O
HZN\:)LN N\;)LNHZ
: H g ,>/
O BP259

O,N

IR (neat) v (cm™)

10
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4 | |' |
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e
! § 2 5
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n
; |
m
s [
; |
n E’
c 1
)
8- |
" 5
3 @
2 B
75
4000 3500 3000 2500 2000 1500 500
Wavenumbers
HRMS (ESI) m/z
Inlens‘i 2. +MS, 0.9-1.4min #(51-82), -Peak Bkgrnd
x10
534.2674
2.5
2.0
1.5
1.0
382.1747
495.2586 512.2846
0.5 354.1798
0.0 . . \L N . s [N s N " L J‘_
300 350 400 450 500 mz
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Annex: Espectres i cromatogrames

'H-RMN (400 MHz, CDsCN + D,0) & (ppm)

W
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Annex: Espectres i cromatogrames

COSY (CDsCN + D,0) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

HMBC (CD4CN + D,0) 8 (ppm)

41_.-};..}-_’* e / \\.J' 'y Fn_-d_./; -
— 7 I
I == B B

]

i~ - - - - F
—3 __

T -

_J - B
3 - . L
- - - —
T T T T T T T T T T T T T T T T T T —
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament convencional

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z
Intens. (2, +MS, 0.9-1.1min #(52-68), subtracted peak start and end
495.3 512.3
800
600
4 534.3
400 A
200
4 550.2
0 Moo h b nhn At Lo P WO T | It A la [ lh. _ll
—r+ v v v+ [ vt 1 Tt [ v r Tt T T T ‘Tt T [ T 1t T T T T T T T T T
490 500 510 520 530 540 550 m/z
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament per irradiacié de microones, protocol A

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z
Intens. o +MS, 0.4-0.8min #(36-65)
x107 o
uw
1.254
1.00-
0.751
0.504
N o
0251 = 9 8w § B2 Y oTe
L h @ 6 T 5 Ec
Li L 8 L rrke
0.00 , . . . 1 L L by L N o IJ. i i II. ; .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament per irradiacié de microones, protocol B

HPLC (A = 220 nm)

800 Ana AfonsoSeternbre 200801 7-059-2009 volurm injectat 60,0 pl
Jnall WL 220 nim
] o
] o
E -
B25-
500
g ]
= 375 ]
E 4
Ry 4
= -
5]
E 250—_
: w
125 %‘m
i o B
- LD-
1 min
B e e I S e o e e e T e Eo e B
0,0 2.0 4.0 6,0 8.0 10,0 12,5
Temps de retencid [min]

No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min méAl mAU min i
1 6,05 58,509 2,861 507
2 6,16 74,908 3,549 6,29
3 658 23,465 1,180 209
4 7,22 603 562 48 867 86 56
Total: 760544 56 457 100,00
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Annex: Espectres i cromatogrames

112

Péptid biarilic BP260

0 y O
HN L N
N =" “NH,
= H e} :>/
BP260

IR (neat) v (cm™)
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751 Ny 7
g g
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 500
Wavenumbers
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Intens. J5. +MS, 0.8-1.1min #(50-67), -Peak Bkgrnd
x104
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325.1882 413.2515
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Annex: Espectres i cromatogrames

'"H-RMN (300 MHz, CDsCN) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

HSQC edited (CD3CN + D,0) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament convencional

HPLC (A = 220 nm)

250 Ana Afonsolabril 2009/30-04-09
mAL WWL220 nim
7 0
4 g_
200+ ]
= 150
E ] -
= | @
c 2
E _
;D; 1|]|]—_
=
L 1 -
i =
1 b 2
a0+ !
i mir|
B T L B B L B S S B B L B
0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 335
Temps de retencid [min)
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mALlFmin ko
1 1669 98955 9747 26 48
2 17.91 27 498 25983 3,10
3 18,18 43975 4 876 13,25
4 1983 179 478 19 206 5217
Total: 349 906 36,812 100,00
ESI-MS m/z
Intens. ol +MS, 0.5-0.8min #(38-66)
X105 ®
T
2.5
o
2.04 a

4071

100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament per irradiacié de microones, protocol A

HPLC (A = 220 nm)

00 Ana Afonsoldbril 2009730-04-09 [modified by Administrador] valum injectat 30,0 pl
AL WL 220 nim
500 o
duu;
=) i
£ 3004
% 200+
2 -
I[II]—- - g
' @ o
O, MMN
T T N .|
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 335
Ternps de retencid [min)
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAU mAU min %
1 16,71 32,216 3,217 454
2 17 93 21,349 1,598 282
3 19,64 459 995 62614 88 46
4 2180 23078 2951 4,17
Total: 536 537 70,780 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.8min #(41-69)|
[%H ‘
1004 : 483.3
80.
60.
40.
391.3
20-
| .. 6072 667.2 W 965.3
c """"""" T 'l 'y 'A A N A : . A —
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament per irradiacié de microones, protocol B

HPLC (A = 220 nm)

1600 Ana AfonsolSetembre 2005901 8-08-2008 wolum injectat 60,0 pl
’ JnAlLl WAL 220 nm
: 5
] o
1.250-
1.000-
= |
E
= TA0H
E 4
= i
=
Q ]
g s
i Lo
: “B1 g s
250 ~ow
1 min
20— L L L
0,0 2.0 4.0 6,0 8,0 10,0 12,5
Temps de retencid [min]
No. [RetTime (detected) Height Area Rel.Area
min mal mAU*min %
1 6,15 282,313 20287 1191
2 543 319,009 17,736 10,41
3 G A6 149 477 B F3g 350
4 591 1181 ,359 101 B56 A9 BS
5 741 151 492 13,762 g.03
5] a.04 144 474 10,242 5,01
Total: 2228 124 170 321 100,00
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Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic BP261

0 H O
HZN\)LN N\)LNH
2 OH G >/ 2

\ BP261
&
N
-1
IR (neat) v (cm™)
10H
Rt e et ‘»./»\-.-«'-_: Jrrm Tttty o N i g i el g o b _“—( | 1AM r
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Annex: Espectres i cromatogrames

'H-RMN (400 MHz, CDsCN + D,0) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

Escalfament per irradiacié de microones, protocol B

HPLC (A = 220 nm)

2 000 Ana AfonsaolFebrer 2009/02-02-2008 valurm injectat 40,0 pl
: JnAl WWAL220 nm)
1,760
7 =t
] =
1.500 2
_ 12504
2z ]
E
Z 1.000]
= i
= ]
E B
2 7a0 2
ES ] o
i =
SEID—_ ?—’-w
4 g-
i @
250+
-100'—iﬁ.‘].|....I....I....I....,....I..mi.”
0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 25,0 20,0 335
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel Area
min mAl mAU min k)
1 1570 1417 740 176,117 a7 .18
2 16,01 330124 31,085 1003
3 16,93 182,837 15 381 4599
4 17 94 216,012 23 584 7 FB
5 18,19 511 A52 BE1 825 2007
Total: 2R55 265 307 292 100,00
ESI-MS m/z
Intens. | +MS, 0.5-0.8min #(39-68)
(%] 471.3
100 :
eo-
60
401 391.3
3413 554.5
e 288.4
" l 526.5 | 582.5 634.3 801.4
200.1
0 13112 ne AL~ I .l Ly o} Ay Loload, ‘..LA '.7?13‘ 1 'lj'_ . 942.:? ‘
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic 34a

y O
HZN\)L\L(N\)LNHZ

*

MeOOC
HPLC (A = 220 nm)
QDG_ Al WL 220 nm|
] [
1 o
1 w
750 -
625
g 500 g
4 -
E 375
g 5
M
= 250 E
125
'mc‘""|""|""|""|""|""|"'mm
0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 250 30,0 35,0
Temps de retencid [min]
No. |[Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAU*min %
1 16 84 623 244 80230 £0,01
2 17 .20 320 644 35988 26 92
3 17 48 35 672 3524 266
4 17,76 114,720 13659 10,22
Total: 1094 281 133,702 100,00
ESI-MS m/z
Intens'.s. +MS, 0.5-0.7min #(38-62)
x10 568.3
1.251
438.1
1.00] 590.3
0.751
801.5
050
297.1 391.2
0.251
131.0 6933
47879172 l
vooh kit 20 ke kb sl L W N I s
100 200 300 400 500 GDCI 700 soo o0 "miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic BP262

