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El campo de la glicobiologia, es decir, el estudio de carbohidratos,
glicopéptidos y glicoproteinas, ha experimentado un gran auge en las ultimas
dos décadas debido a la multitud de procesos fundamentales en los que se
ven inmersos este tipo de moléculas. Uno de estos procesos es el
reconocimiento molecular de un determinado ligando (carbohidrato,
péptido o glicopéptido) por parte de un receptor (proteina). Ademas, es bien
sabido que esta interaccion estd intimamente ligada con la estructura
tridimensional tanto del receptor como del ligando. Por todo ello, la presente
tesis doctoral busca en primer lugar, disponer de nuevos glicosilaminodcidos
no naturales que muestran conformaciones distintas a las exploradas por sus
analogos naturales. Para ello, se recurre a la sintesis de derivados que
incorporan aminoacidos de disefio, en concreto, aminoacidos a,a-
disustituidos. Una vez conocidas las preferencias estructurales de estos
nuevos residuos, se pueden desarrollar derivados glicosilados con
conformaciones a la carta.

Otro aspecto que se estudia en la presente Tesis Doctoral es averiguar por
qué la glucosa se encuentra unida a Ser cuando ésta se encuentra
flanqueada por una determinada secuencia peptidica (secuencia de
consenso). En concreto, se ha estudiado la secuencia que con frecuencia
incorpora la B-O-glucosilacién. Con este objetivo, se han sintetizado dos
péptidos y un glicopéptido, y como una primera aproximaciéon se muestra
gue la disposicion del grupo hidroxilo que después va a ser glicosilado se
encuentra expuesto hacia el disolvente de tal manera que facilitaria la unién
del carbohidrato.

Por otra lado, otra parte del trabajo, arroja algo de luz a la controversia que

existe acerca del papel que la parte peptidica juega en el reconocimiento de



glicopéptidos por lectinas. En este sentido, se han sintetizado dos
glicopéptidos ricos en glicinas, Gly-Gly-Xxx-Gly-Gly, donde Xxx puede ser
Thr/Ser(a-O-GalNac). Ademas, se ha llevado a cabo el estudio
conformacional de ambos, en el estado libre y en el estado asociado y se han
determinado experimentalmente los valores termodindmicos de Ia
interaccion de cada una de las lectinas con ambos glicopéptidos, a través de
microcalorimetrias. En esta parte de la Tesis se deja claro que el aminoacido
al que esta unido la a-N-acetilgalactosmina no es un mero espectador en el
proceso de reconocimiento molecular de dicho carbohidrato por parte de la

lectina (proteina), sino que presenta un claro papel como agente modulador.



In the last two decades, the glycobiology field, which comprises the study of
carbohydrates, glycopeptides and glycoproteins, has attracted considerable
attention due to these molecules are involved in many fundamental
processes of the life. One of these processes is known as molecular
recognition of ligands by receptors. In particular, this interaction is tightly
related to the 3D structure they adopt.

In this context, this Thesis focuses on searching new non-natural
glycosylamino acids that display different conformations from those that
adopt glycosylated natural amino acids. In this sense, several glycosylamino
acids have been synthesized, which incorporate ao,a-disubstituted amino
acids. The structural preferences of these new compounds were elucidated,
combining NMR experiments and Molecular Dynamics simulations. As a
result, the synthetic modifications made in the amino acid moiety can be
regarded as a tool to develop glycosylated derivatives with conformations a
la carte.

Another issue which this Thesis focuses on, is to find out why glucose only
appear linked to serine, when it is incorporated in a certain peptide sequence
(consensus sequence). In particular, in this work, we studied the consensus
sequence for B-O-glycosylation with glucose. For this purpose, two peptides
and one glycopeptide were synthesized. As a first approaching, we calculated
the spatial distribution of the hydroxyl group of serine, that later will be
glycosylated, and interestingly it is exposed to the solvent, therefore the
glycosylation would be easier.

On the other hand, this Thesis tries to shed some light to the controversial
about the role that peptide moiety plays in the molecular recognition of

glycopeptides by lectins. In this regard, two glycine rich glycopeptides were



synthesized, Gly-Gly-Xxx-Gly-Gly, where Xxx was replaced by Thr/Ser(a-O-
GalNac). Besides, conformational studies both in the free and bound-states
were developed. In addition, thermodynamic parameters corresponding to
molecular recognition of each glycopeptides by two specific lectins were
obtained by microcalorimetry. All this work shows the importance of the
amino acid linked to the carbohydrate plays in the molecular recognition
process. In fact, it is not a mere spectator but it develops a role as modulator

agent.
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1. Introduccién

La Quimica de los Carbohidratos es una parte de la Quimica Orgdnica que ha
adquirido entidad propia desde los comienzos del siglo XX, probablemente
debido a la importancia quimica, bioldgica e industrial de estas sustancias. Ya
muy avanzada la segunda mitad del siglo XX, sucedieron dos hitos que han
potenciado a la Quimica de Carbohidratos como una de las areas con mas
desarrollo dentro de la Quimica Organica actual. El primero fue el
descubrimiento de las importantes y variadas actividades bioldgicas de los
carbohidratos y sus derivados, que ha dado lugar a una nueva rama
interdisciplinar de la Ciencia que se ha llamado Glicobiologia.™! El segundo
hecho se debid a la toma de conciencia del potencial sintético de los
carbohidratos, ya que estos constituyen una fuente de quiralidad natural
abundante, versatil y barata. La polifuncionalidad de las moléculas de
carbohidrato, el gran numero de posibilidades estereoquimicas y la
reactividad, especialmente del carbono anomérico, son un reto para el
desarrollo de procesos de sintesis donde los carbohidratos son materias
primas, intermedios quirales clave, auxiliares o inductores quirales.

La Glicobiologia ha sido calificada como una de las diez ciencias mas
importantes del futuro por el Massachusetts Institute of Technology (M.I.T.).
Sobre todo, y gracias en gran medida, a su potencial en la elaboracién de
vacunas contra enfermedades inmunoldgicas, sin olvidar otros usos como la
cosmética o la nutricidn. Dicha ciencia, frontera entre la biologia y la quimica
de carbohidratos, ha experimentado gran auge en los ultimos afios, ya que
su investigacién supone un reto indudable para el entendimiento de las
funciones llevadas a cabo por los carbohidratos.

Los carbohidratos son moléculas de gran abundancia en la naturaleza, no hay

duda de que su presencia en la superficie celular juega un papel clave en



1. Introduccién

variedad de procesos bioldgicos. Podemos encontrarlos formando parte de
los glicolipidos (carbohidratos unidos a lipidos) y de las glicoproteinas
(carbohidratos unidos a proteinas), los cuales estan presentes en muchos e
importantes procesos celulares que ocurren en nuestro organismo. Por
ejemplo, la especificidad de los grupos sanguineos (A, B, AB y 0) viene
determinada por la diferente parte carbohidrato que contienen ciertas
glicoproteinas presentes en la superficie de los glébulos rojos de la sangre.
Ademds, las glicoproteinas también estan involucradas en el desarrollo
neuronal, en la actividad hormonal, en la respuesta inmune y en procesos
inflamatorios y de fertilizacion.!>!

