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RESUMEN

1. Abstract

CPPs are short oligopeptides with variable structures that emerge as a new promising
technology in gene therapy. Their physical-chemical properties can be modulated through
changes in the design of the peptide backbone or through different functionalization of the
aminoacid residues. Therefore, supramolecular conjugation with other polymers such as DNA
or RNA represents a promising alternative to viral vectors.

In this dissertation, lineal amphiphilic peptides are designed to contain different and
orthogonal dynamic reactive groups like oximes, hydrazones and disulfide bridges. Additionally,
these peptides are designed to adopt an helicoidal secondary strucuture. It was confirmed the
viability of the synthetic strategy and we have been able to include the three different dynamic
bonds into penetrating peptide scaffolds. These novel penetrating peptides are intended to
find applications in membrane transport and drug release.

1. Resumen

Los CPPs son oligopéptidos cortos de estructura variada que se presentan como una
prometedora tecnologia aplicable a la terapia génica. Sus propiedades fisico-quimicas pueden
modularse mediante cambios en el disefio de su esqueleto peptidico o la funcionalizacién de
las cadenas laterales de sus residuos aminoacidicos. Por tanto, la conjugacién supramolecular
con otros polimeros como el DNA o el RNA representa una alternativa a los vectores virales.

En este trabajo, se disefian péptidos anfifililcos lineales para que contengan diferentes
grupos reactivos dindmicos y ortogonales como las oximas, las hidrazonas y los puentes
disulfuro. Ademads, estos péptidos adoptan estructuras secundarias helicoidales. Se confirmo la
viabilidad de la estrategia sintética y la posibilidad de incluir tres enlaces dindmicos diferentes
en la misma estructura peptidica penetrante. En futuras investigaciones, se espera encontrar
aplicaciones para estos novedosos péptidos en transporte de farmacos a través de membranas
lipidicas.

1. Resumo

Os CPPs son oligopéptidos curtos de estructura variada que se presentan coma unha
prometedora teconoloxia aplicable a terapia xénica. As suas propiedades fisico-quimicas poden
modularse mediante cambios no desefio do seu esqueleto peptidico o a funcionalizacion das
cadeas laterais dos seus residuos aminoacidicos. Por tanto, a conxugacion supramolecular con
outros polimeros coma o DNA ou o RNA representan unha alternativa aos vectores virais.

Neste traballo, diséfianse péptidos anfifilicos lineais para que contefian diferentes
grupos reactivos dinamicos e ortogonais coma as oximas, as hidrazonas e as pontes disulfuro.
Ademais, estes péptidos adoptan estructuras secundarias helicoidais. Confirmouse a
viabilidade da estratexia sintética e a posibilidade de incluir tres enlaces dindmicos diferentes
na mesma estructura peptidica penetrante. En futuras investigacidéns, espérase encontrar
aplicacions para estes novedosos péptidos en transporte de fdrmacos a través de membranas
lipidicas.
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2. Introduccion

En la actualidad médica, la terapia génica es un campo que no cesa de cobrar interés. Se
presenta como una técnica para transportar fragmentos de DNA y RNA al interior de células
diana, de tal modo que puedan sustituir a las secuencias dafiadas y modificar asi la expresion
de proteinas alteradas. Revertir los daifos derivados del mal funcionamiento de estas proteinas
significara, por tanto, revertir los trastornos biolégicos asociados; dando un paso mas alla en el
tratamiento de las enfermedades hereditarias, las enfermedades gendmicas raras e incluso el
cancer.

Uno de los principales obstaculos, con el que se topan la gran mayoria de los
tratamientos, es la barrera casi infranqueable que supone la membrana plasmatica celular. Sin
embargo, en los ultimos afios se han popularizado como vectores de transporte los CPPs (cell-
penetrating peptides), péptidos sintéticos cortos, faciles de sintetizar y caracterizar
analiticamente, que son capaces ademads de atravesar las membranas. En muchos casos
ademas facilitan el transporte de otros péptidos, fragmentos de RNA o DNA, nanoparticulas,
plasmidos o anticuerpos.

Otras estrategias empleadas en el transporte se basan el empleo de vectores virales para
la introduccién de material genético modificado en células diana. Esta carga genética puede ser
de muy diversos tipos, aunque hoy en dia una de las tecnologias mas prometedoras es el siRNA
o RNA de silenciamiento (small interfering RNA).
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w

L WU LHLELELONH WD

E;R._Nﬁ . mRNA
- a-\-4—'
1 H > s /[ \ .
]2 L= == LEE _ A4
e S 2 VL (T
o= == = =
2|8 = - = Shaf s {5
S|= p- 3 7/l --@‘91‘*
-~ 3 o ’
RISC 7T Cleaved
\ mANA

a) Short interfering siRNA, designed to correspond to gene target.
b) siRNA synthesized with drug-like properties: stability and conjugation for delivery.

¢) Modified siRNAs penetrate the cell membrane and harness the RNAi mechanism
for gene silencing.

d) Gene silencing achieves a therapeutic effect.

Figura 1. Mecanismo de silenciamiento de genes mediante siRNA.

El RNA de interferencia o siRNA es capaz de regular la expresiéon de los genes
cataliticamente, ofreciendo asi numerosas ventajas frente a otras terapias génicas.’ Su

1Figueiredo, I. R.; Freire, J. M.; Flores, L.; Veiga, A. S.; Castanho, M. A. R. B., Cell-penetrating peptides: A
tool for effective delivery in gene-targeted therapies. Life, 2014, 66, 182-194.
’R.C. Mulligan, The basic science of gene therapy. Science,1993, 260, 926—-932.
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mecanismo de accidn es post-transcipcional, pues ataca al mRNA ya transcrito silenciando su
actividad mediante la formacién de RNA bicatenario y evitando asi, que se sinteticen las
proteinas que codifica. Su poder terapéutico es tal, que puede interferir en la expresidén de
genes importantes, tal como se ha demostrado en numerosos ensayos en modelos in vivo de
cancer, enfermedades infecciosas autoinmunes como el VIH-1, y otros trastornos genéticos.3
No obstante, los problemas asociados con la bioseguridad de los vectores virales y las propias
limitaciones de los siRNA para ser internalizados en la célula, puesto que son macromoléculas
altamente cargadas y sensibles a la degradacién por nucleasas, ponen de manifiesto la
necesidad de disefiar y desarrollar nuevos vectores capaces de mejorar su internalizacién.*

Por otro lado, los CPPs también han adquirido creciente interés en otro campo muy
estudiado en la actualidad: la busqueda de agentes antimicrobianos eficaces que combatan la
resistencia de las bacterias a los antibidticos. Tal es esta resistencia, que estas “superbacterias”
(bacterias resistentes a mas de un farmaco, como son los enterococos resistentes a la
vancomicina (VRE) o aureus resistentes a la meticilina (SARM)) pueden haber llegado a
extenderse a niveles que superan nuestra capacidad para combatirlas con los medicamentos
existentes a dia de hoy.” Una posible solucién a este problema se halla en los péptidos
antimicrobianos de origen natural (AMPs), pues conforman un grupo de péptidos abundantes
producidos naturalmente por tejidos y células aisladas para combatir a los agentes externos al
organismo. Disefiando y creando macromoléculas similares a estos péptidos se podria reducir
la distancia entre la infeccidn y la cura. Por desgracia, muy pocos de estos péptidos sintéticos
han sido probados en aplicaciones clinicas y los resultados mds esperanzadores se reducen
Unicamente a su aplicacién tépica.’

2.1. Cell-penetrating peptides

Los péptidos penetrantes de membrana son estructuras peptidicas cortas de menos de
30 aminodcidos que facilitan el transporte de pequefias moléculas, fragmentos de DNA o
incluso macromoléculas y nanoparticulas, entre otros compuestos, al interior de las células.
Una gran cantidad de péptidos posee esta propiedad. La mayoria de ellos se caracteriza por
poseer un elevado numero de residuos de naturaleza catidnica (Lys o Arg), en muchos casos
acompafados de residuos hidrofébicos que le aportan un cardcter anfipdtico, ya que alternan
en su estructura patrones polares (formados por residuos polares y/o catidnicos) con patrones
hidrofébicos (formados por residuos apolares).

Los CPPs se pueden clasificar atendiendo a su origen, funcién o aplicaciones biomédicas.
Sin embargo, una de las mas utilizadas es la que atiende preferentemente a las propiedades
fisicoquimicas del péptido. Gracias al trabajo previo de Lorents y su grupo sobre la variacion de
los niveles de Ca** en células de Jurkat y Hela en funciéon del CPP internalizado, ®
frecuentemente se clasifican en CPPs catidnicos, CPPs anfipaticos y CPPs hidrofdbicos.

3Dyawanapelly, S., Ghodke, S. B., Vishwanathan, R., Dandekar, P., & Jain, R. RNA interference-based
therapeutics: molecular platforms for infectious diseases. J. Biomed. Nanotechnol., 2014, 10, 1998-2037.
4Behr, J.-P., Synthetic gene transfer vectors Il: Back to the future. Acc. Chem. Res, 2012, 45, 980-984.
5Rodrl'guez-Vézquez, N.; Ozores, H. L.; Guerra, A.; Gonzalez-Freire, E.; Fuertes, A.; Panciera, M.; Priegue,
J.M; Outeiral, J.; Montenegro J.; Garcia-Fandifio, R.; Amorin, M. and Granja, J.R., Membrane-Targeted
Self-Assembling Cyclic Peptide Nanotubes. Curr. Top. Med. Chem., 2014, 14, 2647-2661

GLorents, A.; Kodavali, P.K.; Oskolkov, N.; Langel, U.; Hallbrink, M.; Pooga, M., Cell-penetrating peptides
split into two groups based on modulation of intracellular calcium concentration. J. Biol. Chem., 2012,
287, 16880-16889.
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Asi, los CCPs con carga neta positiva elevada y unos pocos residuos aminoacidicos son los
denominados catiénicos. Con su pequefio tamafo son péptidos capaces de inducir un rango
enorme de efectos en la célula, incluyendo cambios en la integridad de la membrana celular y
la viabilidad celular. Algunos ejemplos de esta clase son el péptido VIH-TAT o las oligoargininas
sintéticas.”En cuanto a aquellos péptidos que contienen regiones apolares y polares, son
definidos como péptidos anfipdticos, cuya anfifilidad se extrapola de su estructura primaria. La
famosa penetratina o el péptido MPG, empleado recientemente para internalizar genes
estructurales del virus de la hepatitis C y mejorar asi la respuesta inmune a la infeccién,® son
ejemplos de este tipo de péptidos. Por ultimo, los CPPs hidrofdbicos, grupo no muy abundante
debido a su baja solubilidad, son aquellos que contienen residuos apolares. Aln asi, existen
evidencias experimentales de que estos péptidos conjugados con dominios de induccién a la
apoptosis (pro-apoptotic domain, PAD por sus siglas en inglés), son capaces de atravesar las
membranas plasmaticas e inducir la muerte celular al romper la membrana de las
mitocondrias.’

2.2. Transporte y mecanismos de internalizacion de los CPPs

A pesar de haber nacido como compuestos para el transporte de moléculas al interior de
las células, los mecanismos de internalizacion de CPPs estan todavia por dilucidar. Una de las
razones por la que este tema es todavia motivo de controversia es la variedad de propiedades
y estructuras que poseen estos péptidos, como son la carga y el tamafio de la secuencia. Como
ya se menciond, no sdélo son capaces de atravesar las membranas bioldgicas, sino que ademas
también pueden interaccionar con una gran variedad de moléculas de la superficie de las
membranas, como los lipidos de membrana o los proteoglicanos asociados a la membrana.

Los mecanismos tipicamente estudiados se pueden dividir en dos grandes grupos segun
requieran o no el consumo de energia por parte de la célula: la translocacidn directa a través
de la bicapa lipidica, generalmente no asociado al consumo de energia, y el transporte
mediado por endocitosis, que requiere de un aporte energético.

La endocitosis, el método convencional de entrada de moléculas hidrofilicas dentro de la
célula, requiere un reordenamiento de la membrana plasmatica o la interaccion con un
receptor de membrana especifico, que van seguidos por la formacidn de una vesicula que se
libera en el citoplasma. Para que se produzca este proceso se requiere un gasto energético.
Desde ese punto de vista, la maquinaria de la endocitosis, ayudada por el citoesqueleto de la
célula, transporta las moléculas exégenas hacia su destruccion o su reciclaje dependiendo del
marcaje que les haya sido asignado. Es poco comun que los endosomas liberen su contenido en
el citoplasma, por lo que este no resulta ser el mejor mecanismo de actuacién de los CPPs. No
obstante, la investigacion respecto a las rutas endociticas de CPPs no cesa, habiéndose descrito

7Futaki, S.; Nakase, I.; Tadokoro, A.; Takeuchi, T.; Jones, A.T., Arginine-rich peptides and their
internalization mechanisms. Biochem. Soc. T., 2007, 35, 784-787.

8Mehrlatifan, S.; Mirnurollahi, S. M.; Motevalli, F.; Rahimi, P.;Soleymani, S.; Bolhassani, A., The structure
HCV genes delivered by MPG cell penetrating peptide are directed to enhance immune responses in
mice model. Drug Deliv., 2015, 1-8.

9Watkins, C.L.; Brennan, P.; Fegan, C.; Takayama, K.; Nakase, I.; Futaki, S.; Jones, A. T., Cellular uptake,
distribution and cytotoxicity of the hydrophobic cell penetrating peptide sequence PFVYLI linked to the
proapoptotic domain peptide PAD. J. Control. Release, 2009, 140, 237-244.
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evidencias de que algunos péptidos conjugados con GFP o rodamina prefieren internalizarse de
este modo, como la proteina transactivadora de la transcripcién (TAT) del virus del VIH.™

Macro & Micropinocytosis N
‘ a)i:-Protein Interaction
ﬁf) b) Peptide-Protein Interaction
. c) Protein-ON/OFF Interaction
e 5 d) Small Drug action (i.e. anti-cancer)
e) siRNA/shRNA-mediated mRNA degradation
§ f) siRNA/shRNA mRNA antisense

Caveolae-mediated

g) Protein/pe

Caveolae/Clathrin-independent .
Interaction

Figura 2. Mecanismos de translocacién de los CPPs al interior celular y las posibles interacciones en
el citoplasma y el nucleo de la célula.