0] H O
HZN\)kN N\r)kNH
: : 2

> H o >/

BP262
HOOC
HPLC (A = 220 nm)
900 a0 WL 220 i
] £
1 o
?50—_
525
1 k3
= ] °
a00-
E ]
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T 3754
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o ]
250—_
] o
i
126 e
—_\_}WK— MM
1 rin
B L s e ) L L S B A B L B
o0 5,0 10,0 14,0 20,0 25,0 20,0 35,0
Temps de retencid [min)
No. [Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAlFmin %
1 1628 742137 56,441 a6 55
2 16 B4 468 207 53591 35,08
3 17 32 58 268 5.7 376
4 17 B7 62176 7075 453
Total: 1330789 152848 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.4-0.8min #(36-69)
x107
554.3
0.8
0.6
0.4 801.5
0.2 4241
283.0 717.3
131.0 471.7 9425
0.0 . | . L h. \ Llll ! , A |L1l‘ 1 llnl. l A
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z
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Annex: Espectres i cromatogrames

HRMS (ESI) m/z

Intens. o, +MS, 0.8-1.8min #(46-106), -Peak Bkgrnd
x104
312.1982

6 334.1799

4

5] 283.1459

554.3362
E 261.1613 391.2701
250 300 350 400 450 500 550 mz

'H-RMN (400 MHz, CDs0D) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

'H-RMN (400 MHz, CDsCN + D,0) & (ppm)

3C-RMN (100 MHz, CDsCN + D,0) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

COSY (CDsCN + D,0) & (ppm)

HSQC edited (CD3CN + D,0) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

HMBC (CD4CN + D,0) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

Peéptid biarilic 34b

H O
HZN\)L\S\KN\)LNH
2

o
Meooc— NH2 >/
Q OH

HPLC (A = 220 nm)
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£ 600
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200 3
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200 . . . . . : -
0.0 5,0 10,0 15,0 20,0 250 30,0 350
Temps de retencio [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAU mAU min %
1 16,47 920 638 105,061 82,09
2 16,78 180 421 15,302 1196
3 17 49 69 421 7619 595
Total: 1140 480 127 982 100,00
ESI-MS m/z
Intens | +MS, 0.4-0.8min #(34-68)
x107
584.3
0.8+
0.6
0.4
4541
0.2 8015
391.2
313.1 517.3
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Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic BP263

o) y O
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H : 2

‘ - 1o >/

Hooc—/NHz
Q BP263
OH
HPLC (A = 220 nm)
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) e
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B e L S B L S S B S S B
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 33,0
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mALl mAU*min "
1 15,95 1632 210 196 625 7953
2 16,29 284 737 30,411 12,30
] 17,08 178,370 20,185 817
Total: 2095 316 247 230 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.4-0.8min #(34-64)
x106
1501 5703
1.251
1.00+
0.754
801.5
0.50
440.1
0.25 6633
37333
0.001] 1310 2169 1116419.?n11“ e ln n 913.2 95\45
= 100 200 300 400 500 600 700 800 900 "m/z
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Annex: Espectres i cromatogrames

HRMS (ESI) m/z

(i)
TN S TN N TN YT TSN TN T T N O T T T TN T N T N N 1

299.1398

277555
i

N T

+MS, 0.5-1.3min #(45-77), -Peak Bkgrnd

3703308

412.2245 3923110

300

L dnLL' l ;4é . _1 ,

T T T T
3a0 4 0 300 430 g00 miz

'H-RMN (400 MHz, CDs0D) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

*C-RMN (100 MHz, CD5CD) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

HSQC edited (CDsOD) & (ppm)

HMBC (CD5OD) & (ppm)

—T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T T 1T

5 4 3 2 F2 [ppm]

131



Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic 34c

0 H O
HzNJN NJNH
MeOOC,__wh - Hoo >/
_ 34c
N NH

HPLC (A = 220 nm)

ML =y VWL 220 nm
o
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o
300 2
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100 % 2 B
¢ B
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L e L S B S B A I --|--mIn
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
Temps de retencid [min]
No. |[Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAU mAlFmin k)
1 1439 41 555 5958 724
2 14 B8 284 120 30 067 36 52
3 14 92 51,344 5579 6,78
4 16 67 69,325 5,192 752
5 17 B8 79007 9521 1156
B 18,09 95 726 11 F38 1414
7 1845 32,588 377 386
|5 1908 45,046 5,749 695
9 1957 41534 4 448 540
Total: 735237 52,329 100,00
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Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic BP264

HPLC (A = 220 nm)

900 Toan WL.220 i
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B s I B B L
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 26,0 33,0
Temps de retencid [min]
Ho. |[Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAlU mAlFmin %
1 14 59 BE0 841 83,201 42,30
2 15,87 85,100 15553 791
3 16 57 163,396 16,549 a1
4 17 86 209739 24 386 12,40
3 18,08 190 335 24730 12 57
5 19,09 124 513 17,149 g72
7 19,58 126 994 15,140 7.70
Total: 1560916 196,707 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.8min #(39-63)
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] 544.2
3911
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2
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Annex: Espectres i cromatogrames

HRMS (ESI) m/z

Intens. Jo. +MS, 0.8-1.3min #(48-79), -Peak Bkgrnd
X104
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'H-RMN (400 MHz, CDs0D) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

*C-RMN (100 MHz, CD;0D) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

HSQC edited (CDsOD) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic BP265

o} y o
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o

~o
HPLC (A = 220 nm)
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Temps de retencid [rmin]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mALFmin %
1 6,77 44 098 3,806 800
2 731 528 456 43,771 92,00
Total: 572553 47 577 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.8min #(38-67)
x107
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212 . s103 83 8395 9935
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Annex: Espectres i cromatogrames

HRMS (ESI) m/z

Intens. ]

2. +MS, 0.7-1.2min #(44-70), -Peak Bkgrnd
[%8]
497.3118

20 367.2020

154
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339.2076
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 mz

'H-RMN (400 MHz, CDs0D) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

¥C-RMN (75 MHz, CD5sCD) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

_

NOESY (CD;OD) & (ppm)

COSY (CDz;OD) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic BP266

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.9min #(38-74)
x107
1 4831
1.5
1.0
057 4071
646.2 811.4 965.4
: 889.3 -
0.0+ A -e?z'z‘l‘l.. ‘76?‘3."‘ [N U
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

HRMS (ESI) m/z

'menSA- 12. +MS, 0.8-1.1min #(47-67), -Peak Bkgrnd
X107 1

] 483.2978

3_

] 353.1858

24

1: 505.2797

274.2741
1 301.1408
250 300 350 400 450 500 m'z
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Annex: Espectres i cromatogrames

C-RMN (100 MHz, CD5CD) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

HSQC edited (CDsOD) & (ppm)

HMBC (CD5OD) & (ppm)

_.;_.H.Jrl_}._;- j L_,ﬂi‘w i Al

il el
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Annex: Espectres i cromatogrames

Peéptid biarilic 36a

o} H O
HN I AN
HO

o NHz
COOMe

36a

HPLC (A = 220 nm)

1200150 WL 220 ]
1.I]I]I]—_
BI]I]—-
5 |
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2 b
ZI]I]—-
A
'2["3"'I"'I"'I“‘J"'I"'Imm
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 125
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min méU mAU*min %
1 5,71 46,726 3,980 292
2 617 991 406 95,129 69 85
3 656 245318 30,388 2231
4 6,89 46,269 4 062 298
5 722 26095 2625 193
Total: 1357 813 136,183 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.9min #(44-79),
1074 584.3
1081
105_
104
103-
1021
10™ 4072 4541 533.1 768.3
3132 L 605.3 667.3
ool 2041°102 a2 | . N 36962
200 300 400 500 600 700 m/z
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Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic BP267

o) y O
HZN\)kN N\)kNH
N : 2
: S >/
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O BP267
H,oN
COOH
HPLC (A = 220 nm)
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.9min #(41-73)
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10 J 440.1 5331 607.3 733.3[ l
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300 400 500 600 700 800 900 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