Un aspecto interesante de estos glicanos es su papel post-traduccional como
“control de calidad” en la sintesis de proteinas.[6'8] Por otro lado, se conoce
que los carbohidratos unidos a la proteina alteran la estructura y en
consecuencia, la funcién de ésta.*1% Ademds, la glicosilacion parece
aumentar la estabilidad de la proteina reduciendo su vulnerabilidad a la
degradacion proteolitica, lo cual ayuda a su transporte.l!¥! La glicosilacién
anormal puede provocar variaciones en el plegamiento de las proteinas
alterando su estructura terciaria. Ademads, este tipo de errores post-
traduccionales estan asociados con fallos en el sistema inmune asi como con
enfermedades infecciosas y cancer.

Los carbohidratos alteran también otras propiedades fisicoquimicas de las
proteinas. Por ejemplo, las denominadas glicoproteinas anticongelantes!*?#
permiten sobrevivir a temperaturas muy bajas a animales que habitan en
aguas polares. Estas glicoproteinas inhiben el crecimiento de cristales de

hielo en su interior, evitando asi la congelaciéon de los fluidos de estos
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organismos vivos. Esta caracteristica ha suscitado un enorme interés en
medicina y en la industria.

Asi, la glicosilacion constituye una herramienta imprescindible capaz de
aumentar tanto el numero de estructuras como la funcién de las proteinas
de forma exponencial. Lo cual genera que esta modificacién post-
traduccional amplie significativamente la informacién contenida en el
genoma.!*”

Ademads de la inherente variacién en la configuracién de los carbohidratos
(glucosa, manosa...), otras variaciones como el tamano del anillo, la
ramificacion, la configuracion del carbono anomérico y modificaciones como
la acilacidn, sulfuracion y fosforilaciéon proporcionan a estas moléculas gran
diversidad estructural. Esta diversidad es explotada por la naturaleza a través
de la combinacién de los hidratos de carbono con proteinas. Por ello, el
estudio de las glicoproteinas es imprescindible para comprender en
profundidad la funcidn de estos carbohidratos a nivel molecular, ya que a
pesar de su obvia importancia, el acceso al entendimiento del papel que
juega la glicosilacién es mas bien limitado.®!

En las células eucariotas, uno de los tipos de O-glicoproteinas mas
importantes lo constituyen las mucinas, las cuales se emplean como
marcadores en el diagndstico de ciertos tipos de cdncer. Estas glicoproteinas
se caracterizan por poseer serinas y treoninas glicosiladas con a-O-GalNAc
como primer carbohidrato. Por otro lado, las glicoproteinas glicosiladas con
B-O-N-acetilglucosamina (B-O-GIcNAc) son también muy abundantes vy
poseen funciones bioldgicas de gran importancia. Por ejemplo, estan
involucradas en enfermedades degenerativas y diabetes. Existen otros tipos

de O-glicosilacién menos frecuentes, pero no por ello menos importantes,!*®!
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como por ejemplo con B-glucosa (B-Glc), a-manosa!*”! (a-Man), a-fucosa!*®
(a-Fuc) o B-xilosa (B-Xyl).

Ademas de la O-glicosilacion, como se ha comentado anteriormente, otra de
las modificaciones post-traduccionales mas importantes que pueden sufrir
las proteinas es la N-glicosilacion. Esta modificacion se produce sobre el
residuo de asparagina (Asn) con N-acetilglucosamina (GIcNAc) y también en
ocasiones con carbohidratos mas complejos.**?% La secuencia de consenso
para este tipo de glicosilacion (llamada sequon) es la formada por Asn-Xxx-
Thr/Ser, donde Asn es asparagina, Thr/Ser son treonina/serina y Xxx es
cualquier aminoécido excepto prolina (Pro).?!

La presente Tesis Doctoral se centra en el estudio de O-glicopéptidos, mas
concretamente en la B-O-glicosilacidon de aminodacidos, con glucosa, B-Glc (B-
O-glucosilacién), aunque también se realiza un pequefio andlisis sobre
péptidos a-O-glicosilados, con N-acetilgalactosamina, GalNAc.

La B-O-glucosilacién es un tipo especifico de glicosilacion no muy habitual
pero que ha atraido mucha atencién en los Ultimos afios al estar presente en
glicoproteinas relacionadas con el factor de crecimiento epidérmico
(EGF)2223! y con el receptor de Notch.?¥ En concreto, la B-Glc unida a un
residuo de serina se ha encontrado en una secuencia consenso determinada
que aparece en dominios proteicos del EGF de diferentes proteinas.?® Sin
embargo, desgraciadamente, todavia no se conoce bien la funcidn
estructural de la glucosa en estos sistemas y no esta exenta de debate.

Los dominios EGF son pequefios motivos de unos 40 aminodcidos definidos
por 6 cisteinas conservativas que forman tres enlaces disulfuro.l? Se sabe
gue estos fragmentos juegan un papel importante en las interacciones

proteina-proteina, como por ejemplo, en la unién ligando-receptor.l??
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Estudios recientes han demostrado que dichas interacciones receptor-
ligando pueden verse afectadas por alteraciones en los carbohidratos que
modifican estos dominios EGF. Ademas del EGF, varias seroproteinas como
los factores de coagulacién de la sangre bovina (factores VIl y IX),1?! factores
de coagulacion humanos (VII y IX), la proteina Z de plasma humano vy
bovino®?”!y la trombospondinal®® presentan esta inusual modificacién post-
traduccional con O-glucosa. La comparacién de los sitios de glicosilacion en
estas proteinas revela una secuencia consenso compuesta por: -Cys'-Xxx-
Ser-Yyy-Pro-Cys?- donde Cys! y Cys? son la primera y segunda cisteinas
conservativas del dominio EGF, donde Xxx e Yyy puede ser cualquier
aminoécido excepto Pro.!?3 Este caso, al contrario que para la mayoria de los
tipos de O-glicosilacion, constituye uno de los pocos ejemplos para los que
existe una secuencia consenso clara. Este sitio de union para la B-Glc parece,
hasta ahora, estar limitado Unicamente al residuo de Ser, y a su vez esta
glucosa es, en muchas ocasiones, punto de unién de uno o dos residuos mas
de xilosa (Xyl).?*!

Las funciones de los carbohidratos en estas las proteinas modificadas con [3-
Glc son, como se ha comentado, todavia desconocidas en la mayor parte de
los casos. Sin embargo, en el factor VIl humano, tras mutagénesis de la Ser
glicosilada con B-Glc por alanina (Ala) se encontré que la actividad
coagulante disminuia.f% Esta mutacién Iégicamente suprime la B-
glucosilacion, pero también lo hacen la reduccién y la alquilacién de los
puentes disulfuro del EGF, lo cual sugiere que la enzima que aiade el residuo
de Glc reconoce no sdlo la secuencia consenso en si misma, sino también la

estructura tridimensional del dominio EGF.[22! ,
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Por tanto, a la vista de la influencia que la glicosilacion parece tener en la
actividad bioldgica de las proteinas, es importante estudiar el papel que
juega el carbohidrato sobre los cambios estructurales de dichas moléculas,
los cuales son responsables de las variaciones en sus funciones bioldgicas.
Por otro lado, otra aproximacion interesante para estudiar en detalle la
influencia que tienen los distintos elementos estructurales en las
preferencias conformacionales de una molécula, es el disefio de
glicopéptidos que incorporan aminodcidos no naturales. Estos nuevos
glicopéptidos pueden estabilizar una conformacién (por ejemplo, la
conformacion bioactiva) o bien exhibir conférmeros que raramente se hayan
observado en derivados naturales, modificAndose asi la unién a las moléculas
diana. La mayor parte de las modificaciones estudiadas hasta el momento se
han centrado en la parte del carbohidrato®3! y raramente en la cadena
peptidica.® En este sentido, el campo de glicosilaminoacidos-a,a-
disustituidos puede ser considerado una herramienta util en el disefio de
moléculas con un comportamiento conformacional novedoso respecto al
observado para los compuestos naturales, como se describird mas
detalladamente en el siguiente capitulo (antecedentes).3>3!