EL otro método de entrada planteado es la translocacién directa a través de la
membrana plasmatica. Este proceso no requiere de consumo energético por parte de la célula
y es la ruta preferida por pequefias moléculas hidrofilicas. Otra ventaja de la difusidn directa es
que no provoca dafios perceptibles en la membrana. Una posible explicacion de este hecho es
la intervencién inmediata del mecanismo reparador de la membrana, que moviliza pequenas
vesiculas de fosfolipidos desde el interior celular para parchear los huecos presentes de un
modo similar al que los trombocitos humanos coagulan la sangre en las inmediaciones de una
herida para taponarla.

En el caso de macromoléculas muy hidrofilicas y cargadas, como es el caso de DNA, la
entrada por translocacion directa se hace dificultosa. Es ahi donde los CPPs juegan su rol mas
importante favoreciendo este mecanismo de internalizacién frente a la ruta endocitica. Las
poliargininas, son oligopéptidos muy hidrofilicos y catidénicos que mantienen su carga positiva
durante todo el rango de pH debido a la alta alcalinidad de los grupos guanidinio. Son
homopolimeros pertenecientes a la familia de los PTD o dominios transductores de proteinas
(protein transduction domain), también cominmente llamados MTS (membrane translocating
sequences). Su estructura es rica en residuos de Arg, lo que favorece enormemente la

Yones S. W.; Christison, R.; Bundell K.; Voyce, C. J.;Brockbank, S. M.; Newham, P.;Lindsay, M. A.
Characterisation of cell-penetrating peptide-mediated peptide delivery, Br. J. Pharmacol., 2005,145,
1093-1102.
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translocacion de macromoléculas poliidnicas. La Lys no es tan efectiva como la Arg, pues su pK,
intrinseco se reduce (< 7.0) para minimizar las repulsiones entre las cargas de secuencias de
polilisinas (Figura 3).'' Ya en 1965 Ryser y Hancock demostraron que la adicién de
homopolimeros aminoacidos catidnicos a medios de cultivo de tejidos que contenian albumina
marcada radioisotdpicamente incrementaban el transporte de la etiqueta radioactiva al
interior celular.’” Estudios mas actuales sugieren que son necesarias al menos ocho cargas
positivas para una internalizacién eficiente de CPPs."

b) gHs SH3 ‘\ §H3 NH, \

pK,=10.5 pK,<7.0

Figura 3. La estabilidad de los complejos poliiénicos se consigue a través de la minimizacion de la
repulsidon de la carga proximal en los residuos de Lys y Arg. b) En el caso de la Lys, de caracter mas
acido, esta reduccion se consigue por la pérdida de un protén a pH cercano a 7.0. a) Sin embargo, la
solucién para reducir la carga neta de oligdmeros con multiples grupos guanidinio de la Arg, que es
menos acido, es mediante su unién a contraiones.™

Figura 4. Ejemplos de contraiones que forman complejos termodindmicamente estables y
cinéticamente inestables con los grupos guanidinio de una poliarginina. Este efecto de contraién
suele llamarse coloquialmente “la magia de la arginina” (arginine magic).

"Takeuchi, T.; Sakai, N.; Matile, S. Counterion-activated polyions as soft sensing systems in lipid bilayer
membranes: From cell-penetrating peptides to DNA. Faraday Disc., 2009, 143, 187-203.

12Ryser, H. J.; Hancock, R. Histone and basic polyamino acids stimulate the uptake of abumine by tumor
cellsin culture. Science, 1965, 150, 501-503.

B El-Sayed, A.; Futaki, S.; Harashima, H., Delivery of macromolecules using arginine-rich cell-penetrating
peptides: ways to overcome endosomal entrapment. AAPS J., 2009, 11, 13-22.

1 Gasparini, G.; Bang, E-K.; Montenegro, J.; Matile, S. Celular uptake: lessons from
supramolecularorganic chemistry. Chem. Commun., 2015, 51, 10389-10402.
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2.3. Conceptos previos

Los péptidos y las proteinas son biomoléculas formadas por a-aminoacidos unidos entre
si mediante enlaces peptidicos (enlaces amida),” resultado de una reaccién de condensacion
entre el grupo amino de un aminodcido y el grupo acido carboxilico de otro.
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Figura 5. lzquierda: planos de los enlaces peptidicos y giros y y ¢; derecha: reaccién de
condensacidén para formar un enlace peptidico entre Gly y Ala.

El enlace peptidico tiene cardcter parcial de doble enlace entre el nitrégeno y el carbono
por lo que mantiene en un mismo plano a los 6 dtomos implicados en la formacién del enlace,
como consecuencia de la deslocalizacidn del par electrénico del Nitrégeno en el carbonilo de la
amida. Esto aporta una rigidez especial a este enlace, reduciendo libertad conformacional a las
rotaciones entre los enlaces en torno al carbono a. Estas rotaciones se conocen como las yy ¢
(Figura 5).

Los péptidos y proteinas estan formados por una serie de mondmeros denominados
aminoacidos. Las unidades monoméricas de origen natural son a-aa, es decir, el grupo amino
estad unido en la posicién a con respecto al grupo acido, y ademds todos pertenecen a la serie L,
lo que quiere decir que todos sus carbonos a tienen la misma estereoquimica y, por tanto las
cadenas laterales permanecen orientadas todas en el mismo sentido. Dependiendo de la
naturaleza quimica de las cadenas laterales se puede clasificar a los aminoacidos en: apolares
(G,A,V,L I, M, F, P, W), polares no idnicos (S, T, N, Q, Y, C), acidos (D, E) y basicos (K, R, H). En
la figura 6 aparecen todos ellos representados.

B Fields, G. B.; Lauer-Fields, J. L.; Liu, R.; Barany, G. Principles and practice of solid-phase peptide
synthesis in synthetic peptides, Oxford University Press: New York, 2002; 93—219.
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cadenas laterales no polares

(e} o
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HO HO
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soeucinag, lle, un=Y
HO

Tirosina, Tyr, Y Histidina, His, H

o]

HO)KJ/NHZ

HS
Cisteina, Cys, C

Figura 6. Estructura, nombre y cédigo de unay tres letras de los aa mas comunes.

Las proteinas se constituyen de un esqueleto polipeptidico en forma de una cadena
lineal que se pliega para formar las estructuras tridimensionales mas complejas. Estas influyen
enormemente en su actividad bioldgica por lo que no solo se hace necesario conocer la
estructura primaria de una proteina (su secuencia aminoacidica), sino también su estructura
secundaria, terciaria e incluso cuaternaria, en el caso de que la proteina esté formada por
varias subunidades.

Asi, cuando la cadena polipeptidica se pliega sobre si misma puede formar patrones del
tipo: a hélice, ldmina B, giros, random coil... Este conjunto de elementos estructural es lo que
se conoce como estructura secundaria de la proteina.' Estos elementos se caracterizan por
poseer unos valores concretos de los angulos de torsidon v y ¢ segun su direccién de giro
alrededor del carbono a. La estructura terciaria hace referencia a la disposicidn espacial de los
elementos de estructura secundaria. Algunas de las mas conocidas son: el barril B, una
estructura tubular formada por laminas B, estructura BBa, formada por dos hojas B y una
hélice a, etc. Por ultimo, la estructura cuaternaria de las proteinas se presenta cuando
diferentes unidades estructurales, también llamadas dominios, o diversas cadenas
polipeptidicas se unen para formar una proteina multimérica mas compleja y de mayor tamafio.

te Pauling, L.; Corey, R. B. Atomic coordinates and structure factors for two helical configurations of
polypeptide chains, Proc. Natl. Acad. Sci., 1951, 37, 235-240.
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2.3.2. Estructura secundaria a-helicoidal

Es importante recordar que la distribucidn de los residuos aminoacidicos del péptido, ya
sean hidrofébicos, hidrofilicos o cargados, es la que determina la conformacién tridimensional
del mismo (hélice a, lamina 3, random coil...), su estado de agregacidn y la localizacién en la
membrana bioldgica. Los péptidos helicoidales estan estabilizados por enlaces de hidrégeno
entre los oxigenos de los grupos carbonilo del enlace peptidico y los hidrégenos de las amidas
gue son parte del esqueleto del polipéptido. En la hélice o una vuelta contiene 3,6 aa y tiene
una longitud de 5,4 A.

Los CPPs helicoidales poseen un cardcter anfifilico y presentan una cara altamente
hidrofdbica, mientras que la otra puede ser catidnica, anidnica o polar. Esta conformacién les
permite maximizar las interacciones con la membrana plasmatica.

Amino terminus

@ carbon
() Hydrogen
(@ Oxygen
@ Nitrogen
@Rgroup

£ oo

(@ Carboxyl terminus (b) (c) (d)

Figura 7. Caracteristicas de las hélices a.. Vistas lateral y superior, a) y b) en representacién de palos
y bolas, c) representacion compacta y d) representacion en roseta.

Por ultimo, es importante mencionar, que el estudio de la estructura de los péptidos se
puede determinar mediante la técnica de dicroismo circular.'’*®

2.3.3. Enlaces disulfuro y su papel estabilizador

Un enlace disulfuro es un enlace covalente resultado de la reaccién entre dos grupos
sulfidrilo (-SH), también llamados tiol, que se unen para formar un enlace S-S. Los grupos
sulfidrilo son caracteristicos de la Cys y cuando dos de estos residuos reaccionan entre si se
forma un residuo de cistina. La reaccidén tiene lugar por oxidacién de los grupos SH en
presencia de oxigeno, liberandose dos protones de los residuos y quedando los dos atomos de
S enlazados.

La repercusién que tiene este enlace en la estructura terciaria de las proteinas es muy
importante. Tanto es asi, que en muchos casos la funciéon de las proteinas requiere del
establecimiento de estos enlaces, como es el caso de los anticuerpos,19 gue unen sus cadenas

17KeIIy, M. S.; Jess, T. J.; Price, N. C. How to study proteins by circular dichroism, Biochim. Biophys. Acta,
2005, 1751, 119-139.

18Greenfield, Norma J. Using Circular Dichroism Spectra to Estimate Protein Secondary Structure. Nat.
Prot., 2007, 6, 2876—2890.

19Saerens, D.; Conrath, K.; Govaert, J.;Muyldermans, S. Disulfide Bond Introduction For General
Stabilization of Immunoglobulin Heavy-Chain Variable Domains, J. Mol. Biol., 2008, 377, 478-488.
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polipeptidicas pesadas y ligeras de este modo. Junto a los enlaces de hidrégeno y las
interacciones hidrofdbicas y electrostaticas, los puentes disulfuro estabilizan y aislan a la
proteina de la irrupcién de moléculas de agua que puedan asociarse con los residuos polares o
idnicos y eviten su plegamiento. Como se tratara mds adelante, la peroxidasa de glutation es la
enzima encargada de romper este tipo de enlaces para proteger a la célula del daifo oxidativo
causado por los radicales libres.

\\Q Cysteine
cysteine \ cysteine
COO~ CO0~
s b + +
- . -6 HN—CH HN—CH
. CHy e CH
k: | 2H™ + 2e |
oxidation reduction SH _L\ [S
3 SH S
\ | oHT + 2~ [
& cystine CHj ([:H2
+ +
8) CH—NH3 CH—NHj;
\ disulfide bond ' CO0~ CO0~
Cysteine Cystine

Figura 8. Formacion del puente disulfuro a partir de dos residuos de cisteina.

En los procesos naturales de la célula la oxidacidn de dos cisteinas para formar la cistina
estd facilitada por encimas que transportan electrones desde sustratos reducidos a moléculas
aceptoras de electrones como el oxigeno molecular.?’ Las tiol-disulfurooxidorreductasas son
enzimas que contienen un par de cisteinas cataliticas que intervienen en la oxidacién del
sustrato por reacciones de intercambio de tiol-disulfuro. Al tratarse de reacciones redox, la
enzima debe recuperar su puente disulfuro original para poder soportar sucesivos ciclos de

oxidacion del sustrato.
H '1 m

H H <y
N N Oxido- Oxido- Oxido-
reductase reductase reductase

oxidized reduced

Figura 9. Mecanismo de formacidon de puentes disulfuro entre cadenas polipeptidicas facilitado por
la enzima tiol-disulfurooxidorreductasa.

La reoxidacion de la oxidorreductasa la lleva a cabo otro enzima, la tiol oxidasa, que
utiliza dos pares cataliticos de Cys para redirigir los electrones y almacenarlos en cofactores
como el FAD. De este modo se generan productos estables que almacenan electrones que se
emplearan en otros procesos metabdlicos.

El glutation (GSH) es un tripéptido (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) sintetizado en el citosol,
que contiene un enlace peptidico inusual entre el grupo carboxilo de la cadena lateral de
glutamato y el grupo amino de la cisteina. Es un antioxidante muy conocido, pues protege a la

20Kojer, K.; Riemer, J. Balancing oxidative protein folding: the influences of reducing pathways on
disulfide bond formation. Biochim. Biophysis. Acta, 2014, 1844, 1383-1390
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célula de las especies reactivas de oxigeno y de los radicales libres, asi como del estrés
oxidativo generado en el Reticulo Endoplasmdtico. Ademas su grupo tiol es de caracter
nucledfilo, lo que le permite ejercer su funcién reductora. Los grupos tiol se mantienen en un
estado de reduccion a una concentracién de aproximadamente 5 mM en las células animales.
El glutatidon reduce a cisteinas cualquier enlace disulfuro formado dentro de las proteinas
citoplasmaticas, actuando como un donante de electrones.”