HRMS (ESI) m/z

Intens. [ +MS, 0.8-1.4min #(48-82), -Peak Bkgrnd
x104 1

44 299.1376

1 570.3277

86.0955

412.2226

206.6146
1311190 I 253.1322 353.2644
5 A N R O 1 Wl ioaar R U U SVO

T t
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Annex: Espectres i cromatogrames

¥C-RMN (100 MHz, CD5CD) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

— A AR

HSQC edited (CDsOD) & (ppm)

HMBC (CD5OD) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

150

Péptid biarilic 36b

HO

MeOOC™ ~NH,

o) e!
HZN\)kN N\)kNHZ
S H o >/
! OH  36b

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z

407.2

+MS, 0.5-0.9min #(46-85)
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Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic BP268

HO
HO O
H

o H O
HaN A AN
B H 2

g > H o >/

BP268

COOH
2N

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z
ntens, +MS, 0.5-0.9min #(42-78)
x10 585.3
4
3_
2.
5332
4072
1.
811.4
. 456.2 l 7493
S L AU ! BV o whoboac B0 L L N
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

HRMS (ESI) m/z

Intens. . +MS, 0.8-1.1min #(45-67), -Peak Bkgrnd
[%6]
- 586.3220

407.2636
104

456.2123

T r — T
400 500 600 1000 mz
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Annex: Espectres i cromatogrames

*C-RMN (100 MHz, CD5CD) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

HSQC edited (CDsOD) & (ppm)
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Annex: Espectres i cromatogrames

H-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-Leu-Leu-NH-

HPLC (A = 220 nm)

1.000FaT = WL 220 fir]
] o
875
750
625
z
£ ]
w300
2 d
= i
2 ]
5 375
= 4
=X ]
250 =
] i
] ol
1 )
125—_ “
] min|
B e e s e e Sy B S S|
0,0 2,0 4,0 8,0 8,0 10,0 125
Temps de retencid [min]
Mo. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAl*min i)
1 G B0 87 B43 3,350 4 57
2 SR =) 531 326 B2 053 7285
3 5,51 1656 422 9 ge2 11,38
4 591 126 835 9520 11,17
Tatal: 1261276 85,201 100,00
ESI-MS m/z
Intens.| +MS, 0.5-0.7min #(34-51),
X107
1 886.4
1.54
1.0
0.5 4436
: 364.6 5252 643.2 7Ef 28003 L 10121
00 . . i ‘ . r y N 4|l 5 " sk " . .
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 miz
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Annex: Espectres i cromatogrames

H-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH,

HPLC (A = 220 nm)

800 TrAU WYLZ20n
7] o
o
w
625+
A00
=)
£
T 375
[ =
0
= -
é -
2 750-
3
125 e
0 Lt
mi
A0 e S o e mEEE R . !
0,0 2,0 40 6,0 3,0 10,0 12,5
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min m#al mALmin %
1 G614 95 829 7.050 784
2 6,27 651967 49 209 54,40
3 6,38 223097 20575 2274
4 558 93,460 8857 952
5 5,94 57 298 4,702 520
Total: 1137 550 90,464 100,00
ESI-MS m/z
Intensér +MS, 0.5-0.7min #(38-56)
10
* 6602
3_
] 3306
2.
1.
] 2683 4121 480.0 5796 l 823.2
oL 29282 wl L E0sten | 570 O | @52 sz
200 300 400 500 600 700 800 900 m/z
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Annex: Espectres i cromatogrames

H-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-1.Me)-Leu-Leu-NH-

HN NQ&H NQ&H N%NHZ

(0] \H O =< (0] Y
NH, |; OMe

HPLC (A = 220 nm)

Absorbancia [mall)

1.600 Jnall WALI220 N

12,944

1,260
1.000
750-]

500}

20,128

250

— 22,989

1 min
L e L B B
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 350
Temps de retencid [min]

No. |Ret.Time Height Area Rel.Area
min mal mAU*min k]
1 1894 1224 371 135,709 7258
2 2013 333016 41,394 2217
3 2297 79 094 9528 5,16
Total: 1636450 186,731 100,00
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H-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-D-Leu-Leu-NH,

NH,

HN N\)kH N\)kH N\i)kNHz
¢ \H o = ¢ Y
NH, |; OH

HPLC (A = 220 nm)

volurm injectat 20,0 pl
1'208_ AL WL 220 nim)
1 ()
1 &
1.0004 =
800+
= J
E J
‘@  BO0-
E ] ]
2 4004
T o
200 &
1 o
1 min|
L e e B L L B S S B S
0,0 50 10,0 150 200 250 30,0 KL
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAUmin "
1 16,37 73,253 7 985 452
2 17 86 911636 119,385 57 B3
3 18,51 380 573 49 169 27 85
Total: 1365 562 176,539 100,00
ESI-MS m/z
Intens, +MS, 0.5-0.8min #(32-56)
X107
902.4
1.254
1.00
] 533.1
0751
0.50
0,25
605 2 10143106851
7id.3 867 3 J
s EEE TN W O Vo6 | 1O e - AP
500 800 Foo 800 Q00 1000 1100 1200 1300 1400 m/z

160




Annex: Espectres i cromatogrames

H-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH,

Oi(H 0
HzNiQkH N%NHZ
: 5 i
AU ¢}

NH,

HPLC (A = 220 nm)

1.200

AL WLIZ20 iy
g
] =
1.000+
200+
=) i
[
= 1
=
= i
5 400 E
= 4 w
< Fo
o
200 # 2
j . 5
El——-__.f'\-L([ J,
] min
B e T L B B
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 250 20,0 35,0
Temps de retencid [min]
No. mps retenc algada Area Area relativa
min maAl mAU*min %
1 1727 69,071 9171 4,28
2 17 88 983,058 131,571 6152
3 18,14 283,344 34,207 1595
4 19,16 236 868 30,535 14,23
5 |2047 81,576 8,632 402
Total: 1653218 214516 100,00
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H-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-)-NH-»

HPLC (A = 220 nm)

L Ty 2 VWYL220 nm
S
1.000—
800+
=) i
T 00+
= 1
c
g 2
5 400 o
o ] ]
<L,
] z
EDD—_ 5
wa
] min
B e L e B L LA B B
0,0 50 10,0 15,0 200 250 20,0 350
Temps de retencid [min]
No. mps retenc algada Area Area relativa
min maAl mAUmin %
1 17 .74 1000 395 228 540 84,13
2 1887 278,489 3481 1282
3 |2008 KT 8,283 305
Tatal: 1359,142 271 540 100,00
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H-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-)-NH-

NH; NH;
o o o
H H H
H,N N%N %N N%NHZ
o \ H o = Ho \@\
@ |
NH,

HPLC (A = 220 nm)

200 volurn injectat 150,0 pI
JmAL WAL 220 nim)
1 w
@2
G000 r*uj
SDD—-
5 400+
E ]
= 1
2 300
g 4
=
=] 1 L
o 4 u
Z 200 i
:_/Ju - -
D_
1 min
L e L e B B ) L B ) B S R
0,0 5,0 10,0 150 200 25,0 30,0 35,0
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAalU mAU*min %
1 15 B8 93 214 10,163 1165
2 17,13 86 416 8692 9 95
3 17 A8 A05 268 48 766 55 88
4 17,79 111 941 11 560 1325
) 1853 70,449 8,090 927
Total: 873,288 a7 271 100,00
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H-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH-»

HZNQLENQLKSY N H i NH2

ARECHR U o

NH, NH,

HPLC (A = 220 nm)

300

valuminjectat 20,0 pl

AL WL 220 nim|
250—_
[
i g
~
EDD—_
=
E
2 1504
= 4
T
K]
a2
= i
100+
504
7 min|
-10 L A L L I L L B A A R
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 250 30,0 350
Temps de retencid [rmin]
Mo. |Ret.Time {detected) Height Area Rel.Area
min mAU mAUmin %
1 17 06 170,204 15114 77 A6
2 17,30 27 572 2472 12 B7
3 17 .93 21 B50 15926 987
Total: 220126 19512 100,00
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H-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH,

y O
oy LT 1,

\\@\ﬁ@

NH, NH,

HPLC (A = 220 nm)