Con esta idea, en la presente Tesis Doctoral se pretende llevar a cabo el
estudio de los efectos que la O-glicosilacidn tiene sobre la estructura de
pequenos péptidos, asi como modular sus conformaciones introduciendo
pequefias modificaciones en la cadena peptidica. De esta manera,
combinando ambas modificaciones se podria ampliar el espacio
conformacional de los glicopéptidos, fijando conformaciones “a la carta” de
glicosilaminoacidos. Estos derivados, una vez incorporados en péptidos,

podrian ser capaces de modular el reconocimiento molecular de dichos
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péptidos modificados por parte de las correspondientes dianas bioldgicas,

como pueden ser lectinas y anticuerpos.
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En este capitulo se recogen los estudios mas importantes realizados en
nuestro grupo de investigacién hasta la fecha con respecto a la B-O-
glicosilacion con glucosa y desde un punto de vista conformacional. Estos
estudios son imprescindibles para el entendimiento de la funcién estructural
que este carbohidrato desempefia en distintos glicopéptidos vy/o
glicoproteinas en los que esta presente.

En la primera parte, se ha considerado interesante introducir los conceptos
basicos necesarios para la comprension del estudio conformacional de

péptidos y glicopéptidos.

2.1. Conceptos relevantes en el anadlisis conformacional de péptidos y
glicopéptidos

Para poder conocer la estructura de un péptido o glicopéptido es importante
conocer los angulos diedros mas significativos con informacion estructural
relevante.

La estructura de la cadena peptidica viene determinada por los valores de los
angulos diedros ¢ y . Asi, la rotacion en torno al enlace entre el C, y el NH
esta definida por el dngulo diedro ¢, mientras que el giro en torno al enlace

formado entre el Cy y el C=0 estd caracterizado por el angulo .

x\‘fy ¥ _R
R ,- o Ch A
/V‘%“L”\ PN
_ D
0 H O

Figura 1. Angulos diedros @/ que definen la conformacién del esqueleto peptidico.

Aunque existe un gran nimero de combinaciones para los valores que

pueden tomar los angulos ¢ y ¢, sélo algunas de ellas van a dar lugar a
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conformaciones energéticamente favorables.'! Dentro de éstas destacan la
hélice a y la [dmina B, estructuras secundarias particularmente estables que
forman parte de gran nimero de proteinas.

En la hélice a, los aminodcidos estan dispuestos en una estructura helicoidal
dextrégira, con unos 3.6 aminodcidos por vuelta. Cada aminoacido supone
un giro de unos 100° en la hélice y los carbonos a de dos aminoacidos
contiguos estan separados por 1.5 A. Todas las cadenas laterales de los
aminodacidos estan dispuestas hacia el exterior de la hélice. En estas
condiciones, el hidrégeno del grupo amida del aminoacido i puede establecer
un enlace de hidrégeno con el grupo carbonilo del aminodcido i+4. De esta
forma, cada aminoacido i de la hélice forma dos enlaces de hidrégeno, uno
con el residuo i+4 y otro con el j-4. En total son 7 enlaces de hidrégeno por
vuelta, lo que estabiliza enormemente a esta estructura (Figura 2a).

La lamina beta se forma por el posicionamiento paralelo de dos cadenas de
aminoacidos dentro de la misma proteina, en el que los grupos amino de una
de las cadenas forman enlaces de hidrégeno con los grupos carbonilo de la
opuesta.

Los valores de los dngulos para la hélice a son @= +55° y ()= +45°. Para la
[dmina B, las cadenas paralelas toman unos valores para los angulos de
rotacién de p=-119°y = +113°, y las cadenas antiparalelas de ¢=-139°y =
+135°. Todas estas conformaciones son mas estables que una estructura
totalmente extendida, ¢=¢=+180°. En la figura 2b se puede ver la estructura

terciaria de una proteina que contiene hélices a, ldminas B y giros.
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1.5-A risn 1
100-degrae rotat =

Hélice a

Figura 2. a) Esquema de una hélice a. b) Estructura de una proteina que contiene hélices a,

Idminas 8 y giros.

El bioquimico G. N. Ramachandran ided un grafico bidimensional para
representar la conformaciéon de una cadena polipeptidica de una manera
mas intuitiva.l) En este gréfico se representan los valores de los dngulos
diedros ¢ y ¢ de cada uno de los residuos que componen la cadena. En el
grafico de la figura 3 se muestra la representacidn de la hélice a y la |dmina

B, ademas de otras conformaciones usuales, como la poliprolina (PPIl).
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Hélice o

levégira
-120
150 —
-180 -120 -60 o 60 120 180

]
Figura 3. Diagrama de Ramachandran donde se representan las conformaciones de menor

energia para péptidos.

Las cadenas polipeptidicas sufren varios cambios de direccidon durante su
plegamiento, apareciendo asi las conformaciones conocidas como giros (ver
figura 2). Existen dos tipos importantes de giros: los giros B y los giros y.

Los giros B (o 8 turns, en inglés) se originan cuando la cadena polipeptidica
se pliega sobre si misma dando lugar a una conformacion en la que se puede
formar un enlace de hidrégeno intramolecular entre los residuos i e i+3. Esta
regién comprende cuatro residuos consecutivos, resultando involucrados 10
atomos (Figura 4). La distancia entre el atomo de oxigeno del grupo carbonilo
del residuo i y el nitrégeno amidico del residuo i+3 ha de ser igual o inferior
a3.5A. Las distancias entre los carbonos a de los residuos i e i+3 oscilan entre
4y 7 A. Existen varios tipos?® de giros B atendiendo a los dngulos de los
residuos i+1 e i+2; la tabla 1 recoge los valores para los angulos diedros de

cada uno de los diferentes tipos de giro B.
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: o
i+1 1+2 Ri+1 Ri+2
HN.  H ©
o O H-N O
R H
i i+3 NH Ri+s >

Figura 4. Giro 8 tipo I.

Tabla 1. Valores de los dngulos diedros ¢ y  para los residuos i+1 e i+2 de los diferentes tipos
de giro 6.