En el citosol, la concentracion de GSH es relativamente alta (hasta 10 mM) y este se
mantiene casi exclusivamente en su forma reducida gracias a la glutatién reductasa (GR),
enzima que toma la energia del NADPH para mantener el glutatidn inactivo, por lo que es muy
raro que se formen enlaces disulfuro en este medio. Por tanto, seria légico que tras la
translocacion directa de CPPs anfifilicos cuya estructura poseyese algin puente S-S, se
favoreciese la oxidacion del glutation a glutation oxidado (GSSG) y la reduccién del enlace
exdgeno para separar las cadenas polipeptidicas del CPP, obteniendo asi residuos cisteinicos
libres (grupos tiol). No obstante, el glutation también es un indicador de los niveles de
toxicidad en la célula, ya que mas del 90% de este enzima se encuentra en estado reducido
(GSH) y menos del 10% en estado oxidado (GSSG). Un aumento o disminucidn en esta
proporcién se considera sintoma de estrés oxidativo.?

AT
® ) @=
Substrate [j> SH/s SS/hs

s—s“ze'

Oxido- [
reductase

—
IS
ml

wslfes D
Membrane [j>
transport =
fexte @B
cytosolic 4
eY donor 2e T
\_ Y, \Cylosol. J

Figura 10. Esquema de la reduccion de glutatién oxidado (GSSG) por la glutation reductasa (GR),
para formar glutatién reducido que sera el encargado de activar la proteina disulfuro-isomerasa.
Esta Ultima es la encargada de catalizar la formacién de enlaces disulfuro en el RE, de tal modo que
las proteinas queden completamente plegadas y alcance su conformacioén final.

Recientemente se ha demostrado que el mecanismo de internalizacién de CPPs ricos en
puentes disulfuro también depende de su tamafio, esto es, de lo larga que sea la cadena
polipeptidica.”® Asi, los péptidos cortos prefieren la ruta endocitica, mientras que los péptidos
mas largos son transportados por translocacidn directa. Aquellos de tamafio medio sufren una
rapida depolimerizacidon en el citosol. Este hecho, es un factor determinante en la eleccién del
tamafio de CPP seguin el destino intracelular deseado.”

21Gasparini G.; Matile S. Proetin delivery with cell-penetrating poly(disulfide)s. Chem. Commun., 2015, 51,
17160 -17162.

22Chakravarthi, S.; Jessop, C.E.; Bulleid, N. J. The role of glutathione in disulphide bond formation and
endoplasmic-reticulum-generated oxidative stress. EMBO reports, 2006, 7, 271-275.

23Chuard, N.; Gasparini, G.; Roux, A.; Sakai, N.; Matile, S. Cell-penetrating poly(disulfide)s: the
dependence of activity, depolymerization kinetics and intracellular localization on their length. Org.
Biomol. Chem., 2015, 13, 64-67.
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La sintesis organica en fase sélida fue desarrollada originalmente para la preparacién de
péptidos por R.B. Merrifield en 1963.>* Esta técnica se basa en el uso de una resina,
generalmente de poliestireno, en forma de pequefias esferas que es insoluble en casi todos los
disolventes. La utilizacidn de disolventes adecuados hace que estas se solvaten (hinchen) por
lo que los grupos reactivos del polimero pueden reaccionar con otras moléculas. La principal
ventaja de la sintesis organica en fase sélida frente a la sintesis organica en disolucidn es que
se puede forzar a que las reacciones sean cuantitativas en cada etapa, ya que es posible utilizar
un exceso de reactivos. Gracias a ello, se pueden obviar procesos laboriosos de purificacion y
aislamiento de cada uno de los productos resultantes que se genera en cada etapa de la
sintesis. Dicho exceso se puede eliminar facilmente una vez finalizada la reaccién por procesos
simples de lavado vy filtrado. Finalmente, el producto deseado se desprende del soporte, y su
purificacién y caracterizacidon se llevan a cabo en disoluciéon. En consecuencia, no hay que
purificar cada intermedio sintético, lo que se traducird en una reduccidon de tiempo y un
aumento en la produccién.

No obstante, esta técnica posee una desventaja notable. Cuando las reacciones no
transcurren con rendimientos cuantitativos, esto es, cuando el residuo N-terminal de una de
las muchas cadenas polipeptidicas en crecimiento adheridas a la resina se queda sin acilar
después de la etapa de acoplamiento, el producto final estara contaminado por secuencias
incompletas por dos motivos: a) El residuo puede ser exitosamente acoplado en el siguiente
ciclo, resultando en un péptido suprimido, b) El residuo puede no ser acoplado
subsecuentemente, lo que dard un péptido truncado.”

PG
Ry
T—N A
PG -
Ry .. H
o 1. Desproteccion
T — - — N\)L )\I(o_
Ho 5 2. Acoplamiento

PG

: r liméri ici6
soporte polimerico 3. Repeticion del proceso n veces

T : grupo protector temporal 4. Eliminacién de todos los PGs y
A: grupo activante liberacidn de la resina

Ry o] Ry
H
H N OH
N - N
H =4 H
o} R; o]

Figura 11. Esquema de la metodologia para la sintesis en fase sdlida. R; y R, son los grupos
protectores ortogonales permanentes de las cadenas laterales de los aminoacidos a lo largo de
toda la sintesis. T denota al grupo protector temporal utilizado en el extremo N-terminal.

R1y R,: grupos protectores

Este problema puede subsanarse forzando a que cada etapa de acoplamiento se lleve a
cabo de forma cuantitativa. Para este propdsito suele usarse exceso del agente acilante,

**a) Merrifield, R. B’; Solid Phase Peptide Synthesis. |. The Synthesis of a Tetrapeptide,). Am. Chem. Soc.,
1963, 85,2149-2154. b) Merrifield, R. B.,Automated synthesis of peptides, Science, 1965, 150, 178.

» a) Dick, F. Acid cleavage/deprotection in Fmoc/t-Bu Solid-Phase Peptide Synthesis.
PeptideSynthesisProtocols, 1994, 35, 63-72. b) Pennington, M. W.; Byrnes, M. E. Procedures to Improve
Difficult Couplings, PeptideSynthesisProtocols, 1995, 35, 1-16. c) Atherton, E.; Sheppard, R.C. Solid Phase
Peptide Synthesis: A Practical Approach, Press: Oxford, 1989. d) Lloyd-Williams, P.; Albericio, F.; Giralt, E.
Chemical Approaches to the Synthesis of Peptides and Proteins; CRC Press: Boca Raton, 1997.
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agentes de acoplamiento mas reactivos, cambiar el disolvente e incluso repetir esta etapa mas
de una vez. Desafortunadamente, la sintesis tampoco puede controlarse con las técnicas
utilizadas en disolucién, sobre todo el RMN. Es por ello que se emplean otros métodos que
permitan comprobar si la etapa no se ha completado en su totalidad con pruebas como el test
de Kaiser® o el test TNBS.”” El ensayo de TNBS es mas facil de realizar y de una sensibilidad casi
equivalente a la del ensayo de Kaiser y solamente es utilizado para la detecciéon de grupos
amino primarios.

La metodologia mas empleada en la sintesis peptidica en fase sélida es la estrategia
Fmoc/t-Bu®® que emplea condiciones mas suaves a las utilizadas en la estrategia Boc/Bzl, en la
gue el tratamiento continuado con TFA puede acabar por alterar los grupos protectores de las
cadenas laterales de los aminoacidos y requiere de un tratamiento acido fuerte, generalmente
con HF al final del proceso. La capacidad del HF o del TFA para degradar las proteinas en las
condiciones del desanclaje final, llevd a la introduccién de un nuevo protector del grupo
amino, basado en el 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc), que requiere una accion de
desproteccién y liberacion del péptido mds suave. Este método utiliza una base, normalmente
la piperidina (20 %) en DMF para la eliminaciéon del grupo Fmoc, quedando el grupo amino
libre y listo para acoplar un nuevo aminodcido activo. Otra ventaja es que el desanclaje del
péptido de la resina y la eliminacién de los grupos protectores ortogonales, solo requiere el
empleo de un medio acido, como el TFA.

Fmoc

% TFA
Q 0
o
\4 3\&2“ Hg—{ ESPACIADOR |-
( ° © Tea
QNH TFA /MOK ©

piperidina

Figura 12. Reactivos y grupos protectores en la estrategia Fmoc/t-Bu. El grupo Fmoc se desprotege
por tratamiento con una disoluciéon del 20% de piperidina en DMF y las cadenas laterales se
desprotegen simultdaneamente a la liberacién de la resina por tratamiento con el acido
trifluoroacético (TFA).

En cuanto a las resinas, la gran mayoria de ellas se pueden tratar con TFA para liberar el
péptido sintetizado. De forma similar a la estrategia t-Boc, se usan dos resinas principalmente,
dependiendo de la funcionalizacién deseada en el extremo C-terminal. La resina Wang es la
mas usada para péptidos con acidos carboxilicos C-terminales, mientras que se utiliza la resina
de Rink si se desea una amida C-terminal.”*°

2% Kaiser, E.; Colescott, R. L.; Bossinger, C. D.; Cook, P. I.,Color test for detection of free terminal amino
groups in the solid-phase synthesis of peptides, Anal. Biochem., 1970, 34, 595-8.

2 Swaminathan, K.; Sud, K. C.,Rapid determination of total nitrogen in biological materials with chromic
acid, Anal. Biochem., 1976, 74, 260-2.

28 Chang, W. C.; White, P. D., Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis, Oxford University, New York, 2000.

» Fields, G. B.; Noble, R. L.; Solid phase peptide synthesis utilizing 9-fluorenylmethoxycarbonyl
aminoacids, Int. J. Pept. Protein Res.1990, 35, 161-214.

PAlsina. J.; Albericio F., Solid-Phase synthesis of C-terminal modified peptides, J. Pept. Sci., 2003, 71,
454-477.
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La etapa clave de la sintesis de péptidos es la formacion de los enlaces amida entre los
aminodcidos. La formacion eficiente de estos enlaces requiere la activaciéon del grupo
carboxilo, para lo que se han desarrollado diversas alternativas.>* El método mas utilizado
comunmente se basa en la formacion in situ de ésteres activos. Este método consiste en Ila
activacion del acido en el mismo medio en el que esta presente el grupo amino y sin aislar el
intermedio reactivo generado. Esto permite llevar a cabo reacciones limpias y rapidas, incluso
con aminodcidos de elevados impedimentos estéricos. Los reactivos encargados de la
activacion se denominan agentes de acoplamiento; algunos de los mas utilizados se muestran

en la figura 13.
OH OH {Ng>

N, Mo M N\ PFY
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N N N

o o o & { g)
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Figura 13. Los agentes de acoplamiento comunmente utilizados en la sintesis en fase sélida.
Los distintos agentes de acoplamiento presentan diferentes reactividades. El mecanismo
de la reaccién de activacién se ejemplifica en el siguiente esquema para el N-HBTU. En este

mecanismo se genera el éster “activo”” del HOBt que es el que reacciona posteriormente con la
amina libre (Figura 14).
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Figura 14. Mecanismo propuesto para la activacion de un acido, mediante la formacidn in situ del
éster activo y su posterior acoplamiento con el grupo amino del aminodacido o péptido unido a la
resina.

El desanclaje final de la proteina de la resina y la posterior eliminacién de los grupos
protectores permanentes son llevadas a cabo por el TFA en presencia de atrapadores de
cationes. De este modo, el método Fmoc es ortogonal en dos direcciones, es decir, la
desproteccidn del grupo amino vy el desanclaje final de la resina.

! El-Faham, A.; Albericio, F.,Peptide Coupling Reagents, more than a Letter Soup, Chem. Rev.,
2011, 111, 6557-6602.
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3. Objetivos

El propésito principal del presente proyecto es la sintesis de péptidos anfifilicos lineales
dotados con grupos reactivos formados de enlaces dindmicos ortogonales, para su utilizacion
en transporte de biopolimeros tales como DNA o RNA a través de bicapas lipidicas. De este
modo, se disefiaran péptidos que contengan grupos capaces de formar oximas, hidrazonas o
enlaces disulfuro. Estos péptidos de caracter lineal se han disefiado para que adopten una
estructura secundaria helicoidal que favorecera la presencia de una cara altamente hidrofdbica
y una cara hidrofilica. En esta ultima también se encontrardn los anclajes necesarios para la
formacidn de los enlaces dindmicos.

En primer lugar se sintetizara el péptido HP1 (Helicoidal Peptide 1, Figura 15) con
secuencia aminoacidica LK(oxRALKHya)RLK(0xRAL. Con esta sintesis serd posible demostrar la
compatibilidad de enlaces dinamicos con diferente estabilidad frente a la hidrdlisis en la misma
molécula peptidica. Mediante el uso de diversos grupos protectores ortogonales, serd posible
realizar los acoplamientos selectivamente.

] ]
HNLO HzN:\r‘NHQ HzNﬁ.}NH
NH 'NH
0 Hoo w9 H O
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c! Hoo iH o oo 3 i Hog %
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@
NH,
HP1

Figura 15. Representacion del péptido HP1.

En un segundo objetivo mdas ambicioso se intentard incluir funciones dinamicas ortogonales
dentro de un mismo esqueleto peptidico penetrante y se abordara mediante la preparacién de
un dimero helicoidal unido a través de un puente disulfuro. Para ello, se empleard a modo de
péptido modelo uno péptido corto de 4 aminoacidos designado como HP2 (Figura 16) con
secuencia KioxRCL, con el que se comprobara la eficacia de la dimerizaciéon para poder
emplear estos conocimientos en un péptido de mayor longitud: LK(oxRALRRLK0xKCL, péptido
nombrado como HP3 (Figura 16). Los dimeros se presentan como potentes candidatos para el
incremento del transporte a través de las bicapas lipidicas por su alto contenido en residuos
catidnicos.
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Figura 16. Representacion de los péptidos HP2 y HP3.