1000250 WAL Z20
] #
8?5—_ =
750
26
=) ]
z 1
= 500
=
= i
g ]
5 375
= 4
I
] Py
250 s
] b
125
'1'39_----|----|----|----|----|----|---min
0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 250 a0,0 a0
Temps de retencid [min]
No. |RetTime (detected) Height Area Rel.Area
min mAlU mAU min %
1 17,31 B30 834 89 315 B9 16
2 17 Ad 191 783 22m7 17 05
3 18,12 161 231 17 807 13,79
Total: 173,848 129,129 10000
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H-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-1)-NH,

NH,

NH,

0}

0}

oi(H o}
HZN\)LN N
\HH o *

H H
N N\)LH N\)kNHz

o _H o =

166

NH» H, NH,
HPLC (A = 220 nm)
450 valurm injectat 20,0 pl
AL - WL 220 nim|
E =
i =
300+
=
E
=
£ 2004
T
=
2 A
< &
100+ =
min|
-50 T T T T T T T T T T
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
Temps de retencid [min]
No. [Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mALFmin k]
1 17 17 3308 248 32317 76,22
2 17 .40 a7 047 5,004 11,80
3 17 85 45 F24 5 076 11897
Total: 442 518 42 3597 100,00
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H-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH,

NH,
(0] (0]
H H H
H,N N 7N N\:-)J\N N\)LNHZ
o "1 o : H O Y
NH, ’B/O
8 ﬂ%
HPLC (A = 220 nm)
1600150 WL220 i
B °
Py
IH, IH,
1.250
o o o Q (] o
|:||lr“\)=|j\r“\.)=" "‘-_-’l'lln lll\llj\r“\)‘j\[“‘-’j“lﬁ\r"\:’llm
o i M 13 i H o i o L H o i H o H
ol TR ] T
%‘ [ §-on E— / I 5
" (]
o 750 \ *L
% 500 8
250 ]
=
'200"'I"'I"'I"'I"'I"'Imq
0,0 2,0 4,0 6,0 2,0 10,0 12,5
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAU min %
1 6,06 769,246 77751 2253
2 53 391 537 54 088 1567
3 675 1309 566 193 844 5617
4 748 101,569 19.412 563
Total: 2571918 345 096 100,00
ESI-MS m/z
Intensé- +MS, 0.5-0.7min #(30-46)
ms_ 8865
4,
o 804.5
760.5
o 5613 9947 Ju L 9675 10495
600 800 1000 1200 1400 miz
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H-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH-

NH,
o 0
H H
H,N N\)L;SW(N\)LNHZ
o M o =
W\ : L
NH, o

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z

Intens. +MS, 0.5-0.8min #(38-71)

x107
1.0 660.3

0.8

0.6

330.7
0.21 34 8233

5343
1200 71 | sm0a4122 | 5B EE
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz

0.0
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Intens, |
%102

H-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-BPin,Me)-Leu-Leu-NH,

NH,
(0] (0]
H H
HN N\i)kN N
o = H o : H
NH, o8
>g@

HPLC (A = 220 nm)

B0l volum injectat 30,0 pl
ALl WHLI220 nm
- 2
500 =
] B
400+ -
= i
£ 3004
= 1
=
= 1
E o
= 200 Bz
= 4 o
Fd W%
i @
100+
n—/\ . A
' [ mir
-100g— 7 T ] T T T L T T
0.0 40 10,0 14,0 20,0 2580 30,0 340
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAlU mAUFmin %
1 17 17 465 B2 G4 A11 4180
2 17 55 G7 155 55595 3,62
3 17 8k 365 E10 3BETT 2505
4 18,36 127 243 24714 16,01
3 19,00 02 205 9435 E,11
5 19,25 109 547 11,281 7
Tatal: 1232 443 154 316 100,00
ESI-MS m/z
+M3, 0.4-0.8min #{36-67)
812.5
T90.5 o392
547.3

900

" 1000
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H-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-BPin)-Leu-Leu-NH-

NH,
(0] (0] (0]
H H H
N N N
HoN 7N \:)kN \i)kNHz
o) H o : H o Y
NH, / OH
O/B‘O
HPLC (A = 220 nm)
700 volum injectat 40,0 pl
Al WL 220 nm
EDD—- 2
4 o
] w
SDD—-
7 ()
= 4004 a
£ ] R
El J
2 3004 o
T 4
2 ] 3
2 ] w s
< 200 @ B
-1001— T T T L T T T — el
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 250 30,0 350
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAU*min %
1 16,30 207 133 65,722 3229
2 17 39 51,842 11,586 5,82
3 18 59 114,31 12,715 5,34
4 19,76 52,345 5878 295
5 20,33 241 002 294814 14 32
53 2053 315,449 53,108 26 Bl
7 2233 1B5 859 20580 10,38
Total: 1447 342 155,199 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.7min #{35-51)
x10% —
8- 7765
54 6205
642.8
1284.3
. 14885
500 600 700 "800 900 1000 1100 1200 1300 1400 ‘miz
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H-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH,

o) e!
HZN\:)LN N Ay

HPLC (A = 220 nm)

yolum injectat 30,0 pl
AL WL 220 nim

1.400

12,538

1.2004

1.000

Ahsorbancia [mal]
(=]
L]
T

D_
] tmin|
200~+—r——————
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 250 30,0 350
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min maU mAUmin Y
1 1354 1083231 100,840 3303
2 13,33 330 450 31570 10,44
3 1407 109,774 8324 273
4 15,30 234641 21,269 G 97
3 15,49 118 851 11 95 3A3
G 15,86 109 575 11,095 363
7 18 FR F24 519 59 575 2258
a 19,01 145 BA53 17 596 580
] 19,94 252733 32520 10 58
Tatal: 3055 845 305 300 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS8, 0.5-0.7min #(39-62),
X108
5323
3.
2_
H 4502 5743
4223
6953
101.2 242 1 l l 613.2
184.0
0 l T | " l 30!?..1 A L LL. - le_ L\‘l l‘ . . .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
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H-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH,

NH,
o) e e
HZN\)kN N\)kN N\)kNHZ
z H O = H O z
W\ B0
NH, o)

HPLC (A = 220 nm)

AL WLI220 nm|
-
4 %-
1.000+ @
i NH, % NH,
1 2
_ O HOYHOD
500 i H:N‘.):]‘TN?)")S\"N“‘;)'"H: Hﬁ"ﬁ:lrnﬁlnﬁwn
HD\I\II-{U\@ THE LN E N
> o WU O
E 600 i o NH 8¢
E ]
2
T
=
g
=
<L
B o LI '|""|""|"'rr]in
o0 5,0 10,0 14,0 200 25,0 30,0 340
Termps de retencid [rmin)
No. |Ret.Time Height Area Rel.Area
min mAl mAlFmin %
1 14 52 782,820 85 474 30,32
2 14,85 207 599 32378 11,10
3 15 55 135,352 11,604 3,98
4 16,37 185,383 18,090 5,20
5 16 92 52,329 7212 247
B 18 54 904 297 103,365 3713
7 18,84 193,218 25 B97 8,81
Total: 2471038 291,822 100,00
ESI-MS m/z
Intens.i +MS, 0.5-0.7min #(39-59)
x10%) 807.5
6_
8204
n 849.4
6331 7072
609.1
T83.2
T738.4
5591
2_
a301
970.4
10791 172.4
oMy | . . | TV YT A, T e g P, F . P
500 600 700 800 900 1000 1100 miz
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H-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH,

NH, NH,
y O ! y O
HoN N\i)kN N\i)kN N\:)kNHz
o 1t o < _H o =
@ W\ :\B’O
NH, o)

HPLC (A = 220 nm)

1800 m WL 220 i)
] g2
=+
] ad
1.250
1,000
= i
E ]
= 750+
= ]
g 4
o)
&
o)
<L
1 min
L e L ) B B B B IS
0.0 4,0 10,0 18,0 20,0 24,0 30,0 350
Temps de retencid [min]
No. | Ret.Time Height Area Rel.Area
min mAlU mAU*min %
1 14 45 1167 380 114 053 2837
2 1475 243 522 39207 9,75
3 1549 202 B43 18 823 4 58
4 16,12 293 445 26,146 5,50
] 18,12 1234 265 141 705 35,24
5 1843 254 268 36,893 917
7 19,15 193,017 25272 5,28
Total: 3586 ,840 402139 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.4-0.7min #(35-54),
%106
9355
1.5
1.0
0.54 468.3 8095
405.2 5408 6562 l 1098.5
00 ILLJ..I.L_. L2 et st . T o,
400 500 600 700 800 900 1000 1100 miz
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H-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH.