Angulos diedros (°)

TipodegiroB | din Y1 | iz | Vin

| -60 -30 | -90 0

I 60 30 90 0

Il -60 | 120 80 0

¢ 60 -120 @ -80 0
v -61 10 -53 17

Vial -60 120 -90 0

Via2 -120 | 120 @ -60 0
Vib -135 135 -75 @ 160
Vil -60 -30 | -120 | 120

Los giros y (o y turns, en inglés) se originan por la formacion de un enlace de
hidrégeno intramolecular entre el residuo iy el residuo i+2 (Figura 5). En ellos
se encuentran involucrados tres residuos consecutivos y 7 atomos. Se
pueden dividir en clasicos e inversos en funcion de los valores de los angulos
diedros ¢ y ¢ del residuo en posicion i+1. En la tabla 2 se encuentran los

valores de los dangulos diedros que definen el giro y.



2. Antecedentes

Tabla 2. Valores de los dngulos diedros ¢ y @ para el residuo i+1 en los giros y.

Angulos diedros (°)

Tipo de giro y din Ui
Clasico 70 -60
Inverso -70 60

Ri+1
i+1

i+2
Figura 5. Giro y cldsico

Tanto los giros B como los y son muy importantes en funciones de
reconocimiento a nivel molecular,’?®” como por ejemplo en el
reconocimiento de los antigenos por los anticuerpos®® y en la
fosforilacion®% o glicosilacién™Y! de proteinas.

Por otro lado, otro factor que también va a influir en la conformacién de cada
residuo, y por tanto en la de los péptidos o glicopéptidos de los que forme
parte, es el de la disposicion espacial de la cadena lateral.***3 Para la cadena
lateral se define el dangulo de rotacién x' alrededor del enlace Ca-CB, tal como

se muestra en la figura 6. Los valores que debe adoptar x!, para que la cadena

lateral muestre conformaciones de mayor estabilidad son -60°, +60°,
+180°.
o cp R
LD £ Q i H
/,.\I N 1::“ i E)LN/COV\C/N\;
\\r & | M
o H O

Figura 6. Angulo x' que define la conformacién de la cadena lateral.
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Por ultimo, para el caso de los glicopéptidos existe otro elemento a tener en
cuenta, la disposicion espacial del carbohidrato, que va a venir dada por los
dos dngulos diedros que se muestran en la figura 7. El angulo de torsién ¢
estd definido por la rotacién en torno al enlace entre el C anomérico del
carbohidrato y el O del enlace glicosidico, mientras que la rotacion alrededor
del enlace entre el O del enlace glicosidico y el CB del péptido forma el dngulo
¢ (Figura 7). Para no confundirlos con los angulos diedros que definen la
conformacion del esqueleto peptidico, a partir de ahora se denominardn ¢

y ¢s, haciendo referencia la ‘s’ a sugar, y los de la parte peptidica serdn ¢,y

Yo.

Ho QH
HO OH
o fC°

O Vs

Lo
o | H

C 1
‘72(-)]\’}]/ q\ﬁ,N\;}
O

Figura 7. Angulos @/ (s que definen la conformacion del enlace glicosidico.

Andlogamente a lo encontrado para los angulos ¢, y ¢, de la cadena
peptidica, sélo algunos de los valores posibles para ¢s y s van a dar lugar a
conformaciones energéticamente favorables. En este contexto, cabe
destacar la rigidez que normalmente presenta el angulo diedro ¢, debido al
efecto exo-anomérico.'¥

En este sentido, tanto para el enlace glicosidico a como para el enlace

glicosidico B se obtienen dos conformaciones estabilizadas debido al efecto

exo-anomeérico, siendo ¢ de +60° y -60°. Sin embargo, la situacion de minima
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energia para el enlace glicosidico a se corresponde con ¢s = +60° y para el

enlace glicosidico B con ¢s

= -60°, debido a que estas conformaciones

presentan menor impedimento estérico.

En cuanto al dngulo diedro s en el caso de las glicoproteinas con serina, toma

valores en torno a 180° para disminuir las repulsiones estéricas entre el

carbohidrato y la cadena peptidica (Figura 8), en cambio cuando el

aminoacido que se glicosila es la treonina este angulo ¢s toma valores

alrededor de 120° y muestra una conformacién eclipsada (Figura 9).1**

Derivado de serina

CO nfo rmac i 6 n carbohidrato
alternada
H H

aminoacido

OH_oH
o]
HO
AcHNO
AcHN

Figura 8. Conformacién alternada de (s en el derivado de serina.

Enlace
Cp-O1s

NHMe
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Derivado de treonina

180 : ; : —
1 Conformacion OH_OH Enlace
60 e ] eclipsada o Cp-O1s

HO f
carbohidrato

Wy 01 * AGHNO " Me
-60 | o

s AcHN
aminoacido
- _ NHMe
-180 i

1180 -120 60 0 60 120 180

Ps

Figura 9. Conformacion eclipsada de s en el derivado de treonina.

Por lo tanto, podemos concluir diciendo que la estructura secundaria de

péptidos y glicopéptidos es funcidn, en ultimo término, de los valores de los

angulos diedros @p, Wp, X, @s Y Ys.

2.2. Influencia que la B-glucosa tiene sobre la conformacidén de la cadena
peptidica

En el capitulo anterior se ha comentado la importancia que tienen las
glicoproteinas en la Naturaleza, debido a la gran cantidad de procesos
bioldgicos en los que se ven involucradas. Ademds, se ha resaltado la vital
importancia de las modificaciones post-traduccionales, ya que a través de
estos mecanismos las proteinas incorporan otras biomoléculas como
carbohidratos, lipidos, etc. Una de las modificaciones menos frecuentes es la
B-O-glucosilacidn, ésta consiste en una glucosa unida directamente a una

proteina a través de un enlace B-O-glicosidico.



2. Antecedentes

En este sentido, en este capitulo se van a exponer los estudios que nuestro
grupo de investigacién ha realizado sobre la B-O-glicosilacién de péptidos con
D-glucosa.

Como es sabido, la funcién estructural de la D-Glc en los péptidos en los que
es incorporada no es del todo desconocida y existe aun cierta controversia al
respecto. Teniendo esto en cuenta, nuestro grupo de investigacién decidié
estudiar, en primer lugar, el efecto de la B-D-O-glucosilacién en péptidos
modelo derivados de Ser y Thr, llamados asi porque ambos extremos del
aminodcido se encuentran terminados como diamida, para simular una
cadena peptidica mayor. Posteriormente, se glicosilaron con B-O-Glc para

obtener asi sus correspondientes B-O-glucopéptidos (Figura 10).

Me OH Me
HN HO ° o HN o
HO ®) 0 HO (R)
(R) OH (R)
& NH R NH
o 0=
Me Me
R=H----Ser
R=CHs;-—--Thr

Figura 10. Derivados del serina y treonina estudiados.

El estudio reveld que este tipo de glicosilacion produce un importante efecto
sobre el esqueleto peptidico, siendo responsable del cambio de
conformaciones extendidas, observadas generalmente en los péptidos, a

plegadas en los glicopéptidos modelo derivados de Sery Thr (Figura 11).1¢!
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Conformacion
extendida

péptido

B-O-glucosilacién

A
| Conformacién

licopéptido
L éS} plegada

Figura 11. Influencia de la 8-D-O-glucosilacion en péptidos modelo de Sery Thr.