Posteriormente se estudiara la posibilidad de modificar estos péptidos a través de
grupos reactivos dindmicos para incorporar nuevas funciones o propiedades que den acceso a
nuevos transportadores de mayor complejidad estructural (Figura 17).
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Figura 17. Representacidn esquematica del objetivo final de este trabajo.

Para cumplir este propdsito, se acoplaran moléculas de T-Guanidinio unidas mediante
enlace oxima a las hidroxilaminas libres de los péptidos HP2 y HP3, obteniéndose los péptidos
HP4 y HP5 (Figura 18) y seguidamente se eliminaran los grupos protectores S'Bu para obtener
los péptidos HP6 y HP7 (Figura 18).
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Figura 18. Representacion de los péptidos HP4, HP5, HP6 y HP7.
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La capacidad de transporte de los péptidos HP3 y HP4 se estudiard en vesiculas
fluorogénicas, una vez que se incorporen los grupos guanidinio unidos mediante enlace oxima.
Para llevar a cabo estos estudios se empleard un sistema de vesiculas fluorescentes
unilamelares rellenas de HPTS-DPX.

De todo el conjunto de experimentos se espera adquirir un mayor conocimiento sobre la
posibilidad de sintetizar péptidos con diversos enlaces dindmicos que actlen
simultdneamente, asi como sobre las capacidades trasportadoras de los péptidos unidos por
puentes disulfuro.
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4. Resultados y discusion

4.1. Diseiio general de los péptidos

El disefio general de los tres péptidos anfifilicos con enlaces dindmicos sintetizados se
muestra a continuacién (Figura 19). En todos los casos se trata de moléculas que presentan
tanto un cardacter hidrofilico (catidnico), aportado por los residuos de Arg (pKa = 12.5) pues
garantizan la protonacién de los mismos a pH bioldgico (7.4); asi como un caracter hidrofébico
aportado por los residuos de Leu y Ala. Estas estructuras seran, por tanto, iddneas para formar
pares idnicos con los correspondientes fosfatos de DNA (pK, = 1) y formar complejos neutro-
activos capaces de atravesar las membranas biolégicas. Como elementos de anclaje para
futuros acoplamientos con cadenas hidrofébicas se tomaron las hidroxilaminas e hidrazidas.
Los enlaces disulfuro también formaron parte de este singular disefio, facilitando Ia
consecucién de la estructura dimérica del compuesto final.

N-terminal
O H2N.$NH2
R,:NH
r— [¢]
"gl‘ﬂ-NHz
y YO\NHQ
C-terminal

Figura 19. Disefio general del péptido transportador HP1 con distintos anclajes para enlaces
dindmicos.

N-terminal N-terminal

o0

—_—
[ |
C-terminal C-terminal
B eus-s fj\j oo
> O/O H *n’\/\” "NH,
(¢]

Figura 20. Reaccién del péptido con el aldehido T-Guanidinio.

Como se ilustra en la Figura 20, el péptido disefiado permite la incorporacidn alternativa
tanto de grupos funcionales hidrofébicos como hidréfilos, mediante el tratamiento con
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aldehidos adecuados y la correspondiente formacién de enlaces oximas o hidrazonas. El
potencial de estos grupos, reside en la posibilidad de una funcionalizacion rdpida mediante la
formacién de enlaces covalentes reversibles (oximas) de forma que cualquier residuo
hidrofilico podria ser incorporado con una sintesis rapida y sencilla. De este modo, en el caso
de los grupos oxima, la solubilidad de los péptidos se veria incrementada, asi como su
capacidad para complejarse con mas moléculas de DNA y poder incrementar el transporte de
las mismas a través de vesiculas fluorogénicas.

En los péptidos lineales disefiados se tuvo en cuenta que el conjunto de grupos hidrofilicos
e hidrofébicos queden orientados en caras opuestas, generando estructuras helicoidales
anfipaticas. La superficie hidrofébica formaria el drea de contacto con la membrana lipidica y la
superficie hidrofilica con el DNA (Figura 21). Ademas el grupo O-Alquilhidroxilamina se situd en
la interfase de ambas caras. El acoplamiento con un aldehido catiénico como el T-Guanidinio
incrementa el cardcter catidnico del disefio, aportando solubilidad al compuesto y facilitando
su tratamiento.

Cara hidrofilica

T-Guanidinio

Figura 21. Representacidn en roseta del péptido HP5.

Por otro lado, el diseiio del péptido planteado para la dimerizacidon se muestra en la figura
22 y la figura 23. La presencia de un puente disulfuro y la consiguiente dimerizacion del
péptido dard lugar a cadenas peptidicas con elevado nimero de residuos catidnicos que
redundara en un incremento del porcentaje de transporte de biopolimeros de interés a través
de bicapas lipidicas. La gran ventaja de este método es que una vez internalizado el dimero
podria ser reducido a sus mondmeros tidlicos gracias a la accion del glutatién, facilitando la
liberacion del 4cido nucleico transportado.

O N-terminal O
O H H
,:IE,NB/\/N,.\E:@HZ
O HZN%NHZ
R” O
D_/‘ "{O‘NHZ O
-E |

C-terminal

Figura 22. Representacion esquematica del dimero de HP7.
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Figura 23. Representacién en roseta del dimero de HP7.

4.2. Sintesis en fase sélida (SPPS), procedimiento general

En la sintesis peptidica, la resina seleccionada como soporte para el comienzo de la
sintesis fue la Rink Amida (resina-(2’,4’-dimetoxifenilFmoc-aminometil-fenoxi) pues se
pretendia obtener los grupos amida como terminadores del péptido en el extremo carboxilo
empleado en el anclaje. El primer aminodcido empleado en todos los casos fue el Fmoc-L-Leu-
OH, que se unid al soporte sélido a través del grupo carboxilo. Una vez completada la secuencia
deseada el péptido sintetizado se libera de la resina mediante el tratamiento con una mezcla
de TFA:CH,Cl,:H,0:TIS (90:5:2.5:2.5).

Los péptidos sintetizados mediante sintesis en fase sdlida fueron HP1, HP2 y HP3 con
secuencias LK(oxRALK(Hyd)RLK(0x)RAL, K(0x)RCL, LK(0xRALRRLK(oxKCL respectivamente.32 Para
ello, se comenzd hinchando la resina en DMF y a continuacién se traté con una disolucién al
20% de piperidina en DMF durante 30 min para eliminar asi el grupo flurenilo que posee la
resina comercial. Los acoplamientos de los aminoacidos se llevaron a cabo formando in situ
ésteres activos, proceso que requiere de la preactivacion del aminoacido (4 eq) con N-HBTU
(3.8 eq) disueltos en 1ml de DMF, mediante la adicidon de DIEA (0.13 ml, 0.195 M). Esta mezcla
se agitdé durante unos segundos y se vertid sobre la resina. Sobre la suspension resultante se
burbujeé una corriente de Ar a flujo constante durante 45 min. Transcurrido este tiempo la
mezcla se filtré y la resina se lavo repetidas veces con DMF para eliminar el exceso de reactivos
y sobre todo de DIEA, cuya presencia podria favorecer reacciones secundarias en los sucesivos
acoplamientos. Después de los lavados, se comprobd la eficiencia del acoplamiento mediante
un test TNBS,” repitiéndose el proceso en caso de no ser este cuantitativo. La siguiente
desproteccidn del grupo amino se realizé en las mismas condiciones que la desproteccidn de la
resina, mediante la adicion de una mezcla al 20% de piperidina en DMF durante 15 min. Tras
los sucesivos acoplamientos y desprotecciones llevados a cabo bajo las condiciones
previamente descritas, se obtuvieron los péptidos de la longitud deseada: HP1 con 12
aminodcidos, HP2 con 4 y HP3 con 12.

EL péptido de 4 aminoacidos servird de prueba para comprobar la eficacia de la
dimerizacion y poder asi llevarla a cabo en una secuencia peptidica mas larga como es la de
HP3. Cabe destacar, que debido a la alta carga de la resina (0.71 mmol/g) fue necesario realizar

%2 Los subindices Ox e Hyd sobre la Lys se refiere a Lys que se han modificado a O-Alquilhidroxilaminas o
hidrazidas, respectivamente.

3 Kay, C.; Lorthioir, O.E.; Parr, N. J.; Congreve, M.; McKeown, S. C.; Scicinksi, J. J.; Ley, S. V.; Solid-phase
reaction monitoring - Chemical derivatization and off-bead analysis, Biotechnol. Bioeng., 2000, 71, 110 -
118.
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un capping después del primer acoplamiento en los péptidos HP1 y HP3. De este modo, con
una acetilacidon prematura, se interrumpe el crecimiento de las cadenas peptidicas cuyo grupo
N-terminal no acopld correctamente el aminoacido. Para ello, se anadié una disolucién 1:1 de
2,6-lutidina y anhidrido acético al reactor tras el acoplamiento del primer aminoacido estando
la resina bien lavada. Este procedimiento también se realizd tras la consecucion del
acoplamiento del aminoacido nimero 12. De este modo anadimos sintéticamente el extremo
C-terminal al péptido. La eficacia de la sintesis de cada péptido se estudié mediante la ruptura
selectiva de una pequefia porcion de la resina con la disolucion de TFA anteriormente
mencionada y el posterior andlisis de la disolucién final en HPLC-MS en fase reversa.

Los siguientes pasos sintéticos difieren para los dos péptidos de 12 aminoacidos HP1 y
HP3 (y su andlogo mas corto HP2).

4.3. Sintesis del péptido lineal HP1, combinando hidrazidas e
hidroxilaminas

En la sintesis de este péptido (Figura 24) fue necesario desproteger selectivamente los
grupos protectores ortogonales de los residuos de Lys. De este modo, podran acoplarse linkers
de diferente naturaleza en posiciones precisas. Para ello, las Lisinas incorporadas poseian
diferentes grupos protectores sobre el grupo amino de la cadena lateral: una un grupo Alloc, y
otra un grupo Mtt. La primera desproteccién llevada a cabo fue la del grupo -OAll (Figura 24,
paso a). Se selecciond una reaccién catalizada por Pd(0) en presencia de un nucleéfilo. Como
comienzo, se generé in situ el catalizador a partir de wuna disolucién de
Pd(OAc),/PPhs/NMM/fenilsilano en relacion (0.3:1.5:10:10), y una vez esta disolucion adquiere
el color amarillo intenso caracteristico del complejo de Pd(0) con ligandos trifenilfosfina se
vertié sobre la resina y se agitd mecanicamente durante 12h, todo ello bajo atmdsfera de Ar.
Una vez terminada la reaccidn, la resina se lavd repetidas veces con diferentes disolventes.
Este paso es de crucial importancia para evitar la aparicion de productos no deseados
resultado de la intervencién del exceso de Pd. A continuacidn, se realizd el acoplamiento del
linker de hidrazida. Para ello, se afiadidé al reactor una disolucion de DIEA:HATU:N-Boc-
hidrazida (24:5:4) y se dejo reaccionando 45 min.

Después de esta desproteccion selectiva, se procedid con la desproteccién del grupo Mtt
del resto de residuos de Lys (Figura 24, paso b). Esta eliminacidn es posible mediante la adicion
al reactor de una disolucién de DCM/HFIP/TFE/TIS (6.5:2:1:0.5) que posee un caracter acido
suave. El medio suavemente acido favorece la eliminacidn selectiva de los grupos Mtt sin
provocar la ruptura del péptido de la resina y sin interaccionar con el grupo hidrazida.
Posteriormente se acoplo el acido[(terc-Butoxicarbonil)aminooxi] acético junto con N-HATU y
DIEA para anclar los grupos hidroxilamina a las aminas libres de las Lys ahora desprotegidas.
Después de cada etapa de eliminacién del grupo protector y acoplamiento se analizé una
porcidn de resina mediante HPLC-MS en fase reversa.

La ultima etapa del proceso sintético fue la separacién del péptido del soporte sélido. La
metodologia cominmente utilizada en este proceso es por medio de una disolucidn acida
formada por TFA, DCM, H,0 y TIS en una relacidn (90:5:2.5:2.5) (Figura 24, paso c). Para ello se
empleé aproximadamente 1ml de esta disolucién por cada 40 mg de resina. Después de una
agitaciéon mecanica a temperatura ambiente la mezcla se filtrd y la resina se lavé con TFA. La
disolucién resultante se precipitd con éter etilico frio. El precipitado se purificd por HPLC en
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fase reversa, usando como eluyente H,0:CHsCN (0.1%TFA). La caracterizacion del péptido
mediante HPLC-MSy 'H-RMN se encuentraen la pag. 43.