NH, NH,
O H © H O H ©
HN I N N NN
N 7N N\ NH;
H 0 < H 0 < H 0O =
\H \@ \H \@\B\/o
NH, NH,
HPLC (A = 220 nm)
900 Al VWL 220 i
] 3
] ]
?50—_
525 5
] =3
g 500.]
o 1
3754
5 i
@ ]
<L
250 2
125-] “
'108_""I""I""I""I'"'I""I"'rr]in
0.0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 20,0 35,0
Temps de retencid [min]
No. (Ret.Time Height Area Rel.Area
min mAl mALFmin "
1 14,10 432 453 39392 2826
2 14 45 93,233 10 951 7 aA
3 15,12 B0.971 4803 344
4 15 &7 92,025 7ras 555
i 17 A1 B35 751 £7,194 48,18
53 17 95 95 587 9379 5,73
Total: 1516,019 139 456 100,00
ESI-MS m/z
Intenss. -MS, 0.6-0.7min #(47-54)
:<13?0- 11755
2.5
2.04
1.5
1049 6
x 12175
L Ak d A LI.JL i

500 800 700 800 900 1000 1100 1200 miz
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H-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH-

NH, NH,
N N N N
H,N 7N 7N 7N 7~ "NH;
o H o L H o < _H o =
W\ © W\ : 50
NH» NH» (0]
HPLC (A = 220 nm)
800D WL220
s
4 w0
625 o
b =
500
- j
E
=
2
“m
=
I o
= =)
<L -
=g
L T '|""|""|""|""|"'mIn
0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 350
Temps de retencid [tmin]
No. | Ret.Time Height Area Rel.Area
min mAlU mAU*min %
1 14 57 574 B17 53,040 20 26
2 14 103 063 14612 305
3 15,53 83 557 5,733 372
4 16,13 1859 531 17 583 a.70
5 17,39 151 B30 13,440 741
53 17,91 433 072 47 378 2541
7 18,20 108,199 15,915 a78
8 18,92 7837 12,063 55
Total: 1777039 181,273 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.7min #({32-50)
X105
1176.5
8.
6 1050.6
588.8 1198.5
4_
2.
7811 8353
D,

" 1400

miz
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H-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH.

I TELTELT T

NH, NH, NH,

IR ¥

HPLC (A = 220 nm)

walurm injectat 50,0 pl
1200 A0 WL 220 n
@ [To]
1 B )
J « b
1.000 -
] !
o
200
=) ]
ER
= 1
E 4
= i -
S 400 8
2z ) ek
=L | == =
_ S
2004 ’$-
] ik W N
D_
i
L e A L e L S B
o0 a0 10,0 150 200 25,0 30,0 50
Temps de retencid [min]
Ho. [Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAU min o
1 14 52 749742 70977 2244
2 14 83 895 011 87 458 27 55
3 15,42 149 842 13,087 4,14
4 1555 225 152 19 53 521
3 16,00 170,096 14 879 470
5 17 B¢ 907 95 93 881 29 68
7 17,98 167 404 9,269 2593
a 1855 47 325 7114 225
Total: 3316,297 316319 100,00
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H-Phe(4-1)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH-

NH,
0 y O y O y O
HaN A AN AN N\)kNHz
z H z H z H z

1AM WAL 220
i HH
1.200 g 0 g . B
] HM\:)LH H\)Lu H\AH n\.)LNH ~
10004 \Q \H \Q hi
4 | NH. ':fé \
= 800 H
m L Nt N R O g RO -
2 B00- o oW oo I @
oy o,
§ .b ] \
-QUU----|---|---|---|---|---|mm
0.0 2,0 40 6,0 a0 10,0 125
Temps de retencid [min]
Ho. |RetTime (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAFmin kil
1 g09 17 272 8,853 205
2 B 46 164 946 24 098 503
3 BE7 487 973 76 471 2548
4 712 343 599 34 467 11,49
] 727 1087 930 156,179 5205
Total: 2201 720 300,068 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.8min #(27-46),
x108
1 1159.4
6_
H 1181.4
1033.6
2_
9236 \“ 12853
0 N . L Y don , . ; , .
1000 1200 1400 1600 1800 2000 miz
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H-Tyr(3-I,Me)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH,

NH,
0 H O H O H O
H,N L N N N
7N <N N <" NH,
LH o \HH o i H o Y
[ 0 NH, B-O
i )@L
HPLC (A = 220 nm)
[ TV R—— z WL 220 nm
4 l“:_
] o o o H O
1.5004 HZN,‘_)I\H NJH m_)L[:1 Ny,
] H 0 i [ 0 i
] W\ e} i
] ] HH. -0
1.250-] L 2 ® \
2 1.000] NHz
E
= 1 ] w0 H o g
2 1 HA N A L @
ERE L BEGLA B LA e
: ] IR e S
E i HHz B-0H b2
500 b Hd \ G
(b o
] | B
i w'
250
a2t — —— | min
0,0 2,0 4.0 6,0 a0 10,0 128
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time {detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAU*min %
1 6,37 221,345 19,095 5593
2 549 505904 18,521 5,88
3 653 565918 42147 13,09
4 6,75 234 BB6 20516 6,37
5 7,00 430 B27 32,124 958
5} 7N 1578,115 189,083 5874
Tatal: 3536 5596 321,887 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.8min #(41-71)
x107
1189.5
2.0
1.5
1.0
1063.6
0.5+
1339.3
ST LI LIS U NS W VO I
800 900 1000 1100 1200 1300 1400 m/z
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H-Tyr(3-)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-Leu-Leu-NH,

NH,
0 y O y O y O
HoN A A N AN N\)LNHz
: N E

HPLC (A = 220 nm)

00 a0 VL 220 N
F00 8w
1 NH 2 - kHW
4 ==
4 w o o o o
It H It H It H 1
004 o o o o H.H N AS\H,M ‘ﬁ\n,u
1 JL\SWH\)LASWH\)L‘SWHJ GRS RSERey
4 i 5 4 H § P H § \]/ p \H \@ \I/
= 4DD—- Z;:I I \Q OH NH 2
% - OH NH I5_-Z'H ’
4 HO
E ] \
2 3004
0 4
E ] @
g i e |
= 2004 4
1DD—-
04
] min|
L e e . S B |
o0 2,0 4.0 6,0 an 10,0 128
Temps de retencid [min]
Ho. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAU*min k]
1 5,33 184 390 18,491 11,02
2 B47 504 904 GEB,155 39,42
3 702 167 825 13,055 778
4 713 534 K32 70,133 41,79
Total: 1391752 167 534 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.8min #(34-59)
x1086.
11752
3.
2.
] 588.2 1049.4
13271
0- L"‘I"LMGSO
500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 miz
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H-Phe(4-)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH,

HZN\)fSW

NH,

H

q

O
NH2

34

HPLC (A = 220 nm)

]

AL WL:220 nm)
] o MH:
-~
w
525} i 1o Ho
7] L \)L \_:,JLNH:
_ Huvm u um D \g T
500 s b?ZL
=) ] B‘
E J I NH: ‘DH
= 3754
& ] 2
2 =
[} w
2 ]
2 2507 &
] g
L] —
] a3
1254
(=
1 min|
-100 LA T L L L L L L |
a0 20 4.0 6,0 a,0 10,0 124
Temps de retencid [min]
No. [Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAU“min b
1 5 FR 103,295 7820 5 R2
2 579 262218 30883 2193
3 f,22 117,940 10,885 773
4 SRt 175,161 15 532 11,03
5 G772 f35,350 75 ROS 53 R85
Total: 1287 004 140,825 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.7min #(28-45)
x108]
1 933.3
2.0
1.5
1.07 8073
] 851.2
0.5
] 660.2 795 4 1096.3
00 NN N \l lu R 1278.2
’ 600 800 1000 1200 1400 1600 m/iz
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H-Tyr(3-I,Me)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH.»