2.3. Preferencias conformacionales de glicosilaminoacidos que incorporan
aminodcidos no naturales

Posteriormente, se decidié estudiar en detalle la influencia que tiene la
presencia de un aminodacido no natural, tanto en el esqueleto peptidico como
en la disposicion espacial del carbohidrato. Asi, los nuevos glicopéptidos
sintetizados podrian estabilizar una conformaciéon (por ejemplo, Ia
conformacion bioactiva) o bien exhibir conférmeros que raramente se hayan
observado en derivados naturales, modificAndose asi la unién a las moléculas
diana.l”!

En este sentido, se sintetizaron y analizaron los péptidos y los glucopéptidos
modelo que aparecen en la figura 12. Como se puede observar se utilizaron
péptidos y glicopéptidos en los que se incluyeron aminodcidos que
presentaban todas las combinaciones posibles de sustituciones con un grupo
metilo en las posiciones a y B (a-metilados que derivan de la a-metilserina

(MeSer) y a,B-dimetilados que lo hacen de la a-metiltreonina (MeThr), asi
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como los dos derivados posibles que incluian un ciclobutano en la estructura,
con el fin de averiguar cdmo afectaban estos cambios estructurales a la

disposicion tridimensional de la molécula.

Me Me Me Me Me
HN o HN o :&: o HN o HN o
HO\/E. HO .{R,I HO\%} HO){% HO\riE
NH i\IH JH ud iH “ e J\qH
@ Me Q Me 9 Me 9 Me 2 Me
Ac-L-Ser-NHMe Ac-D-Ser-NHMe Ac-{5)-MeSer-NHMe Ac-L-Thr-NHMe Ac-allo-L-Ser-NHMe
OH I:u"le OH e
HO‘&&' HN [o] HO o HN lo] ‘é\“l Me,
Ho O\/F‘ Ho O\/?-E;RJ
OH :EH OH “NH
e Me o Me ME
Ac-L-Ser"-NHMe Ac-D-Ser”-NHMe Ac-{5)-MeSer"-NHMe
(e} HO
)(:'U/E rSJ SJ
NH
Me
Ac-L-Thr*-NHMe Ac-allo-L-Ser*-NHMe
Me Me Me Me
N
HN. o HY, o HoN o Hot™N o
Me Me £
OGS &%
&7 SNH ;H ’JIIH ‘NH
e Me o Me 2 Me e Me
Ac-(§,5)-MeThr-NHMe Ac-{R,R)-MeThr-NHMe Ac-(8,5)-c4Ser-NHMe Ac-(R,R)-c4Ser-NHMe
Me OH Me
O HO
_&\ \Io HO 0 Ho 0,.HN\_«;0 HO A gy WP
OH (s) OH m
R
OH (5] OH (R) 7j _;ZJH & ’;EH
Me 9 Me 9 Me
Ac~(S,5)-MeThr*-NHMe Ac-(R,R)-MeThr* NHMe Ac-{§,5)-c Ser"-NHMe Ac-(R,R)-c4Ser"-NHMe

Figura 12. pPéptidos y glicopéptidos modelo estudiados.

Por un lado, este estudio reveld, que la incorporacién de un grupo metilo en

el carbono a del aminodcido fuerza a la cadena peptidica a adoptar



2. Antecedentes

conformaciones plegadas, tipo alfa hélice. Este efecto, que se observa en los
derivados de MeSer, aumenta en la a-metiltreonina (a-MeThr), siendo aun
mayor cuando la estructura que incorpora el aminoacido en su cadena lateral

es un ciclobutano (Figura 13).

i | |
Ac-(5,5)-c,Ser"-NHMe
l 1

Ac-(R,R)-c,Ser"-NHMe 68 J

Ac-(5,5)-MeThr’-NHMe

Ac-(R,R)-MeThr’-NHMe

Ac-(5)-MeSer’-NHMe
Ac-allo-L-Thr*-NHMe
Ac-D-Ser*-NHMe

Ac-L-Thr’-NHMe

Ac-L-Ser’-NHMe

d
P

v - g

0 20 3 40 60 80
% o-hélice

Figura 13. Poblacion total para la conformacion a hélice (ap en azul oscuro + a en azul claro)
obtenida de los glicopéptidos estudiados (imagen tomada de la publicacion Chem. Eur. J. 2008,

14, 7042-7058).

Por otro lado, las sustituciones en el carbono beta no afectan a la cadena
peptidica, pero si a la cadena lateral. En concreto, para el derivado natural
de serina, las sustituciones en beta tanto con configuraciéon S como R
rigidifican la cadena lateral y la fuerzan a adoptar una conformacién
claramente g(+). Si existe un metilo en posicidn alfa, ademas de en beta
(MeThr), la conformacién mayoritaria de la cadena lateral es claramente anti.
Por otra parte, la incorporacién de una estructura restringida como es el
ciclobutano, obliga al péptido a adoptar conformaciones plegadas. Ademas,
el ciclo de cuatro miembros fuerza una sola conformacién, g(+) para la

cadena lateral (Figura 14).
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Figura 14. a) Conformaciones mds estables para la cadena lateral (dngulo diedro x?). b)
Distribuciones de x* para los péptidos modelo. Para el compuesto Ac-c4Ser-NHMe x* tiene un

valor en torno a 105° (imagen tomada de la publicacion Chem. Eur. J. 2008, 14, 7042-7058).

En lo referente a la disposicién espacial del carbohidrato, estos estudios
indican que también puede modularse al modificar la cadena lateral del
aminoacido al que va unido el azucar. El enlace glicosidico esta definido por
los angulos diedros ¢s y ¢s. En la mayor parte de los casos, solo el angulo de
torsidn (s es susceptible de sufrir variaciones, puesto que el angulo ¢s adopta
el valor tipico -60° para un enlace B-O-glicosidico, determinado por el efecto
exo-anomérico, como se ha comentado anteriormente. Pero hay una
excepcion que merece la pena resaltar con respecto al angulo diedro ¢, y es
gue aparece una poblacidn significativa de la inusual conformacién anti-¢

para el derivado de ciclobutano con configuracion S,S. Esta conformacion, a
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priori, de mayor energia, se estabiliza a través de un enlace de hidrégeno

intramolecular (Figuras 15y 16).
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Figura 15. Distribucién del enlace glicosidico (@s/s) para los glicopéptidos Ac-L-Thr*-NHMe,

Ac-allo-L-Thr*-NHMe,

Ac-(S,S)-MeThr*-NHMe,

Ac-(R,R)-MeThr*-NHMe,

Ac-(S,S)-csSer*-

NHMe, y Ac-(R,R)-csSer*-NHMe. La conformacion g(+) del dngulo diedro ¢s (05s-C1s-0O1s-C8=

60°) se conoce también como anti-@ (que corresponde a un valor de 180° para este dngulo

diedro cuando es definido con los dtomos H1s-C1s-O1s-C8) (imagen tomada de la publicacién

Chem. Eur. J. 2008, 14, 7042-7058).
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G, |

&

Figura 16. Enlace de hidrogeno intramolecular presente en el derivado Ac-(S,S)-csSer*-NHMe

que estabiliza la conformacion anti-@ observada en dicho derivado (imagen tomada de la

publicacién Chem. Eur. J. 2008, 14, 7042-7058).

En cuanto al angulo s, su comportamiento varia en funcion del patrén de

sustitucion en los carbonos Ca y CB. Asi:

1)

2)

3)

4)

La no existencia de sustituyente en el carbono beta fuerza a s a
adoptar conformacion tipo anti. Este es el caso de los derivados de
L-Ser, D-Ser y (S5)-MeSer.