1) 20% piperidina/DMF 1) 20% piperidina/DMF
2) 4 eq Fmoc-L-Leu-OH 2) 4 eq Fmoc-L-Lys(Mtt)-OH
0.2 M HETU:DMF 0.2 M HETU:DMF

0.195 M DIEA:DMF 0.195 M DIEA:DMF

FrmocHN

» Fmoc-L-Leu-OH]—{ » Fmoc-[L—Lys(Mﬂ)—L-Leu—OH]—'Z:_";';

o

n-acoplamientos
hasta obtener la

longitud deseada
(12aa)

Fmoc-[L-Leu-L-Ala-L-Arg(Pbf)-L-Lys(Mtt)-L-Leu-L-Arg(Pbf)-L-Lys(Alloc)-L-Leu-L-Ala-L-Arg(Pbf)-L-Lys(Mtt)-L-Leu-CH] —W}

1) 20% piperidina/DMF
2) 2 B-lutidina:Acido acético

\
Ac-[L-Leu-L-Ala-L-Arg(Pbf)-L-Lys{Mtt)-L-Leu-L-Arg({Pbf}-L-Lys(Alloc)-L-Leu-L-Ala-L-Arg(Pbf)-L-Lys{Mtt)-L-Leu-OH] —W);
1) 0.3 eq Pd{OAc),

1.5 eq PPhy

10 eq NMM
10 eq Fenilsilano

0 o]
HOWH-NHBOC

5 eq HATU
24 eq DIEA

a 2)

Ac-[L-Leu-L-Ala-L-Arg(Pbf)-L-Lys(Mtt)-L-Leu-L-Arg{Pbf)-L-Lys:

300 )-L-Leu—L—AIa—L-Arg(Pbf)—L-Lys(Mtt]—L—Leu—OHl—f:m'}

1) DCM:HFIP:TFE:TIS
(6.5:2:1:0.5)
b 2) 5 eq acido acético (Boc-aminooxi)
5eq HBTU
10 eq DIEA

A
Ac-[L-Leu-L-Ala-L-Arg(Pbf)-L-Lys( Ox-Boc)-L-Leu-L-Arg(Pbf)-L-Lys(Hy

‘-..-;.]—L-Leu-L—Ala-L—Arg(be)—L—Lys(Ox-iﬂﬂc)—L—Leu—OH]—f’\'W}

TFA:DCM:H,0:TIS
c (90:5:2.5:2 5)

Y

Ac-[L-Leu-L-Ala-L-Arg-L-Lys({Ox)-L-Leu-L-Arg-L-Lys({Hyd)-L-Leu-L-Ala-L-Arg-L-Lys(Ox)-L-Leu-OH]

Figura 24. Esquema de la sintesis total del péptido lineal HP1.

4.4 Sintesis de los péptidos conteniendo enlaces dinamicos
ortogonales disulfuro e hidroxilamina

Una vez comprobado que era posible la inclusidn de enlaces dindmicos hidrazida e
hidroxilaminas sobre el mismo esqueleto peptidico, se decidié abordar la preparacién mas
ambiciosa que pretendia sintetizar péptidos helicoidales que contengan residuos dindmicos
ortogonales del tipo disulfuro e hidroxilamina.
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4.4.1. Protocolo para la sintesis del péptido HP3

En un primer momento, se preparé el péptido HP3 con secuencia LK(ox)RALRRLK(ox)KCL,
donde se incluian dos Lys(Mtt), residuos a los que se anclan las hidroxilaminas, y un residuo de
Cys protegido con el grupo S'Bu. De este modo, seria posible formar un dimero helicoidal
gracias a la desproteccién del grupo S'Bu y posterior oxidacién de los grupos tiol formados.

La secuencia sintética seguida fue similar a la ya descrita para HP1, realizando en primer
lugar la sintesis del péptido lineal utilizando la metodologia Fmoc/t-Bu (Figura 25).
Seguidamente se incorpord la O-Acetilhidroxilamina en los residuos de Lys desprotegidos y tras
la consiguiente purificacidon del péptido se traté de oxidar mediante métodos ya descritos en la
bibliografia (Figura 26).

1) 20% piperidina/DMF 1) 20% piperidina/DMF
2) 4 eq Fmoc-L-Leu-OH 2) 4 eq Fmoc-L-Lys({Mtt)-OH
0.2 M HETU:DMF 0.2 M HBTU:DMF
,,,,, 0.195 M DIEA:DMF 0.195 M DIEA:DMF .
FmocHN—{_} » Fmoc-{L-Leu-OH]—{_} 3 Fmoc[L-Lys(Mit)-L-Leu-OH]—{_ |

n-acoplamientos
hasta obiener la

longitud deseada
(12aa)

{)-L-Arg(Pbf)-L-Lys(Mtt)-L-Leu-L-Arg (Pbf)-L-Arg(Pbf)-L-Leu-L-Ala-L-Arg(Pbf)-L-Lys(Mtt)-L-Leu-OHi— )

Fmoc-[L-Leu-L-Cy

1) 20% piperidina/DMF
2) 2 B-lutidina:Acido acético
A J

u)-L-Arg(Pbf)-L-Lys(Mtt)-L-Leu-L-Arg(Pbf)-L-Arg(Pbf)-L-Leu-L-Ala-L-Arg(Pbf)-L-Lys(Mt)-L-Leu-OH—{

Ac-L-Leu-L-C

1) DCM:HFIP:TFE:TIS
(6.5:2:1:0.5)

2) 5 eq acido acético (Boc-aminooxi)
S5eq HBTU
10 eq DIEA

Ac-L-Leu-L-C

)-L-Arg(Pbf)-L-Lys{ Ox-Boc)-L-Leu-L-Arg(Pbf}-L-Arg(Pbf)-L-Leu-L-Ala-L-Arg(Pbf)-L-Lys( Ox-Boc)-L-Leu-OH{

TFA:DCM:H,O:TIS
(90:5:2.5:2.5)

\j

Ac-[L-Leu-L-C ul-L-Arg-L-Lys({Ox)-L-Leu-L-Arg-L-Arg-L-Leu-L-Ala-L-Arg-L-Lys(Ox)-L-Leu-OH]

Figura 25. Esquema sintético de la sintesis de HP3.

1.D ion M
stBu esprote.cmon tt stBu S
2. Acoplamiento 01 I Dimerizacion I
[ g -
Mtt I

Figura 26. Esquema sencillo del protocolo empleado inicialmente para la obtencién del dimero.
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Sin embargo, varios intentos de dimerizar en presencia de hidroxilaminas libres
condujeron a la obtencién de HPLCs extremadamente complejos, de los cuales no se pudo
aislar ni el producto deseado ni extraer informacion util sobre los problemas encontrados.
Ninguno de los picos que aparecen a tiempos de retencidn 17.1 min, 19.6 min y 25.4 min se
corresponde con el producto de partida ni con el compuesto final (Figura 27). Tampoco se
encontrd correspondencia alguna con el resto de reactivos de la reaccion. La elevada
concentracién del péptido tras su liberacion de la resina y la baja solubilidad presentada fueron
las causas de la obtencion de un cromatograma con tres picos que no fueron identificados.

2000
Absorcién
a.u. Picosno
222 nm identificados
1500 \
1000 H
|
500 J
A
N ML_,»M
T T T T T

0 5 10 15 20 25
Tiempo/min

Figura 27. Cromatograma del primer intento de dimerizacién de HP3.

Por lo tanto, se decidié introducir un conector (también llamado linker) dindmico en los
grupos hidroxilaminas previamente a la dimerizacién. De esta forma, se podria realizar la
oxidacion de los tioles sin sufrir problemas derivados de la presencia de los grupos de
hidroxilamina (Figura 28) y se conseguiria aumentar la solubilidad del producto final (Figura 29).

By 1. Desproteccion Mtt Bu Acoplamiento tBu
I 2. Acoplamiento Ox I |
Mtt |
NH. |
H e Dimerizacion
HIE ,NTI/\/\N')%NHZ I
e} H
o
Ox \eI\’O\NHQ I
‘Bu §-SJ< |

Figura 28. Nuevo protocolo de sintesis. Finalmente, fue con el que se pudo proceder con la
dimerizacién.
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Figura 29. Fotografia de las disoluciones obtenidas tras la desproteccién del grupo S'Bu sin previo
acoplamiento del aldehido T-Guanidinio (izquierda, protocolo inicial) y desproteccién del S'Bu tras
el acoplamiento del T-Guanidinio (derecha, segundo protocolo). Se observa un claro incremento en
la solubilidad del péptido por la desaparicidn de la turbidez de la disolucidn final.

Antes de proseguir con este ambicioso objetivo, se decidié emplear un péptido mas
pequeio y sencillo para ensayar la ruta disefiada. Por lo tanto, se preparé el péptido HP2 que
permitiria ensayar las reacciones que se llevarian a cabo en el péptido mas complejo de 12 aa.

A continuacion, se presentan los esquemas sintéticos para la sintesis de HP2, con
secuencia K(oxKCL. La sintesis en fase sdlida transcurrié del modo previamente descrito en la
pag. 22 y es analogo al de HP3. Una vez purificado el péptido HP2, este se modificd mediante la
adicion del aldehido T-Guanidinio, segun el protocolo sintético planteado en la figura 30.

o
H
2eq HJK/\Nf\,N.,l-.;"HZ (T-Gu)
H NH?
DMSO, 60°C, 1 hora

Ac-[L-Leu-L- U)=L=-Arg-L-Lys(Ox=T-Gu)-OH] - Ac-[L-Leu-L-Cys(StBu)-L-Arg-L-Lys(COx)-OH]
HP2
1) 20 eq DTE
NagHPO,/NH,PO; (pH=8)
1 hora

2 eq NCS Ac-L-Leu-L-C1
H,0:ACN (1:1)

rs=Le=Arg-L-Lys(Ox=T-Gu)-0H]

i
:
Ac-[L-Leu-L-Cys-L-Arg-L-Lys(Ox-T-Gu)-0OH]

Y

Ac-[L-Leu-L-Cys-L-Arg-L-Lys(Ox=T-Gu)-OH]

Figura 30. Esquema sintético de las reacciones llevadas a cabo con el péptido HP2, ya desligado de
la resina y purificado, para la optimizacidn de la dimerizacion.

El aldehido propuesto para reaccionar con el péptido HP2 es el T-Guanidinio
(Guanidinium tail), que recibe este nombre por poseer un grupo guanidinio en el extremo
opuesto de la cadena del aldehido. Para llevar a cabo el acoplamiento se afiadieron 2 eq de T-
Guanidinio por cola de hidroxilamina, sobre el péptido disuelto en DMSO, tanto en el caso de
HP2 como posteriormente, tras la optimizacion, en el de HP3. Esta mezcla se calenté a 60°Cy
se agité durante 1 hora.
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H
,N\_)LN NH;
)

5 10 15 20 25
NH Tiempo/min

H o
2000
NH Absorcion
a.u.
HNG N, 222nm
HP2 1500 Producto final
Chemical Formula: CagHs7N107S," /
Exact Mass: 721,38
1000
2eq
DMSO, 60°C, 1 hora Pico no
o identificado
O.,
NH)j\/ N 500 \
R M mL«JVJ&_u_y—A«»
\[ ~ ’/N\)LN NH;
oI \LH 0o 0 T T \ T

HoN G NH,
HP4

Chemical Formula: CagH7oN1405S,%*
Exact Mass: 890,49

Figura 31. Reaccion de acoplamiento del aldehido al péptido HP2 y cromatograma en el que se
muestra la aparicion del producto final (HP4) y la desaparicidon del compuesto inicial.

La evolucidon de ésta se siguié en FR-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H,0 (0.1% TFA)/CH;CN
(0.1% TFA), 95:5 (0—5 min), 95:5 — 5:95 (5 — 35 min), 0:100 (>35 min)]. En el cromatograma
de la mezcla de reaccion no se encontré rastro del producto de partida, apareciendo dos picos
gue presentaban una absorbancia elevada: uno a Tz 17.7 min y otro con Ty 18.5 min. La masa
de este Ultimo pico coincidia con la del pico del producto del acoplamiento (M = 890 uma).

Con la adiciéon del T-Guanidinio se persigue aumentar el caracter hidrofilico de la molécula
y mejorar el transporte de biopolimeros en vesiculas fluorogénicas. Al poseer una elevada
carga catidnica, la formacién de complejos neutros con moléculas polianidnicas se verd
favorecida, asi como la translocacién a través de las bicapas lipidicas.

A pesar del bajo rendimiento de la reaccién (30%), se decidié continuar con el protocolo
de sintesis previamente planteado, pues el producto de partida se habia consumido totalmente
y la cantidad de compuesto obtenido tras la purificacion era suficiente para iniciar la
desproteccidn del residuo de Cys. Todos los datos sobre la caracterizacidon del compuesto por
HPLC-MS y '"H-RMN se encuentran en la pagina 45.

El siguiente paso fue eliminar el grupo S'Bu del residuo de Cys en HP2. Para ello se
afiadié una disolucion de 20 eq de DTE en tampdn Na,HPO,/NaH,PO, (desoxigenado) sobre el
péptido liofilizado. La mezcla se mantuvo en agitacién mecanica durante 1 hora. Con la
desproteccidn se consiguid obtener tioles libres en los residuos de Cys, siendo estos grupos
susceptibles de sufrir oxidacion en presencia de un agente oxidante y formar los deseados
enlaces disulfuro.
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Figura 32. Reaccidn de desproteccion del grupo S'Bu que se encuentra protegiendo al tiol del
residuo de cisteina y cromatograma de seguimiento de la reaccién de sintesis de HP6.

En la figura 32 se muestra el cromatograma de la mezcla de reaccién tras 1 hora de
agitacién. Este se obtuvo empleando las mismas condiciones cromatograficas que en el
seguimiento de la sintesis de HP4. En él se pueden vislumbrar tres picos a Tz 10.5 min, Tz 13.1
min y Tz 15.3 min respectivamente. Los dos primeros no se pudieron identificar, mientras que
el tercero y Ultimo se corresponde con el producto final de la desproteccidn del residuo de Cys.
Por otro lado, es importante comentar que el pico del péptido de partida (Tgz 18.5 min) habia
desaparecido. La asignacion de los picos se llevé a cabo tomando un alicuota de cada uno de
ellos y realizando un analisis en HPLC-MS. También es visible la reduccion en el tiempo de
retencién del compuesto final con respecto al de partida. Esto es consecuencia de la reduccién
del caracter apolar de la molécula al eliminar el S'Bu y aparecer en su lugar un grupo tiol (méas
hidrofilico). El péptido no se quedard tan adherido a la fase sélida de la columna y eluira antes.
La caracterizacion de la molécula se complementd con estudios de 'H-RMN, donde se hace
visible la desaparicion de la sefial singlete del S'Bu (pag. 46).