O
/

NH,
o) y O H

HZN\)kN N\)kN N\)kNH

WH oo W\H o = ’

NH,

HPLC (A = 220 nm)

14001y " WRL220 A
o
1 b
1.200 o a " o
(TT N S N R NS
] | T 7NHz
g i 0 i 0 i
1.000 \Q
I SN S
] i HHz 0
= 2004
E ] HH
= 1
2 BO00+ il y 9 y o
g 1 Hz"vJLN ”vJLN "\.)L HHz
8 1 H H il H H i} H
2 1 2
Es 400—_ Q \I\I \@B,DH = "
] e MH; OH &
1 ! \ 5
2004
D_
] i
B e e e e e T T
oo 2,0 40 6,0 a.n 10,0 125
Temps de retencid [min]
No. |RetTime (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAUmin L]
1 501 293 F93 25 966 17,79
2 572 191 268 16 516 11,39
3 5,89 118,129 103,348 70,82
Total: 1603086 145,929 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.8min #(32-54)
x107
3] 963.2
2_
1.
837.4
4821 1126.1
491 | 5636 6603 881.2 l
0-+— Tt At by T bde by dt. Ay T g T
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 miz
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H-Tyr(3-1)-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH,

NH,
o} H O H O
HaN L N\)LN N\;)LNHZ
i H g =i H g =
0oL e
[ OH NH, o]
HPLC (A = 220 nm)
valurm injectat 20,0 pl
R T . WAL:220
8?5{
750

025 ] § "\jujﬁ(”\'*;iw”‘f“ﬂ
] by Hﬁ)LH H\rmuﬂ ; " :

= o
] ooy Oy
s 500 ‘z;i \Iﬁ \I::LbﬁH o h 8
= ] I on HH GH
= 4
5 AT5
4 oy
250—_
126
“Twr—fin
0.0 20 4.0 6,0 8.0 10,0 12,4
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time {detected) Height Area Rel.Area
min mAl mALUmin il
1 5,76 263,542 34 367 21,54
2 5,58 247,003 18652 11,69
3 6,72 889,378 106,553 66,77
Total: 1399923 159573 100,00
ESI-MS m/z
Intense +MS, 0.5-0.8min #(27-44)
10
X 1 9493
3]
2_
1: 823.4
] 867.2
1112.2
556.6 6876.2 1 )
I UG PR ORI | N | WL OO WL < | . .
600 800 1000 1200 1400 1600 miz
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H-Tyr(3-1,Me)-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-BPin,Me)-Leu-Leu-NH,

Y

NH,
o H O H O H O
HoN A A NI AN AN
: : : : 2
B H 0O \\I\f: 0O = H (o) B

[ OMe NH, OMe

(s

L2

HPLC (A = 220 nm)

1200 1aD - WAL220 nrr]
@
w
1.000+
g00—~
= j
R -
= 1 il
£ @
z ]
5 400+ 3
= ] &
4 i o
2004 3 &
] | b
. Jui
min
-200 L L I I I LN IR
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
Ternps de retencid [min]
No. |Ret.Time Height Area Rel.Area
min mAU mAU*min %
1 17,29 104,472 10,124 401
2 17 80 92 056 12 G54 502
3 18,35 76,160 7595 3o
4 18,94 1003 B4 12775 44 72
3 1959 400,776 fR 792 25 49
E |2049 240,020 35 025 13,59
72159 55,145 7218 286
Tatal: 1985 273 252,184 100,00
ESI-MS m/z
Intens, | +MS, 0.5-0.8min #(35-56)
%106
1137.3
1083.3
4
12181
) 5692
l' 610.2 sos5 084
BT32 555503 1300.2 , 5c
0 N I w Y LL...B.?f"Z._.l aem b n) 1383 .
500 600 700 500 900 1000 1100 1200 1300 1400 miz
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H-Tyr(3-D-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-BPin)-Leu-Leu-NH,

HPLC (A = 220 nm)

NH,
% H
HZN\)LN N
= H o
[ OH
?DD_ o]
GDD—-
SDD—-

Ahsorbancia [mal)]
(%)
=
T

17,689

20877

WL 220 nim|

100
A
1 min
-1 00+ T
o0 4,0 10,0 14,0 20,0 2580 30,0 340
Termps de retencid [rmin]
No. | Ret.Time Height Area Rel.Area
min mAl mAUFmin %
1 1594 58,053 5,768 2,12
2 17,14 87 538 24 985 917
3 17 B9 531,100 97 366 3573
4 18,25 54,303 7579 278
5 19,23 124 762 15 962 5,86
53 19,74 58 566 5 505 239
7 2031 72007 20521 753
8 2088 287 Ba7 59 967 2567
9 2229 197 777 23889 877
Tatal: 1481 564 272 542 100,00
ESI-MS m/z
Intens, +M3, 0.5-0.7min #(40-51)
%106
504 1065.3
1.254
1.00
915.2

7872
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Annex: Espectres i cromatogrames

Intens.
x107

1.5

1.0

0.5

0.0

H-Phe(4-1)-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-BPin,Me)-Leu-Leu-NH,

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z
+MS., 0.4-0.7min #(30-51)
1107.4
1063.4
11893
554.2 9‘]"5
937.6
SO I O ST ) W 1 ¥ IO DU I 1Y
500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 miz
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H-Phe(4-)-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-BPin)-Leu-Leu-NH-

N
o}
H,N

5t

H>
H H
NN N
H
|

N
i H

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z

Intens. ]
x106

2.5

2.0

1.0

054 5252

500

186

625.3

600

779.2

716.3

+MS, 0.4-0.9min #(28-64)

1049.4

1071.3

937.2
1093.3

117541 12493
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700 800 900 1000 1100 1200 1300
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Annex: Espectres i cromatogrames

H-Phe(4-)-Leu-Phe(4-BPin)-NH,

HPLC (A = 220 nm)

400 volurn injectat 40,0 pl
Sl WYL:220 nm
350
] g
300 w
= 250—_
2 200 =
& ]
= ]
E ]
2 150
100
50
09— L A A A L LA
0.0 5.0 10,0 15,0 20,0 25,0 300 35,0
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time {detected) Height Area Rel.Area
min maAl mAU*min %
1 1682 50,996 5,232 8,11
2 16,46 71,979 5,790 1053
3 17 85 144 243 17 184 26 B4
4 1850 233163 25,290 3921
5 2323 84 918 10,006 1551
Total: 555 299 B4 502 100,00
ESI-MS m/z
Intensa. +MS, 0.5-0.7min #(39-58)
x10%
6771
4.
551.2
3.
2_
Ly 714.3
441 .1 J Jl 840.1
2742 802.9 833.1
0 . . L g , JLA.LL‘ L‘d.lx Lll PR PR L . Ao .
100 200 300 400 500 600 700 800 800 m/z
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H-Phe(4-)-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH,

o) H O
T L T
o} \HH 0 < :

Intens.
X105

188

2.59

2.0

1.04

0.5

0.0+

E\B’O
NH, (0]
HPLC (A = 220 nm)
valurn injectat 60,0 pl
1600 Toan - WL220
i o
1 &
1 =+
4 f=]
1,250 -
] L
1.000 o
— g -
= E B =
E ] 5
£ 750 o
= 7 [:x]
=2 1 el
5 ]
g 500 o -
4 ) r"_"_ =t
=] o~
b (2] —
1 b
250+ M
0] T
-2004— T L I B -|""|""|---rf]in
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 36,0
Temps de retencid [min]
Ho. [Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAl mAlFmin o
1 15,89 534 982 51,317 854
2 16,25 304 439 37 B15 5,24
3 17 50 1104 911 127 523 17,77
4 17 BB 810 576 90,254 1257
A 201 B82 312 86,116 12,00
5 2071 209 522 41 041 572
7 21,28 13065 ,208 247 B7T 3451
a 2212 166 408 26,182 3E5
Total: 5119,358 717 724 100,00
ESI-MS m/z
+MS, 0.4-0.8min #(32-56),
805.2
679.3
7231
403.1 a7 842.4 968.2
w2522 W RN e
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 miz




Annex: Espectres i cromatogrames

H-Phe(4-)-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH-

NH,
|
o} o} o}
H H H
HN NJN N\i)kN N\;)kNHz
o L H o < H o =
© W\ :\B’O
NH, o)