La presencia de un grupo metilo en beta con configuracién R, por
ejemplo L-Thr, favorece conformaciones de s alternadas g(+).
También se observa una conformacion eclipsada £ (120°), que puede
ser debido a que el grupo metilo de la Thr fuerza al angulo y; a
adoptar un valor cercano a 120°.

Cuando el grupo metilo sustituido en beta tiene configuracién S,
estamos hablando del derivado de allo-Thr, entonces las
preferencias para el angulo de torsion s cambian hacia la
conformacion alternada g(-) y la eclipsada E” (-120°).

Si la sustitucion se produce en el carbono alfa y en el beta con

configuracion R,R, el derivado Ac-(R,R)-MeThr*-NHMe, entonces el
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angulo diedro se rigidifica hacia el conférmero eclipsado y hacia el
alternado g(+) en el caso de Ac-(R,R)-csSer*-NHMe.

5) Por el contrario e inesperadamente, cuando los derivados poseen la
configuraciéon S,S, el angulo de torsidn s se vuelve mas flexible

poblando varias conformaciones.

Como continuacion légica de este trabajo, se considerd expandir esos
sistemas pequefios a glicopéptidos de mayor tamafio con la intencién de
comprobar si las conclusiones obtenidas previamente se seguian observando
en moléculas mas complejas. Para ello se eligid la secuencia Thr-Ala-Ala
presente en péptidos con diversas funciones bioldgicas,'®*?*) como por
ejemplo en las glicoproteinas anticongelantes,?*! de suma importancia en la
naturaleza, ya que evitan la congelacién del agua y el crecimiento de cristales
de hielo. Estas glicoproteinas han atraido un gran interés debido a sus
potenciales aplicaciones en medicina y en la industria.?? Asi, se decidié
disefiar los derivados no naturales de mayor tamano que aparecen en la

figura 17.
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Figura 17. Péptidos y glicopéptidos estudiados.

De este estudio?®?¥ se pudo concluir que la sustituciéon de un aminodacido

natural por uno cuaternario es capaz de modular la conformacién. Mientras

que para los derivados de Thr son mayoritarias las conformaciones

extendidas, apareciendo cierto porcentaje de poblacidn correspondiente a

a-hélice en el caso del glucopéptido (aproximadamente del 36%). En el caso

de los derivados de MeSer se observa que tanto en péptidos como en

glicopéptidos su incorporacion promueve el paso de conformaciones

extendidas para la cadena peptidica a plegadas. Sin embargo, no es capaz de

rigidificar el sistema, si no que mas bien lo flexibiliza, ya que coexisten en

disolucion ambas conformaciones. En cuanto a la cadena lateral, ésta se



2. Antecedentes

flexibiliza bastante y muestra las tres posibles conformaciones: g(+), g(-) y
anti. En la figura 18 se muestran las distribuciones obtenidas para el enlace
glicosidico (gs/s) y para la cadena lateral (x!) de dicho glucopéptido de
MeSer obtenidas mediante calculos de MD-tar (metodologia que se explica

detalladamente en el anexo lll).

enlace glicosidico

60,0 50,0
60 //
v, o 400 7 260 24,0

o 200
-120 N - =
] i 0,0 1 T T r’

-180 -120 -60 0 60 120 180 -

% anti g(-) gl+)

Figura 18. Distribucion ¢/ys para el enlace glicosidico del glucopéptido (izquierda).

Distribucién x* para la cadena lateral (derecha).

Sin embargo, en el derivado no natural que incorpora el ciclobutano,
mientras que el péptido muestra conformaciones plegadas (dos giros B
consecutivos (Figura 19), en el glicopéptido no aparecen ninguno de estos
giros. Esto es debido a la existencia de dos enlaces de hidrégeno simultdneos
entre el oxigeno endociclico de la glucosa y dos protones amida de la cadena

peptidica (Figura 20).
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1, y1)=(-52.6°,-41.2°)
(62, y2) =(-65.7°,-14.6°)
(93, ¥3)=(-71.5°,-23.4°

\
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: Me]
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Figura 19. 8-Turns observados en el péptido Ac-csSer*-Ala-Ala-NHMe (imagen tomada de la

publicacién Org. Biomol. Chem. 2009, 7, 2885-2893).
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Figura 20. Monitorizacion en el tiempo del dngulo diedro s y las distancias N1---O5s y

N2---05s para el compuesto Ac-c,Ser*-Ala-Ala-NHMe.

En estos estudios se pudo observar como a través de la B-O-glucosilacion o
utilizando pequefias modificaciones en la cadena peptidica se pueden
explorar diferentes conformaciones. Estas son herramientas que podrian ser
utilizadas para obtener sistemas con preferencias conformacionales a la

carta.
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Teniendo en cuenta lo mencionado en el capitulo de antecedentes y como
continuacioén logica de este trabajo, en la presente tesis doctoral se propuso

ahondar en los siguientes aspectos:

- Explorar nuevos glicopéptidos con aminodcidos no naturales que
proporcionen nuevas conformaciones, tanto para el péptido como
para el carbohidrato, o que nos ayuden a fijar aquellas de mayor
interés. Este trabajo da lugar al cuarto capitulo de esta tesis: titulado
“Ciclohexano como herramienta para ampliar el espacio
conformacional de glicopéptidos”. En particular, se estudia la
incorporacién de un anillo de 6 miembros en los Ca y CB del

aminoacido serina o treonina.

OH
o)
HoS O CO,H
OH NH;
BGlc-cgSer

Figura 1. Glicosilaminodcido que incorpora el aminodcido no natural csSer.

- Esclarecer las implicaciones que tiene la B-O-glucosilacién desde un
punto de vista estructural, sobre todo en la conformacién de la
cadena peptidica a la cual estd unida la glucosa y explicar, en la
medida de lo posible, el porqué de la secuencia de consenso para
esta glicosidacion. El resultado de este trabajo es el cuarto capitulo

de esta Tesis.



"Ry ..cg % Teedro6

Figura 2. Péptidos y glicopéptidos estudiados, donde X e Y son cualquier aminodcido excepto

prolina

- El tercer objetivo es muy distinto a los anteriores y supone un paso
mas. Tiene que ver con el reconocimiento molecular de carbohidratos
por parte de lectinas. Asi, dado que no es muy habitual encontrar
lectinas que reconozcan a la glucosa, se decidid cambiar de
carbohidrato y focalizar nuestros estudios hacia la a-N-
acetilgalactosamina. En este sentido, como se ha visto en capitulos
anteriores, el carbohidrato se dispone de maneras diferentes ante sus
dianas bioldgicas cuando esta unido a Ser o Thr. Teniendo en cuenta
este hecho, en este tercer objetivo se quiso estudiar cdmo influye el
aminoacido al que esta unido la N-acetilgalactosamina (GalNAc) en la
orientacion del carbohidrato y las implicaciones que ésto puede tener
en el reconocimiento molecular de carbohidratos por moléculas diana
de interés bioldgico, como son las lectinas. Este estudio ha dado lugar

al capitulo sexto de la Tesis.