Gracias a que el compuesto inicial habia reaccionado completamente, se optd por
continuar con la sintesis del dimero.

En base a que la desproteccién del S'Bu fue significativa y concluyente para continuar
con la dimerizacién de HP6, se procedid a preparar los reactivos para la misma. El método de
oxidacién utilizado emplea N-Clorosuccinimida como agente oxidante.

34Postma, T. M.; Albericio, F. N-Chlorosuccinimide, an efficient peptide disulfide bond forming reagent in
aqueous solution, RSC Advances, 2013, 3, 14277-14280.
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De este modo, se disolvieron 2 eq de N-Clorosuccinimida en 2 ml de una mezcla 1:1 de
H,0:CH;N vy se afadieron sobre una disolucidn del péptido en 1:1 H,0:CH;N (0.5 ml), dejando
reaccionar la mezcla en agitacion mecanica unos 15 min.
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Figura 33. A la izquierda reaccidn de dimerizacidn de HP2. A la derecha cromatograma de
seguimiento de la reaccidn.

El proceso se siguid nuevamente mediante HPLC/MS, HPLC en fase reversa, FR-HPLC
[Nucleosil 100-7 C18, H,0 (0.1% TFA)/CHsCN (0.1% TFA), 95:5 (0—5 min), 95:5 — 5:95 (5 — 35
min), 0:100 (>35 min)], obteniéndose un cromatograma que presentaba 4 picos mayoritarios
que aparecian a tiempos de retencién: 14.2, 14.7, 15.6 y 15.9 min. La presencia de Acetonitrilo
en el medio de reaccién provoca una pequefia variacion en los tiempos de retencion de la
sustancia de partida. Como consecuencia, todos los compuestos se eluyen antes y los tiempos
de retencidon disminuyen. El pico a Tz 15.9 min presenta una masa que coincide con la del
dimero (M = 1600 uma).

Tras la separacién se tomd una alicuota de cada pico y se volvid a inyectar en HPLC-MS
para obtener su espectro de masas. No se pudieron identificar los dos primeros picos, pero si
se pudo identificar el pico a Tz 15.9 min como el pico del dimero. Mientras que para el pico con
Tr 15.6, se pudo comprobar que su espectro de masas se correspondia con el del mondmero,
producto de partida en la reaccidn, pues se observa la pérdida de dos unidades de masa.

Durante la separacidon y caracterizacion del producto puro se encontraron varios
problemas. La separacion de impurezas y producto final se hacia mds ardua cuanto mds diluida
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se hallaba la muestra. Por otro lado, se encontré que la muestra presentaba baja ionizacién en
ESI-MS, pues en muchos casos sélo se observaba ruido en las medidas. Es probable que esto se
deba a la elevada masa del compuesto y a que la fuente de ionizacién empleada no posea la
potencia suficiente para fragmentar su secuencia en iones mas pequefos. Estos inconvenientes
no facilitaron la caracterizacion, que no pudo ser completa, pues la cantidad de producto final
no era suficiente como para poder realizar un estudio de *H-RMN concluyente. Sin embargo, si
se pudo afirmar la presencia del péptido mediante anadlisis en HPLC-MS (resultados vy
caracterizacidon completa en la pag. 47).

Una vez comprobada la viabilidad de la ruta sintética, se decidié abordar la mas compleja
preparacion del dimero del péptido helicoidal HP3.

La sintesis en fase sélida de este péptido se desarrollé con el mismo procedimiento que
para HP1 y HP2, con la salvedad de que la secuencia peptidica de HP3, de 12 aa de longitud,
posee un disefio diferente: LK(oxRALRRLK;o)KCL. Como se comentd con anterioridad, el
protocolo sintético seguido para la dimerizacion de HP3 incluia como paso previo a la
desproteccién del grupo S'Bu el de anclaje del linker dindmico T-Guanidinio para incrementar la
solubilidad del péptido en H,0 y eliminar la presencia de grupos hidroxilamina libres.

En este caso, se pudieron realizar con éxito tanto la sintesis del péptido lineal, como la
incorporacién de las O-Acetilhidroxilaminas, el acoplamiento del linker T-Guanidinio (HP5) y la
desproteccidn de los residuos de Cys (HP7). Sin embargo no se pudo obtener el dimero final,
puesto que desde un primer momento, los pequefios problemas aparecidos durante la
optimizacion de la sintesis de HP2 se magnificaron, desencadenando en rendimientos bajos, y
pérdida de compuesto, por lo que la caracterizacién del dimero final se hizo imposible (todos
los datos sobre rendimientos y HPLCs de las reacciones se encuentran en las pags. 48, 49 y 50).
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Figura 34. Cromatograma tras la reaccién de dimerizacion para el péptido HP7.
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4.5. Estudio de la estructura secundaria

Una vez sintetizados los péptidos deseados se procedid a realizar un estudio de su
estructura secundaria mediante dicroismo circular. Esta técnica permite conocer la estructura
secundaria de los péptidos gracias al empleo de un rayo de luz circularmente polarizada. Los
ensayos se realizaron en dos medios diferentes: TFE y H,0 Milli-Q. Las concentraciones finales
se ajustaron a 200 uM para ambos disolventes. Las medidas se realizan observando la variacién
de [0]wmrr frente a diferentes longitudes de onda a distintos intervalos de temperatura (de 10°C
a 60°C). Segun la forma de las bandas presentadas se puede deducir el plegamiento del
péptido, tal como: hélice-a, ldmina-f o random coil.

= a- helix

Il -5 - sheet

. = random coil

mdeg

180 190 200 210 220 230 240 250

Wavelength (nm)

Figura 35. Interpretacidn de las gréficas de dicroismo circular.

A continuacién se presentan los resultados de las graficas de dicroismo para HP1 (Figura
36) y HP3 (Figura 37). En todas ellas es posible observar la presencia de una banda positiva
entre 180 nm y 190 nm, y dos bandas negativas a 208 nm y 222 nm aproximadamente. Esta
disposicion de bandas es la idénea para confirmar que ambos péptidos poseen cierto caracter
helicoidal tanto en H,0 como en TFE. También es importante remarcar una pequefia pérdida
de helicidad al aumentar la temperatura en agua y algo mayor en TFE, un resultado légico
puesto que el calor es un factor desnaturalizante de las proteinas, que provoca la pérdida de su
conformacioén estructural.
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Figura 36. Grafica de dicroismo circular para HP1 en a) H,O Milli-Qy b) TFE.
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Figura 37. Grafica de dicroismo circular para HP3 en a) H,0 Milli-Qy b) TFE.

4.6. Preparacion de las vesiculas

Una vez preparados, purificados e identificados los péptidos objetivo de este trabajo, se
decidié estudiar su comportamiento en vesiculas. Las vesiculas utilizadas para medir el
transporte son vesiculas largas unilamelares (LUV, Large Unilamellar Vesicles) cargadas con
fluoréforo anidnico (HPTS) y un “quencher” o desactivante catidnico (DPX).* Para simplificar su
nomeclatura se nombraran como LUVscDPX/HPTS.

Para su preparacién se usaron los fosfolipidos (fosfatidil colina) obtenidos de la yema de
huevo (egg yolk-phospatidylcholine) siguiendo el método de las vesiculas reversas.’ Este
objetivo requirid de la disolucién del fosfolipido en una mezcla de MeOH/CHsCl 1:1 y su
posterior concentracidon en el rotavapor para generar una pelicula en las paredes del baldn.
Este se mantuvo en condiciones de alto vacio durante 12 h para asegurar la completa
eliminacion del disolvente en el medio. Seguidamente, se afiadié la disolucién acuosa
tamponada (10 mM Tris, 72 mM NaCl, pH = 7.4), el HPTS y el DPX. Se observa que la disolucién
se torna de un color amarillo mate. Esta dispersion de vesiculas resultante se congeld en N(l)y
se descongeld (freeze-taw) unas 7 veces. Posteriormente, la mezcla se sometié a un proceso de
extrusion a través de una membrana de policarbonato de 200 nm de tamafio de poro, para
homogeneizar el tamafio de las vesiculas. La mezcla homogeneizada se hace pasar por una
columna de exclusién por tamafios (Sephadex G-25) para eliminar el exceso de fluoréforo no
atrapado en el interior de las vesiculas.

» Uyeiche, L.; Gagne, L.; Thurston, G.; Szoka, F. Mechanism of lipoplex gene delivery in mouse lung:
binding and internalization of fluorescent lipid and DNA components. Gene Ther. 2001, 8, 828-836.

3 Koltover, I. An inverted hexagonal phase of cationic liposome-DNA. Complexes related to DNA release
and delivery. Science, 1998, 281, 78-81.
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Figura 38: Formacién de LUVscDPX/HPTS.

Para comprobar la correcta formacion de las vesiculas se llevd a cabo un experimento de
fluorescencia y transporte como el que se realizara en los experimentos posteriores. En una
cubeta de UV se afiadié una alicuota de vesiculas (5 ul) y 1980 ul de disolucién extravesicular
(10 mM Tris, 107 mM NaCl, pH = 7.4). En este experimento en el que se seguird la variacion de
la emisidn (excitado a 413 nm y midiendo a 511 nm) de la disolucion que contiene los
liposomas que encapsulan al fluoréforo y su apagador, frente al tiempo (Figura 38). A 200
segundos se afiadid el detergente (Triton-X) que libera el contenido de las vesiculas separando
el fluoréforo de su desactivante. En esta situacion, se produjo como se esperaba, un aumento
brusco de la fluorescencia que confirmo el atrapado del fluoréforo y del inhibidor en el interior
de las vesiculas. También se observd que la emisién durante los primeros 200 segundos no
cambiaba y que por tanto los liposomas eran estables para la realizacién de los experimentos
de transporte.
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Figura 39: Grafica que representa la emisidn de fluorescencia del HPTS normalizada con respecto al
tiempo. Siendo A¢, = 511 nm y Ao =413 nm. Transmitiendo 200 segundos se anade el tritdn-X.
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4.7. Experimentos de transporte por fluorescencia en
LUVSCHPTS/DPX

En la figura 40 se muestra de forma general el mecanismo propuesto para el transporte
de a) el péptido HP2 y b) el péptido HP4. Como se puede extraer de la imagen, de la mezcla del
péptido altamente catidnico con el oligdmero (DNA Herring) anidnico se forma un complejo
neutro. Esta mezcla se afiadié a la cubeta del fluorimetro y se mantuvo en agitacidon para
asegurar la interaccidon maxima entre las moléculas. Este complejo neutro transloca la
membrana, es decir, entra liberando el DNA al que se encontraba unido y vuelve a salir de las
vesiculas. En el proceso se extrae cierta cantidad de DPX catidnico del interior vesicular
impulsado por la presidon osmética ejercida por la entrada de complejo neutro. Finalmente, la
expulsiéon del quencher del interior vesicular activa al fluoréforo, produciéndose asi un
aumento en la sefial de fluorescencia.

Quencher interno DPX (+)

7 Nl
Quencher en transito «-««szseeeeeeee i %8{( V&\\\K\\ Fluoréforo interno HPTS (-)

EMISION (511 nm)

Quencher externo «-++«=+=e=ssesseeee O o

Figura 40: Esquema general del experimento de transporte en péptidos helicoidales, donde se
muestran: una vesicula fluorescente, activador catiénico helicoidal, DNA, complejo neutro y el
proceso de translocacion y transporte.

Como objetivo de estos experimentos se encuentra el estudio del cardcter
transportador de los péptidos HP3 y HP4.

Para realizar las mediciones de transporte (Figura 40) se diluyeron las vesiculas en el
buffer (10 mM Tris, 107 mM NacCl, pH = 7,4) a una concentracién aproximada de lipido 5 mM.
Las medidas se realizaron durante 250 segundos, a los 25 segundos se afadid el péptido
previamente formado en DMSO. Después de esta primera adiccién generalmente se observa
un pequefio aumento de la fluorescencia debido al propio efecto detergente del anfifilo. Una
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vez estabilizada la linea base, se afiadid, transcurridos 50 segundos, una concentracién fija de
DNA. Tras esta adiccion es cuando se debe producir el transporte. Un aumento de Ia
fluorescencia implica que el DNA se asocia con el desactivante, ocasionando la separacion de
este del fluoréforo y por tanto se verifica la existencia del transporte. Al estabilizarse la
fluorescencia se afiadid al cabo de 225 segundos el detergente Tritdon-X para liberar por
completo el contenido de la vesicula y poder normalizar los datos.

Para realizar correctamente estos experimentos, es de gran importancia que tanto el
buffer intravesicular como el extravesicular tengan el pH correctamente ajustado al fisiolégico
(pH = 7.4), para poder extrapolarlos a su comportamiento con las membranas bioldgicas.

Las propiedades transportadoras de cada péptido se midieron a diferentes
concentraciones. A pesar de que por el disefio planteado se podria pensar que los péptidos
sintetizados deberian ser buenos transportadores, la realidad es que su accion tiene
consecuencias totalmente contrarias. Como se muestra en la figura 41, tanto para el péptido
HP4 como para el péptido HP3, la capacidad de transporte es nula. Se observa que a medida
que aumenta la concentracién de la muestra su efecto detergente es todavia mas importante,
pues casi un 100 % de las vesiculas liberd su contenido en fluordforo, claro indicativo de que la
bicapa lipidica esta siendo disgregada.
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Figura 41. Graficas obtenidas en los experimentos de transporte para HP3 (a) y HP4 (b).

Por tanto, todos los péptidos estudiados presentan una elevada propiedad detergente, lo
que los hace inapropiados para su utilizacion como agentes transportadores de acidos
nucleicos. Alternativamente, estos péptidos, dado sus propiedades disgregadoras de
membranas, podrian tener utilidad como agentes antimicrobianos. Esta posibilidad pretende
ser estudiada en futuras investigaciones.
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5. Conclusions and outlook

1. An efficient solid phase synthesis of lineal peptides with different design and sequence
size was performed, as well as the reactions involving the addition of oxaamines which
act as nucleophilic centres for the trapping of T-Guanidinium aldehyde and further
depotrection of the S'Bu protecting group of the Cysteine residue.