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.8min #(31-52)
x106 |
998.3
1080.3
0.84
970.3
0.64
0.4
0.2 1201.5
5001 6222 g771 7674
0.0 ) M AL AR A AA M Wy Pkt \ SN W IR ke e - - —
500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 miz



Annex: Espectres i cromatogrames

H-Phe(4-1)-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH-

NH, NH,
o} y O y O y O
HZN\)kN N\)kN N\)kN N\)kNH
B : 2
H g 2 H g i H §
: N : \H B©
NH, o)

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z
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Annex: Espectres i cromatogrames

H-Phe(4-)-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH,

NH,» NH»
|
H O H O H O H O
H,N N%N N <N N 7N N%NHZ
o H o  H o = H o *
W\ @ Wﬁ i 80
NH, NH, o)
HPLC (A = 220 nm)
1.000- 135 VWL 220 ni
] g
875 @
750
] g
525—_ =
= 500
= ] g
2 ] @
5 3754
E ] ®
] kA
250-_
125 I|
] )
"'UU-''"|''''|''''|""|""|""|"'min
0,0 50 10,0 15,0 20,0 250 30,0 35,0
Temps de retencid (min]
No. |Ret.Time Height Area Rel.Area
min mAl mAU*min ki)
1 14 93 180,899 15985 912
2 15,83 465 BE8 51,425 29 35
3 |1806 264713 29,162 16 64
4 1858 729 952 78 658 44 59
Tatal: 1641 441 175 229 100,00
ESI-MS m/z
Intenss. +MS, 0.5-0.7min #(31-48)
x10° 1254.4
6.
627.8
4,
2.

805.3860.4 933.

1000 1200 1400 miz
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H-Phe(4-)-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH-

NH, NH,
o} y o y O y O y O
HZN\)kN N\)kN N\)kN N\)kN N\)kNHz
H o i H ¢ H g = H § ¢
CZ W\ @ W\ QB °
| NH, NH, o)

HPLC (A = 220 nm)

ESI-MS m/z
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H-Phe(4-)-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe-Lys-Lys-Leu-Phe(4-BPin)-NH-

NH, NH,
[
o) y O y O 0 y O
HN \)kN N\)kN N\)k \)kN N\)kNH
2 ; ; 2
o) H o <_H o o H o \@
NH, NH, NH, o)
HPLC (A = 220 nm)
mAU |
]
1400 -
| o™
i o
L)
1200 -
1000
1
1
800 - 5
1 o
o
600 - J’
] ﬂ 5
] 0
400 | B |
_ E[ )|
1o ) fLw”r
200 - L VR \x
1 S _
L L_\‘f
0_
e e
0 5 10 15 20 25 30 min
ESI-MS m/z
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Peptid biarilic ciclic BPC432

HzN\\\L\

Q H
HZN\/\/y N N;Zo

BPC432

OJ)\(NHz
H N

N—" H 0

HPLC (A = 220 nm)

Absorbancia [rmAl]

00

AL

-

o

[=]
1

n o
= b3
=] n
PRI B |

]

-

i
1

-

ke

o
1

17,477

WAL 220 nm|

min{

A7 7T
15,0 20,0 250 30,0
Ternps de retencid [min]

0.0 50 10,0

35,0

No. | Ret.Time Height Area Rel.Area
min mAl mALFmin %
T |1653 27 779 2 000 206
2 16,79 32 556 2,824 29
3 17,30 24 924 1726 178
4 17 48 607 961 72293 74 51
5 [17.91 108 525 8863 913
[} 18,25 54 207 6,908 712
7 18,43 24 189 241 248
Total: 880,242 97 025 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-1.0min #(28-54)
107.
905.6
1087
10%
104
10%7
102.
101 ] I | 1068.6
L1141 6
100 . 30‘4‘6 | I RN 1?215.6 |
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Annex: Espectres i cromatogrames

Irtens. 1o
w104 ]

HRMS (ESI) m/z

3.0

25

20

05

on

4533034 [M+2H]?

+WS, 0.5-1.1min #[45-66), -Peak Bkgrnd

[M+Na)]™ gz 5772

[M+H]" 905 5989 l
B b

e T
300

T T
G300 00 mfz
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COSY (CD;OD) & (ppm)

A N
o E
H
E i e
1 ]
1 i
t . L
J - - - |
E S I
P _ ™
! ,. - [
[ & -
I | - H L
I L
- - i
= S |
—-‘.. -
.l — =
T T T T T T LI —
T 6 3 2 F2 [ppm]

HSQC edited (CDsOD) & (ppm)
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Péptid biarilic ciclic BPC434

HZNWH
N
OHN O o NH,
H
HZNM NH N\)LN S
HN Ly H
0% i 0 }
o )
O o~ BPC434
HPLC (A = 220 nm)
1'000- AL WL 220 nm
] o
875 )
] =
750
fi25-]
2]
E 1
© 500+
E 4
5 ]
= B
5 375
£ 4
=L - W
250
5 8
125—_ g—
-199-----|----|----|----|----|----|---mIn
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 15,0
Termps de retencid [min)]
No. |Ret.Time Height Area Rel.Area
min mAl mALU min p]
1 16,96 36,320 2473 1,88
2 17 63 732 B96 94 763 72723
3 18,04 G4 357 9 593 739
4 1820 118,773 17 499 13,34
5 1842 70,221 5,762 515
Tatal: 1040 367 131,190 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.9min #(36-63)
%106+
935.6
1.0
0.8
1087.4 11726
‘ ‘ . b 1""." e
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 miz
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HRMS (ESI) m/z

IrrtensE; 15} +M=, 0.5-1 2min #748-717, -Peak Bkgrnd
x102 . Ta
1 s5z.a09s [M+2H]*
125 ]
100
075
0.50 -
] [M+Na]”
0.25 [M+H]- 9575075
. 35 057 l
D.DD_'“-',L || ) -lT . ———————— b : ! .
400 500 B00 700 200 a00 1000 miz
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COSY (CD;OD) & (ppm)

L Il | [
T ! L...._A—%__./\__._i]' f P, A SN N
¥

*8
%
-]
{
=
F1 [ppm]

L) - o
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4 .
3 0 1 ' ;M' "
3 L] o . el
A R
% -./ u““. #y
1
]
&
l... ;

INTH
| %
[}

7 6 5 4 3 2 F2 [ppm]

HSQC edited (CDsOD) & (ppm)
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Péptid biarilic ciclic BPC436

HoN
R Wik
OHN O o NH,
H
HzNw NH N\)X\N
HN " ¢ H
o) : 0 >\
HoN™ O
O BPC436
OH
HPLC (A = 220 nm)
00T - WL220 nm
E -
=
750
A25
g‘ 500
=
E 375
2 ]
2 ] u
2504 %
] o T
@
125 “FL}
-100-4— T ™ T —T T T -|---min
0,0 5,0 10,0 150 20,0 250 30,0 35,0
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAU mAU*min k]
1 16,76 825,315 52.931 324
2 17,18 533 434 119273 73,28
3 17 B4 74 585 10577 703
4 17 55 44,2958 14 571 375
Total: 867 F32 150 453 100,00
ESI-MS m/z
Intens? +MS3, 0.5-0.9min #(24-46)
X107 9216
0.8
0.6+
0.4
0.2 760.5
00 . *\ﬁ4 it 0 : . .
’ 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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HRMS (ESI) m/z

|I'¢EI‘IS4- ] +MS, 0.8-1.2min #747-697, -Peak Blkgrnd
*10 . 24
451 3m7 [M+2H])?
E -
4 -
2 -
[M+Na]~
| . 943 5713
[M+H]" 21 5300

400 a0o goo

7aa oo

00 1000 miz

'H-RMN (400 MHz, CDs0D) & (ppm)

r7.61l
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COSY (CD;OD) & (ppm)

; | -
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T T T T T 4 T T T T T T T T T
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Péptid biarilic ciclic 52a

Ty

HZNM

HN

0,

NH N

\_Y(

o}
H

I=

o

4

ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.7min #(35-56)
X108 935.5
4 3
3_
2_
1.
678.4
5247 1063.3
764.8 806.4 863.4 1355.6
oA pa 1 Ia 1.131?‘4 Bk 1240.5 y 1 . -
600 700 800 S00 1000 1100 1200 1300 miz
ESI-MS m/z
Intens, +MS, 0.5-0.7min #(35-56)
x108 9355
4.
3_
2_
] 9595
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O o0 9985 8183 IR e ) e AV W W A Wpnpn e
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Péptid biarilic ciclic BPC438