©EO®EE® ©@eOOE

Figura 3. Reconocimiento molecular de los glicopéptidos objetivo por diferentes

lectinas.
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4.1. Introduccién

Como se ha comentado anteriormente, habitualmente no es solo una
conformacion la que corresponde a una molécula, sino un conjunto de varias
de ellas, pero de todas las conformaciones, en general, solo una es la
bioactiva.

En este sentido, como se ha expuesto en el capitulo de antecedentes,
nuestro grupo ha estado involucrado en el disefio de nuevos glicopéptidos
con preferencias conformacionales variadas.'®! En general, nuestros
estudios concluyen que mientras los sustituyentes en el carbono Ca del
aminodcido glicosilado afectan principalmente a la conformacién del
esqueleto peptidico (forzandolo a adoptar conformacién tipo hélice) los
sustituyentes del carbono CB modifican el comportamiento del enlace
glicosidico. Por otra parte, los sustituyentes del aminodcido en posiciones a
y/o B, y la configuracion del carbono al que se unen éstos, tienen un
importante efecto en las conformaciones de la cadena lateral. Incluso se
abordé la incorporacién de un ciclo de 4 miembros, que involucraba al Ca y
al CB, obteniendo interesantes resultados. Como consecuencia, los nuevos
glicopéptidos disefiados a medida pueden estabilizar conformaciones
presentes en las moléculas de origen natural, asi como exhibir algunas
conformaciones atipicas. Esta caracteristica es una poderosa herramienta
que podria ser usada para disefiar y modular el espacio conformacional de
glicopéptidos y podria ser util en la determinacion de los elementos

estructurales clave de glicopéptidos para la unidn con sus dianas bioldgicas.



4.2. Objetivos

Con la intencidn de ampliar esta perspectiva a nuevos sistemas, teniendo en
cuenta la versatilidad que ofrecen los ciclos de 6 miembros en cuanto a
disposicion espacial, se decidié incorporarlos a las estructuras de los
glicosilaminoacidos. Ello permitiria disponer de otras combinaciones posibles
de estructura peptidica y orientacion del carbohidrato. Asi, en este capitulo,
se muestra la sintesis y el andlisis conformacional en disolucién acuosa de los
cuatro aminodacidos glicosilados mostrados en la figura 1, combinando

experimentos de RMN vy calculos de dindmica molecular (MD).

OH o OH @]
N N ’5<
O HN' O o HN O
HO Il W HO -
OH () OH )

1 2
OH Q
HO HO 0 HN™ O <
HO HO Q /
oH y—L4
HN—
3 4

Figura 1. Aminodcidos glicosilados acabados en diamida estudiados en este trabajo.

En estas moléculas, el aminodcido Ser o Thr ha sido reemplazado por todos
los posibles estereoisémeros del derivado no natural B-hidroxiciclohexano-
a-aminoacido (ceSer).”) Ademads, tanto el grupo amino como el &cido
carboxilico fueron transformados en las correspondientes amidas para

simular un esqueleto peptidico de mayor tamafio. En el caso del grupo amino



formamos la amida con el grupo pivaloilo, que favorece la formacién de
monocristales, facilitando también la manipulaciéon de nuevos compuestos.
Es importante resaltar que la subestructura B-O-Glc unida al anillo de
ciclohexano se encuentra en las saponinas esteroides, que poseen
propiedades antiinflamatorias, hemoliticas, citotdxicas, antifungicas vy

antibacterianas.[1%1

4.3. Discusion de resultados

4.3.1. Sintesis

Desde un punto de vista retrosintético, el acceso a los derivados de los
glicosilaminoacidos 1-4 objetivo, en sus formas enantioméricamente puras,
conlleva una desconexién C-0. Asi, este enlace pueden generarse mediante
una reaccién de tipo Koenigs-Knorr entre un derivado de glucosa
adecuadamente protegido y cada uno de los cuatro ciclohexan-a-
aminodacidos. Para ello, se necesitaria entonces disponer de ellos en sus
formas enantioméricamente puras, lo cual es posible ya que nuestro grupo
de investigacién hace unos afios realizd y publicod la sintesis de estos 4
enantiémeros: (1S,25)-csSer, (1R,2R)-csSer, (1R,2S)-csSer y (1S,2R)-csSer.!
Esta sintesis resulta bastante larga, por ello, en esta ocasién se ha
considerado mas apropiado llevar a cabo esta desconexién utilizando los
aminodcidos en sus formas racémicas (cis-ceSer y trans-ceSer), para en un
paso posterior, una vez llevada a cabo la glicosilacién con B-O-D-glucosa, que
ésta actle como auxiliar quiral y permita la separacién de cada uno de los

diasteredmeros (Esquemas 1y 2).
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Esquema 2.

Por tanto, el primer objetivo fue conseguir cantidad suficiente de los
aminodacidos racémicos cis-ceSer y trans-csSer en forma de diamida,
siguiendo la misma metodologia.’”’ El paso clave para ambos racémicos
consiste en la reaccién de Diels-Alder entre un dieno oxigenado y un filodieno
que incorpora a los grupos amino y acido carboxilicos latentes en su

estructura (2-benzamidoacrilato de metilo) (Esquema 3).

NHPiv NH, OMe

%, “‘CONHMe .CO,H IGF DA \. MeO,C.__NHCOPh

= il

=

Esquema 3.



Asi, utilizando 1-metoxi-1,3-butadieno se consigue facilmente el derivado
trans-ccSer después de los correspondientes intercambios de grupo
funcional (IGF).

Sin embargo, para obtener el derivado cis-c¢Ser fue necesario alguna etapa
adicional de O-funcionalizacidn intramolecular, una vez llevada a cabo Ia

reaccion de Diels-Alder con el dieno de Danishefsky (Esquema 4).

Esquema 4.

A continuacién se describen las etapas en modo sintesis para obtener los
compuestos glicosilaminoacidos en forma de diamida y enantioméricamente
puros.

En primer lugar, se describird la sintesis del aducto precursor de los derivados
1y 2, derivados de rac-10. Para ello, se partié del 2-benzamidoacrilato de
metilo (BAM, 5), previamente sintetizado en nuestro grupo de
investigacion,*? y utilizando la reaccién de Diels-Alder con 1-metoxi-1,3-
butadieno como dieno, se obtuvo mayoritariamente el derivado rac-6a, el
cual se purificé por columna cromatografica. Con el fin de evitar la
polimerizacidon del acrilato, la reaccion se llevé a cabo en presencia de

cantidades cataliticas de hidroquinona (Esquema 5).



< “OMe
MeO,C™ NHCOPh

OMe i i rac-6a
CO,Me Hldroquggrlecl:, tolueno
+ AN . +
0,
NHCOPh _ 72% MO,
5

MeO,C~ "NHCOPh
rac-6b

Esquema 5.

A continuacidn, se hidrogend el doble enlace usando H, con un catalizador
de Pd-C (20%), para después desproteger todos los grupos funcionales con
una hidrdlisis acida. En este caso, tras 7 dias de hidrdlisis se obtuvo el

clorhidrato del aminoacido rac-8 (Esquema 6).