2. For the first time in the research group, it has been demonstrated the compatibility of
different dynamic bonds with distinct sensibilities against hydrolysis such as hidrazide
and hydroxylamine functions.

3. Once again for the first time, it has been demonstrated the compatibility of three
covalent orthogonal dynamic bonds in the same peptide. The route included selective
deprotection and coupling reactions.

4. It was also carried out the optimization of the dimerization reaction of a lineal peptide
using a disulfide bond, something also very new on the research group. The aim of this
synthesis was to increase the transport of active complexes of DNA-peptide into
fluorescent vesicles.

5. From data collected in the transport experiments, it can be concluded that the design
of HP2 lineal peptide was not the optimal. However, it is not discarded the idea of
trying the same design for internalisation into cells, or a more likely promising work —
their use as antimicrobial peptides.

6. The main aim of future work will be the optimization of each reaction done with HP2
as a reagent, in order to increase the yield and to be able to use these conditions in
bigger peptides that could form dimers.

5. Conclusiones y futuro trabajo

1. Se ha llevado a cabo eficientemente la sintesis en fase sélida (SPPS) de péptidos
lineales con diferentes disefos y longitud de secuencia aminoacidica, asi como todas
las reacciones de acoplamiento de centros nucleofilicos tipo oxima para el anclaje del
aldehido T-Guanidinio y la posterior desproteccién del grupo protector S'Bu del residuo
de Cisteina.

2. Por primera vez se ha demostrado en el grupo de investigacion la compatibilidad de
enlaces dinamicos con diferentes sensibilidades ante la hidrdlisis, como las funciones
hidrazida e hidroxilamina.

3. De nuevo por primera vez en el grupo de investigacion se ha conseguido demostrar la
compatibilidad de tres enlaces covalentes dinamicos ortogonales en el mismo péptido.
La ruta sintética incluia el empleo de desprotecciones y acoplamientos selectivos.

4. También se desarrolld la optimizacidon de la dimerizacidn de un péptido lineal mediante
el empleo de un puente disulfuro, algo también totalmente nuevo en el grupo. La
finalidad del mismo era incrementar el transporte de complejos activos DNA-péptido al
interior de vesiculas fluorescentes, pero no pudo comprobarse esta suposicién.
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5. A partir de los experimentos en vesiculas, se puede concluir que el disefio para el
péptido lineal HP3 no es el éptimo. Sin embargo, no se descarta probar la misma
secuencia para internalizacién en células, o en un uso quizds mas prometedor como
agente antimicrobiano.

6. El objetivo de futuras investigaciones serd optimizar cada reaccién realizada sobre el
péptido HP2, para incrementar los rendimientos y poder asi emplear las condiciones
mejoradas con el péptido de mayor longitud HP3.

5. Conclusions e futuro traballo

1. Levouse a cabo eficientemente a sintesis en fase sélida (SPPS) de péptidos lineais con
diferentes desenos e lonxitude de secuencia aminoacidica, asi como todas as reacciéns
de acoplamento de centros nucleofilicos tipo oxima, para a ancoraxe do aldehido T-
Guanidinio e a posterior desproteccién do grupo protector S'Bu do residuo de Cisteina.

2. Por primeira vez no grupo de investigacién conseguiuse demostrar a compatibilidade
de tres enlaces covalentes dinamicos ortogonais no mesmo péptido mediante o
empleo de desprotecciéns e acoplamentos selectivos.

3. Tamén foi desenvolta a optimizaciéon da dimerizacion dun péptido lineal mediante o
emprego de unha ponte disulfuro, algo tamén totalmente novo no grupo. A finalidade
do mesmo era incrementar o transporte de complexos activos DNA-péptido ao interior
de vesiculas fluorescentes, peo esta suposicion non puido comprobarse.

4. A partir dos experimentos en vesiculas, puidose concluir que o desefio para o péptido
lineal HP2 non é o éptimo. Non obstante, non se descata probar a mesma secuencia
para internalizacion en células, ou un uso quizdis mais prometedor como axente
antimicrobiano.

5. O obxectivo de futuras investigacidon serd optmizar cada reaccidén realizada sobre o

péptido HP2, para incrementar os rendementos e poder asi empregar as condiciéns
melloradas co péptido de maior lonxitude HP3.
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6. Parte experimental

6.1. Descripcion general, instrumentos y materiales

El hexafluorofosfato de N-oxido de N-[(1H-benzotriazol-1-il) dimetilaminometilen]-N-
metilmetanaminio (N-HBTU), y el hexafluorofosfato de n-6xido de N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-
triazol[4,5-b]piridin-1-il-metilen]-N-metilmetanamino  (N-HATU) fueron adquiridos a
GlIBiochem; el tetrafluoroborato de N-[1H-Benzotriazol-1-il]-(dimetilamino)metileno]-N-
metilmetano-amonio (N-TBTU), la resina Rink Amida y los a-aminodacidos Fmoc-L-Ala-OH,Fmoc-
L-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-L-Leu-OH, Fmoc-L-Lys(Alloc)-OH, Fmoc-L-Lys(Mtt)-OH y Fmoc-L-Cys(S'Bu)-
OH se compraron a Novabiochem. El acido tert-butoxycarbonil, la piranina(HPTS) y el DPX se
compraron a Sigma-Aldrich. Todos los disolventes utilizados son de calidad de sintesis o de
HPLC, utilizandolos sin purificacidn adicional. Para la realizacién de la sintesis en fase sélida se
utiliz6 DMF de grado de sintesis de péptidos. La sintesis en fase sélida se llevd a cabo
manualmente. La purificacién de compuestos por HPLC se realizé en un cromatodgrafo Agilent
1100. Para las purificaciones en una columna preparativa se utilizd como relleno el Nucleosil
120-10-C-18. Como fase reversa se emplearon las mezclas de H,O con un 0,1% de TFA
(disolvente A) y CHsCN con 0,1% de TFA (disolvente B). Para los analisis en LC-MS se empled un
cromatégrafo Agilent 6120 en tdndem con un espectrémetro de masas. Para la caracterizacion
de los compuestos se empled la técnica ESI (Bruker Microtof ESI-TOF). Los espectros de RMN
fueron registrados en un aparato VARIAN Mercury-300. El disolvente utilizado para disolver las
muestras fue D,0, usando la sefal del TMS (5, 0.00) como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos se dan en unidades de partes por milléon (ppm, 8). La asignacion de
sefiales para los espectros de resonancia magnética nuclear de protén, 'H-RMN, se denota
como: singlete (s), doblete (d), triplete (t), cuadruplete (q); las demas sefiales fueron
designadas como multiplete (m). Los experimentos de fluorescencia se realizaron en un
fluorimetro Jobin Yvon Fluoromax-3 (software datamax 2.20), acoplado a un sistema de control
de temperatura Wavelength Electronics LFI-3751.

6.2. Sintesis en fase solida, procedimiento general
Para llevar a cabo la sintesis en fase sélida, se siguio el siguiente procedimiento:

Preparacion de la resina:

En la sintesis se utilizd como soporte sélido la resina Rink Amida (resina 4-(2’,4'-
dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)-fenoxi) con una carga de 0.71 mmol/g. Dicha resina precisa
ser acondicionada antes de comenzar con la sintesis. Para ello, se incorpord la resina a una
columna de sintesis en fase sdlida sujeta en un matraz redondo de dos bocas. Seguidamente se
afiadiéo DMF y se burbujed la mezcla a flujo constante de Ar durante 15 min. Transcurrido ese
tiempo se filtré a vacio, obteniendo una resina hinchada y lista para comenzar con los
acoplamientos.
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Proceso sintético:
Para acoplar el primer aminodcido en el soporte se emplea el mismo procedimiento que
para un acoplamiento normal de un aminoacido, constituido por cuatro etapas:

1. Desproteccion del grupo protector temporal (Fmoc): la resina se suspendié en una
disolucién al 20% piperidina en DMF y se mantuvo bajo burbujeo con flujo de Ar
durante 30 minutos.

2. lLavado: pasado este tiempo, la resina se filtré y lavé con DMF (3 x 5 ml, 2 min). Es
importante eliminar todo exceso de piperidina, para evitar posteriores
desprotecciones indeseadas y reacciones secundarias.

3. Acoplamiento: El aminodcido correspondiente (0.4 mmol del primer aminoacido de
los péptidos lineales Fmoc-L-Leu-OH) se disolvié en una disolucién en DMF que
contiene N-HBTU (151.7 mg, 0.4 mmol). Seguidamente, se adicioné DIEA (130 uL,
0.195 M, 0.6 mmol) a la disolucién anterior, se agitd manualmente unos segundos y
se vertid sobre la resina. La suspensién final se burbujed con una corriente a flujo
constante de Ar durante 45 min y tras ese tiempo se filtré a vacio.

4. Lavado: Después de cada acoplamiento se lavé la resina con DMF (3 x 3 ml, 1 min).

En el momento que la resina esta lavada vy filtrada, se comprobd mediante el test TNBS
gue el acoplamiento se habia llevado a cabo cuantitativamente y se continué con el siguiente.
En el caso de ser positivo, la resina se torna de color rojo, es decir existen grupos amino libres y
por tanto se hace necesario repetir el acoplamiento con la mitad de equivalentes. Otra
alternativa es la realizacién de un capping mediante la utilizacidon de una disolucién 1:1 de 2,6-
lutidina (1 ml) y anhidrido acético (1 ml). Esta opcién fue la escogida, ya que la elevada carga
de la resina forma agregados de aminodcido que impiden el correcto acoplamiento del mismo
al extremo C-terminal. La disolucién se afiade sobre la resina y se continia con el
procedimiento al igual que en el resto de acoplamientos.

Se continud el proceso de repetidos acoplamientos y desprotecciones hasta obtener la
longitud de péptido deseada. Este hecho fue comprobado tomando una pequeiia porcion de
resina y efectuando una separacién del péptido con cdctel de TFA y posterior precipitacién.
Tras un analisis rapido en HPLC-MS se corrobord el correcto crecimiento del péptido.

5. Acetilacion: La reaccidn se lleva a cabo con la adicién de una disolucién 1:1 de 2,6-
lutidina y anhidrido acético, tal y como se comenté anteriormente.

6. Lavado: después de filtrar, la resina se lavé con DMF (3 x 1 ml, 1 min).

Sin desligar este producto de la resina, se continda eliminando los grupos protectores
ortogonales, para la incorporacion de los conectores covalentes dindmicos que ejerceran su
funcién de enlaces dindmicos.

7. Desproteccion del grupo protector de la Lys (Alloc): en un vial se disolvié PPh; (19.97
mg, 1.5 eq) en 0.5 ml de DCM-HPLC y se afiadié N-metilmorfolina (55 ul, 10 eq) y
fenilsilano (62 pl). Seguidamente se adiciond esta disolucién sobre la resina y se dejé
desoxigenando 10 min a volumen constante bajo burbujeo de Ar. Es importante ir
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10.

afiadiendo al cartucho de reaccién pequefias cantidades de DCM-HPLC, pues es dificil
mantener el volumen de la disolucién constante debido a la elevada volatilidad del
DCM. Durante la desoxigenacién también se prepard una disolucion de Pd(OAc),
(3.36 mg, 0,3 eq) en 0.5 ml de DCM-HPLC y se dejd reposar. Finalmente se afadid
esta Ultima disolucidn y se burbujed Ar otros 10 min. La suspensién resultante se dejé
agitando mecanicamente toda la noche (12 h).

Lavado: tras la reaccion se lavo la resina con DCM (4 x 1 ml), DIEA 2% en DMF (4 x 1
ml), sodio dietilcarbamato en DMF (4 x 1 ml) y DMF (4 x 1 ml). Cada lavado se
mantuvo durante 1 min bajo corriente de Ar. Si la resina no cambia de color pardo a
amarillento se deben repetir los lavados hasta que se produzca el cambio.

Formacion de la hidrazida: en sendos viales se disolvieron la hidracina (98 mg, 4 eq),
el N-HATU (95 mg, 2.5 eq) y la DIEA (410 pl, 24 eq) en 0.5 ml de DMF cada uno.
Seguidamente se afiadié en ese mismo orden cada una de las disoluciones, siendo la
de DIEA la Unica adicionada gota a gota. Se observa que el color de la resina se vuelve
mas verduzco hasta un punto que se torna pardo. La suspension final se mantiene
burbujeando con una corriente a flujo constante de Ar.

Lavado: se realizaron lavados con DMF (3 x 1 ml, 1 min). La resina pierde el color
pardo y recupera el amarillento.

El acoplamiento de la hidrazina se comprobé mediante un analisis en HPLC-MS.
Desafortunadamente, se observd producto de partida sin hidrazina por lo que se hizo necesario
repetir el procedimiento descrito en el punto VIII.

11.

12.

Desproteccion del grupo protector de la Lys (Mtt): sobre la resina ya lavada vy
acondicionada en DCM-HPLC, se vertié una disolucion de DCM-HPLC (1.8 ml), HFIP
(400 ul), TFE (200 wl) y TIS (100 pl) y se mantuvo en agitacion mecanica durante 90
min. Este proceso se repitié dos veces. Después de cada etapa de desproteccién se
realizaron lavados con DCM-HPLC (3 x 3 ml, 1 min). Tras la segunda desproteccion y
los lavados finales se llevan a cabo nuevos lavados con DMF (3 x 1 ml, 1 min).
Finalmente se acondiciona la resina para un nuevo medio, afiadiendo unos ml de
DMF y manteniéndola bajo burbujeo de Ar durante 15 min.