H,oN

HZNW
NH  NH,

Hj\j”“ Lg

BPC438

HPLC (A = 220 nm)

B00 A WL 220 ]
T I~
500 z
1 2
400
= |
£ 200
= 1
£ ]
&
5 200
] |
B =+
100 : 2
Lol
l min
A B~ 1
0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time Height Area Rel.Area
min mAU mAU*min Yo
1 [1450 414 536 36,398 7586
2 1433 33,236 2700 533
3 | 1604 B8 454 5827 13,49
4 1649 33,529 2 B9 532
Tatal: 550,054 50,517 100,00
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.5-0.9min #(30-52),
679.
106+ 794
1091
104
1031
2]
10 8425
,] 5344
1071 9155
638.4 769.4 9835
0 " L 1089.6 1357.6
10 600 800 1000 ' 1200 ' 1400 1600 ‘miz
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HRMS (ESI) m/z

'Fﬂeni— i) +MS, 0.8-1.1min #(45-64), -Pesk Bkgrnd
*10% 1 . s
- s40.2167 [M+2H]*
125
1 3011353
1.00 -
075
: [M+Na]™ 7014086
0.50 -
] [M+H]" &79.4273
0.25 -
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0.00 L—udde J
300 350 400 450 500 550 g00 B50 700 miz
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*C-RMN (100 MHz, CD;0D) & (ppm)

| WA

COSY (CD;OD) & (ppm)
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HSQC edited (CDsOD) & (ppm)
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Péptid biarilic ciclic BPC440

H,N

WQ 2 \n
NH | 2
\/&o

HN
@]
o O
HoN
2 Oé\>__
N O
(0]

BPC440

HPLC (A = 220 nm)

R T WL 220 i
875 ¥
750
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E ]
= 400
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2 ]
250 u
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'W'J‘""|""|""|""|""|""|"'rr]in
0,0 50 10,0 16,0 20,0 25,0 30,0 35,0
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time Height Area Rel.Area
min mAU mAU*min %
1 14 56 810 502 72127 7541
2 15,23 42 037 B 444 6,74
3 15,50 85 472 9176 959
4 16,07 95 702 7904 826
Total: 1033714 95 651 100,00
ESI-MS m/z
Intense. +MS, 0.5-0.8min #(27-43)
’”04_ 700.4
3.
2,
Ly 872.4
534.3 J 9445
S SN PRI ¥ TR VYA VS — ‘ ——
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
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HRMS (ESI) m/z
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COSY (CD;OD) & (ppm)
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Péptid biarilic ciclic BPC442

H,>N
W/H O NH
ML Vs
HN 0
\/\/oj/ :—
= ()
0=,
HN -~
(o
BPC442
HPLC (A = 220 nm)
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No. |Ret.Time Height Area Rel.Area
min mAl mALU*min %
1 1359 1239 946 131 571 76,37
2 14 21 102 459 5942 345
3 14 28 146 811 15,194 802
4 1540 185 903 19570 11,36
Total: 1675,119 172278 100,00
ESI-MS m/z
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Péptid biarilic ciclic BPC428

Q H
O O NI_H<\NH2
o e}
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HPLC (A = 220 nm)
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0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 250 30,0 350
Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time Height Area Rel.Area
min m#al mALU“min %
1 17,22 1722319 177126 7121
2 17 57 343,186 51 B0 20,77
3 18 67 205 664 19,954 B02
Total: 2271169 248,740 100,00
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Péptid biarilic ciclic BPC430
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HPLC (A = 220 nm)
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Temps de retencid [min]
No. |Ret.Time Height Area Rel.Area
min mAl mAlFmin il
1 15,35 52,344 5,428 7,30
2 1647 55 H66 11 576 13,14
3 16,72 541,032 51,762 70,11
4 17.85 78515 8,329 945
Total: 868,758 88,096 100,00
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ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.4-0,7min #(32-58)
%1061
551.3
5_
4.
3_
2_
1] 276.1
406.2 464.2 7143
bl e Ll ML mz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
ESI-MS m/z
Intens. +MS, 0.4-0.8min #(26-51)
x108
551.2
4.
3_
2] 1101.4
871.4
1 714.3
4481 60s.8 g56.4 10304 13534 4400 e
ol Laudl VY T 15571
400 600 800 1000 1200 1400 miz
HRMS (ESI) m/z
Intens. o +MS, 0.8-1.7min #(45-101), -Peak Bkgrnd
x10% 1
: 253.6591
i 551.3330
2.0
1.5
1.0
] 129.1037
0.5+
1 86.0958 436.2380
L l 343.7043 464.2817
0.0 'Al' l. .'ul' AL’_
100 200 300 400 500 mz

218




Annex: Espectres i cromatogrames

Péptid biarilic ciclic BPC444

H,N BPC444 NH,

HPLC (A = 220 nm)
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Péptid biarilic ciclic BPC446

WO~
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Temps de retencid [min]
No. [Ret.Time Height Area Rel Area
min mAl mAU min %
1 16 05 350,312 35,142 84,14
2 16,90 57 599 B 525 15,86
Total: 417 811 41,766 100,00
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ESI-MS m/z
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Péptid biarilic ciclic BPC448
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0.0 50 10,0 150 20,0 250 30,0 35,0
Temps de retencid [min]
No. | Ret.Time Height Area Rel.Area
min mAl mALU*min %
1 15,19 252 429 28244 7696
2 1576 47 039 8,455 2304
Total: 299 468 36699 100,00
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Péptid biarilic ciclic BPC450
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min mAl mAL*min i
1 1487 65 B2 23,088 5 F6
2 1547 100,471 17 577 515
3 15,70 268 836 39,022 11,25
4 16,18 442 596 100,394 2895
5 16,87 208 567 166,405 47 .99
Total: 1087 131 346 789 100,00
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Péptid biarilic ciclic BPC452
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H-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-Ph,Me)-Leu-Leu-NH, (51a)
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1 18 61 1654 042 12978 399
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4 20393 1520 B52 183 595 o5 54
6 |2302 333075 43 638 13,42
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H-Lys-Lys-Leu-Tyr(3-Ph)-Leu-Leu-NH, (51b)
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1 16,33 80,026 7 F94 9,32
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3 17,89 31,489 4 523 5,48
4 18,80 341 472 43357 52 54
5 19,21 24 758 2,248 272
53 1977 24 174 2,323 2482
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H-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe(4-1)-Lys-Lys-Leu-GIn-OAl

HPLC (A = 220 nm)
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No. |Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min mAU mAU*min ]
1 14 49 74112 5522 B 05
2 15 54 160,342 14 BE3 13,60
3 15,80 816 537 80,439 7459
4 16,30 G0 946 G212 6,76
Total: 1112 037 107 842 100,00
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H-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe(4-BPin)-Lys-Lys-Leu-GIn-OH

HPLC (A = 220 nm)

Absorbancia [mal)]
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Temps de retencid [min]

No. [Ret.Time (detected) Height Area Rel.Area
min maAl mAUmin %

1 12,79 46,086 3,303 2,74

2 13,20 293737 36578 3057

3 13,77 144 251 13 636 11,30

4 15,03 75,241 5510 452

5 159,34 591,810 53,951 4472

B 17,12 55 524 7074 586
Total: 1216649 120,653 100,00
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ESI-MS m/z
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H-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Phe(4-Ph)-Lys-Lys-Leu-GIn-OH

HPLC (A = 220 nm)

650

valurm injectat 50,0 pl
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Temps de retencia [min]
No. [Ret.Time (detected) Height Area Rel Area
min mAl mAU min ki
1 1277 47 072 4 491 062
2 1375 45011 3,805 7,30
3 1489 45 459 4 581 8,79
4 15,25 388 711 36 B47 70,35
5 18,02 25 /79 2 B6h 493
Total: 515932 52,090 100,00
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ESI-MS m/z
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Péptid ciclic BPC454
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HPLC (A = 220 nm)
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1 1595 59,246 5993 100,00
Total: 529 246 5993 100,00
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