Formacion de la O-Alquilhidroxilamina: el acido [terc-Butoxicarbonil]-aminooxi]
acético (5 eq, 47.76 mg por cabeza de oxima) y el N-HATU (5 eq, 95.06 mg por
hidroxilamina) se disolvieron en sendos viales en 0.5 ml de DMF cada uno.
Seguidamente, se mezclaron y afiadieron sobre la resina con los residuos de Lys
libres. Sobre esta mezcla se adiciond gota a gota una disolucién de DIEA (10 eq, 85,5
ul por cabeza de oxima) en DMF (0.5 ml). Se observé la aparicion del color pardo en la
suspension. A través de la mezcla se burbujed una corriente de Ar durante 45 miny
posteriormente se lavo la resina con DMF (4 x 2 ml, 1 min), hasta la desaparicién del
color pardo y reaparicion del amarillo comun de la resina.

Se comprobd el acoplamiento correcto de la hidroxilamina mediante un analisis en HPLC-

MS.
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13. Rotura de la unidn del péptido a la resina: Sobre la resina en el cartucho de sintesis,
se anadié una disolucién de TFA (900 pl), DCM (50 pl), agua Milli-Q (25 pl) y TIS (25
ul); aproximadamente 1 mL de disolucidon por cada 40 mg de resina. La mezcla
resultante se agitd mecanicamente durante 2 horas. Pasado ese tiempo, se filtré la
resina a un matraz redondo de dos bocas limpio y seco y se lavd el cartucho de
reaccidon con unos ml de TFA (200 pl aproximadamente). Se observa que el filtrado es
de un color rosado. Seguidamente, se concentrd burbujeando una corriente de Ar a
través de él. Una vez se observa la disminucién de volumen, el filtrado se afiadié gota
a gota sobre Et,0 (aproximadamente 10 ml de éter por cada 1 ml de TFA)
previamente enfriado en la nevera. La suspensién del péptido en Et,0 resultante se
centrifugd a 3200 rpm durante 10 min. Después se extrajo con cuidado el liquido
sobrenadante y se redisolvid el sélido en agua Milli-Q. Finalmente la disolucion se
liofilizé hasta obtener un sélido blanquecino que se purificé por HPLC.
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Se sintetiza el péptido siguiendo el procedimiento indicado para péptidos lineales
partiendo de 0.1 mmol de resina y después se purifica en FR-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H,0
(0.1% TFA)/CH5CN (0.1% TFA), 95:5 (0 — 5 min), 95:5 — 5:95 (5 — 35 min), 0:100 (>35 min)].
Tr19.1 min. Se obtuvieron 4.3 mg (2.4%). 'H-NMR (500 MHz, D,0): 4.5 -4.3 (m, 4H); 4.3 -4.1
(m, 10H); 3.3 - 3.1 (m, 12H); 2.3 (t, 2H); 2.2 (t, 2H); 2.0 (s, 3H); 1.9 - 1.5 (m, 42H); 1.4 - 1.2 (m,
6H); 1.0 - 0.8 (m, 24H). MS (ESI-TOF, H,0): 1781 (6, [M+H]"); 948.2 (12, [M+2H+TFA]*"); 594.7
(100, [M+3HT*).
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Figura 42. Imagen del compuesto. HPLC del compuesto puro. Espectro de MSy 'H-NMR.
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Se sintetiza el péptido siguiendo el procedimiento indicado para péptidos lineales
partiendo de 0.1mmol de resina y después se purifica en FR-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H,0
(0.1% TFA)/CH5CN (0.1% TFA), 95:5 (0 — 5 min), 95:5 — 5:95 (5 — 35 min), 0:100 (>35 min)].
Tr19.8 min. Se obtuvieron 6.3 mg (9%).'H-NMR (500 MHz, D,0): 4.8(t, 1H); 4.5(s, 2H); 4.4 - 4.3
(m, 1H); 4.3 - 4.2 (m, 2H); 3.3 (t, 2H); 3.3 - 3.2 (m, 2H); 3.2 - 3.1 (m, 2H); 2.1(s, 3H); 1.9 - 1.4 (m,
13H); 1.35 (s, 9H); 1.0 - 0.8 (m, 6H). MS (ESI-TOF, H,0): 721.5 (100, [M+H]"); 361.2 (66,
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Figura 43. Imagen del compuesto. HPLC del compuesto puro. Espectro de MSy "H-NMR.
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Sobre una disolucién 50 mM del péptido cabeza en DMSO se anade el aldehido T-
Guanidinio en la proporcién de 2 eq por cola de hidroxilamina. La mezcla se calienta y agita a
60°C durante 1 hora. Después se purifica en FR-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H,0 (0.1%
TFA)/CH3CN (0.1% TFA), 95:5 (0 — 5 min), 95:5 — 5:95 (5 — 35 min), 0:100 (>35 min)]. Tz 17.4
min. Se obtuvieron 2.4 mg (30%). *H-NMR (500 MHz, D,0): 4.7 - 4.6 (m, 1H); 4.55 (s, 2H)); 4.5 (s,
2H); 4.4 -4.2 (m, 3H); 3.5 -3.4 (m, 4H); 3.3 -3.0 (m, 6H); 2.7 - 2.4 (m, 4H); 2.0 (s, 3H); 1.9-1.4
(m, 13H), 1.3 (s, 9H); 1.0 - 0.8 (m, 6H).MS (ESI-TOF, H,0): 889.5 (4, [M+H]’); 445.2 (100,
[M+2H]*).
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Figura 44. Imagen del compuesto. HPLC del compuesto puro. Espectro de MSy 'H-NMR.
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Sobre 4mL de tampdn Na,HPO,/NaH,P0,100 mM se afiadieron 20 eq de DTE por eq de
péptido cabeza y se desoxigend la disolucién resultante bajo corriente de Ar durante 10 min. A
continuacién, se anadié la mezcla sobre el péptido y se mantuvo en agitacién durante 1 horay
después se purifica en FR-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H,0 (0.1% TFA)/CH5CN (0.1% TFA), 95:5 (0
— 5 min), 95:5, 95:5 — 5:95 (5 — 35 min), 0:100 (>35 min)]. Tz 15.1 min. Se obtuvieron 2.0 mg
(92%). 'H-NMR (500 MHz, D,0): 4.55 (s, 2H)); 4.5 (s, 2H); 4.4 - 4.3 (m, 3H); 3.5 - 3.4 (m, 4H); 3.3
- 3.2 (m, 6H); 2.8 - 2.4 (m, 4H); 2.0 (s, 3H); 1.9 - 1.3 (m, 13H); 1.0 - 0.8 (m, 6H). MS (ESI-TOF,
H,0): 801.4 (5, [M+H]"); 401.1 (100, [M+2H]*).
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Figura 45. Imagen del compuesto. HPLC del compuesto puro. Espectro de MSy "H-NMR.
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6.2.2.3. Dimerizacion del péptido HP6.

La dimerizacion se lleva a cabo anadiendo una disolucién 2.5 M de NCS en H,O:ACN al
péptido mondédmero. La mezcla resultante se mantiene en agitacion mecanica durante 15 miny
después se purifica en FR-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H,0 (0.1% TFA)/CHsCN (0.1% TFA), 95:5 (0
— 5 min), 95:5, 95:5 — 5:95 (5 — 35 min), 0:100 (>35 min)]. Tz 15.5 min. Se obtuvo 1 mg
(25%). MS (ESI-TOF, H,0): 857.5 (25, [M+2H+TFA]**); 800.7 (4, [M+2H]**); 534.0 (80, [M+3H]*");
401.0 (45, [M+4H]*).
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Figura 46. Imagen del compuesto. HPLC del compuesto puro. Espectro de MS.
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M

Se sintetiza el péptido siguiendo el procedimiento indicado para péptidos lineales y
después se purifica en FR-HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H,0 (0.1% TFA)/CH5CN (0.1% TFA), 95:5 (0
— 5 min), 95:5 — 5:95 (5 — 35 min), 0:100 (>35 min)]. Tz 22.5 min. Se obtuvieron 19.9 mg
(11%). '"H-NMR (500 MHz, D,0): 4.5-4.3 (m, 1H); 4.4 - 4.1 (m, 11H); 3.2 - 2.9 (m, 14H); 1.9 (s,
3H); 1.0 - 1.4 (m, 40H); 1.3 (d, 6H); 1.2 (s, 9H); 0.9 - 0.7 (m, 24H). MS (ESI-TOF, H,0): 1801.7 (2,
[M+H]"); 1015.3(93, [M+2H+2TFA]**); 601.5 (100, [M+3H]**); 451.5 (18, [M+4H]*"").
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Figura 47. Imagen del compuesto. HPLC del compuesto puro. Espectro de MSy "H-NMR.
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6.2.3.1. Acoplamiento del aldehido T-Guanidinio. Sintesis de HP5.

Se sigue el procedimiento anteriormente descrito (pag.42). Después se purifica en FR-
HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H,0 (0.1% TFA)/CH3CN (0.1% TFA), 95:5 (0 — 5 min), 95:5 — 5:95 (5
— 35 min), 0:100 (>35 min)]. Tz 20.1 min. Se obtuvieron 5.7 mg (30%). *H-NMR (500 MHz,
D,0): 4.7 - 4.4 (m, 1H) ; 4.3 - 4.2 (m, 11H); 3.6 - 3.35 (m, 8H); 3.3 - 3.1 (m, 14H); 2.6 - 2.3 (m,
8H); 2.1 (s, 3H); 1.9- 1.5 (m, 40H); 1.4 (d, 6H); 1.3 (s, 9H); 1.0 - 0.8 (m, 24H). MS (ESI-TOF, H,0):
1126.8 (18, [M+2H+TFA]*); 713.7 (100, [M+3H]*); 535.5 (42, [M+4H]").
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Figura 48. Imagen del compuesto. HPLC del compuesto puro. Espectro de MSy "H-NMR.
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6.2.3.2. Desproteccion del residuo cisteina. Sintesis de HP7

Se sigue el procedimiento descrito anteriormente (pag.43). Después se purifica en FR-
HPLC [Nucleosil 100-7 C18, H,0 (0.1% TFA)/CHsCN (0.1% TFA), 95:5 (0 — 5 min), 95:5 — 5:95 (5
— 35 min), 0:100 (>35 min)]. Tz 16.2 min. Se obtuvieron 1.0 mg (28%). *H-NMR (500 MHz,
D,0): 4.5 - 4.3 (m, 1H); 4.3 - 4.1 (m, 11H); 3.4 - 3.25 (m, 8H); 3.2 - 3.0 (m, 14H); 2.6 - 2.2 (m,
8H); 1.9 (s, 3H); 1.8 - 1.3 (m, 40H); 1.3 - 1.2 (m, 6H); 0.9 - 0.8 (m, 24H). MS (ESI-TOF, H,0):
1139.7 (25, [M+2H+2TFA]*); 722.4 (100, [M+3H+TFA]**); 684.3 (40, [M+3H]*"); 513.3 (25,

4+
[M+4H]*).
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Figura 49. Imagen del compuesto. HPLC del compuesto puro. Espectro de MSy "H-NMR.

50



PARTE EXPERIMENTAL

6.3. Método de preparacion de las vesiculas
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Figura 50. Esquema del método de preparacion de vesiculas.

En la preparacion de las vesiculas se pesaron 25 mg de fosfatidil colina de yema de
huevo (egg yolk-phospatidyl choline) en un balén de fondo redondo de 25 ml. El lipido se
disuelve en 2 ml de MeOH/CH;CI 1:1. Seguidamente, el disolvente se evapora en el rotavapor
para generar una pelicula o “film’* multilamelar adherida a las paredes del baldn. Este film se
mantuvo en condiciones de alto vacio durante 12 horas. Pasado este tiempo se afiade 1 ml de
Buffer acuoso (10 mM Tris, 72 mM NaCl, pH=7.4). Esta dispersién de vesiculas se congela en
nitrégeno liquido y se descongela (freeze-thaw) 7 veces. Posteriormente la mezcla se agita
mecdanicamente durante 30 minutos y se procede a su extrusion mediante filtracién a través de
una membrana de policarbonato de 200 nm de tamafio de poro. Una vez homogenizada la
mezcla, las LUVSCDPX/HPTS se purifican mediante una columna de exclusidon por tamafos
(Sephadex G-25) usando Buffer como eluyentes (10 mM Tris, 107 mM NaCl, pH=7.4).

6.4. Método de medicion de dicroismo circular

Para la realizacidon de las medidas de dicroismo circular, se divide el péptido en dos
fracciones y se disuelven en TFE y H,0 Milli-Q para obtener sendas disoluciones de
concentracidon 2000 pM. De cada disolucion se hace una dilucién a 200 uM. Las medidas se
llevan a cabo midiendo la rotacidn dptica a diferentes intervalos de temperatura (10°C — 60°C).
Finalmente la medida del porcentaje de helicidad se calculé utilizando la Ecuacién 1y usando el
minimo que aparece a 222 nm.

(0—2340)

. 0 (6—2340)
Ecuacion 1: %hel,,, = 30300 100

6. 5. Método de medicion del transporte

Para el experimento de medida de transporte a través de fluorescencia se procede como
se describe a continuacién. En una cubeta de fluorescencia se diluyen LUVs C HPTS/DPX en
buffer (10 mM Tris, 107mMNaCl, pH=7,4) a una concentracion de lipido final (5 mM). Se mide
entonces la cinética de emisién del HPTS (Ao = 413 nm y A= 511 nm) en un total de 250
segundos. A los 25 segundos se afiade el péptido variando su concentracidon en un rango de 50
UM a 1.5 uM. Al cabo de este tiempo, al llegar a 50 segundos se afiade el ADN de Herring a una
concentracion fija (1.25 pg/ml) y finalmente a 225 segundos se afiade el detergente Triton-X
(40 pl, 1.2 %). Los datos se normalizaron usando la ecuacién 1.

(It—1Io)

Ecuacion 2: I(t) = olo)
oo —10
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