1) HCI (12M)
100°C, 7d
H,/Pd-C, MeOH 2) EtOH, Oxido de
20°C,6h propileno, reflujo, 2 h
 ‘oMe  100% . “OMe 84% < “OH
MeO,C NHBz MeO,C NHBz HO,C™ 'NH,
rac-6a rac-7 rac-8

Esquema 6.

En el siguiente paso se hizo reaccionar el grupo amino con cloruro de
pivaloilo y DIEA a 0 °C. En estas condiciones de reaccion, no se pudo aislar la
correspondiente amida ya que ésta reacciond in situ para dar directamente

la oxazolona rac-9 con un rendimiento moderado (Esquema 7).



o DIEA, CH,Cl,

) + *K 0°C25°C,Ar. 5 3 "'OH
 “OH cl S
HO,C™ "NH 43% OJS(

2

rac-8
rac-9

Esquema 7.

Después, el aducto rac-9 disuelto en DCM, se tratd con metilamina y en
presencia de un exceso de DIEA para realizar la apertura del anillo de
oxazolona, y llegar al compuesto con los grupos acido y amina
convenientemente protegidos. En este caso, no fue necesario afadir un
agente de acoplamiento, ya que la oxazolona se encuentra activada per se

(Esquema 8).

“‘oH MeNH;-HCI, DIEA, CH;CN

O=." i
N reflujo, Ar. _ .
D < OH
oﬁ( 59% MeHNOC™ NHPiv
rac-10
rac-9
Esquema 8.

Afortunadamente, se obtuvieron buenos monocristales del racémico 10 por
evaporacion lenta en una disolucién acetato de etilo-hexano. En la figura 2
se puede ver la estructura del compuesto obtenida por difraccion de rayos X,
donde puede observarse la disposicién trans del OH y del grupo amino del

derivado cegSer.



Figura 2. Estructura obtenida por difraccién de rayos X para rac-10.

Para la sintesis del derivado de ciclohexano, rac-18, que dara lugar a los
compuestos 3y 4, se partié igualmente del BAM, pero en este caso se uso el
dieno de Danishefsky (1-trimetilsililoxi-3-metoxi-1,3-butadieno). Una vez
llevada a cabo la reaccién de Diels-Alder, se obtuvo mezcla de
estereoisdmeros, que se trataron con HCl (0.005M) en THF (1:4) para
hidrolizar el grupo trimetilsililo en posiciéon 4. A continuacién, el crudo de
reaccion se traté con DBU para eliminar el grupo metoxi en posicién 2 y

conseguir de esta manera la enona rac-11 (Esquema 9).



1) Hidroquinona, tolueno

105 °C, Ar

OMe 2) HCI (0,005M):THF (1:4) )

CO,Me 20°C
+ N 3) DBU, CH,Cl,
NHCOPHh 5°C _
OTMS
60% MeO,C NHCOPhH
5 rac-11
Esquema 9.

Seguidamente, el compuesto rac-11 se traté con CeCls-7H,0 y NaBH, para
obtener el correspondiente alcohol, es importante resaltar que se emplea
CeCl3-7H,0 para reducir selectivamente el carbonilo dejando intacto el doble
enlace. Este compuesto en presencia de cloruro de mesilo y trietilamina
como base origind la oxazolina rac-13 (Esquema 10) que sitla, como puede

verse en el esquema siguiente, los atomos de oxigeno y de nitrégeno en cis.

CeCls-7H,0, OH MsClI, TEA,
NaBH, MeOH CH,Cl,
25°C 25°C, Ar 0
“, 83% ~, 95% MeOZC ’N—
MeO,C” "NHCOPh MeO,C” "NHCOPh Ph
-13
rac-11 12a/12b rac
Esquema 10.

En la figura 3, se describe el mecanismo que sigue la reaccion, para la

formacion de la oxazolina rac-13



Figura 3. Mecanismo de reaccién que da lugar a la oxazolina rac-13.

A continuacion, el compuesto rac-13 se traté con TFA para abrir la oxazolina,
guedando el grupo alcohdlico benzoilado en 2 y el grupo amino como

trifluoroacetato (Esquema 11).

) 1) TFA, THF:H,O (4:1)
0 50 °C, 14 h

Me0,c” =l - . ""0Bz
NN, 95% MeO,C" NH, TFA
rac-13 rac-14
Esquema 11.

El racémico 14 se acetild utilizando una mezcla de cloruro de acetilo y

trietilamina en diclorometano (Esquema 12).

o CH,Cl,
ta.,, 14 h
OBz N~ Cl 80% OBz
MeO,C NH, TFA MeO,C NHAc
rac-14 rac-15

Esquema 12.



Para la obtencidn del aducto rac-16, se llevé a cabo la hidrogenacién del
doble enlace. Para ello, el rac-15 se disolvid en diclorometano y se afadié un
catalizador de platino soportado sobre carbono y en presencia de hidrégeno

(Esquema 13).

CH,Cl,
+ HPLC 35°C, 14 h
. 2/Pt- .,
.~ "OBz 78% OBz
MeO,C NHAc MeO,C NHAc
rac-15 rac-16
Esquema 13.

El siguiente paso en la sintesis fue la eliminacién de los grupos protectores
en medio acido a reflujo, durante una noche, dando lugar a la mezcla

racémica rac-17 (Esquema 14).

1) HCI (6M)

100°C, 24 h
2) EtOH, Oxido de
propileno, reflujo, 2 h

~ OBz o
MeO,C NHAc 76%

7~ ""OH
HO,C™ NH,

rac-16 rac-17

Esquema 14.

La siguiente etapa de la sintesis consistio en la proteccion del grupo amino.
Con dicho fin, se puso a reaccionar el compuesto rac-17 con cloruro de

pivaloilo y DIEA a 0 °C. En estas condiciones de reaccion, no se pudo aislar la



correspondiente amida ya que esta reacciond in situ para dar directamente

la oxazolona rac-18 con un rendimiento moderado (Esquema 15).

o DIEA, CH,Cl,

. + 0°C,ata, Ar.
-, 'OH cl .
HO,C™ NH, 46%

rac-17

Esquema 15.

El dltimo paso en la obtencién del derivado aminodcido deseado, fue la
apertura de la oxazolona por reaccién con el clorhidrato de la metilamina en

presencia de DIEA (Esquema 16).

0 OH " MeNH,HCI, DIEA, CH,CN
5 / reflujo, Ar R “'OH
59% MeHNOC™ NHPiv
rac-19
rac-18

Esquema 16.

Una vez sintetizados los aminodcidos en forma diamida, para simular
esqueletos peptidicos (Figura 4), se llevaron a cabo las glicosilaciones,
siguiendo las condiciones habituales de la reaccidon de Koenigs-Knorr para

formar el enlace B-O-glicosidico.



X “OH .~ "OH
MeHNOC NHPiv  MeHNOC  NHPiv

rac-10 rac-19

Figura 4. Esqueletos peptidicos que se utilizarén para su posterior glicosilacion con 8-O-

glucosa.

Para ello, se trataron ambos racémicos (rac-10 y rac-19) con el bromuro de
la a-D-glucopiranosa tetrabenzoilada y triflato de plata, en condiciones
anhidrasy en ausencia de luz, para obtener los compuestos 20y 21 (Esquema
17), a partir del rac-10, y el 22 y 23 (Esquema 18), a partir del racémico 19.
Es conveniente sefialar que, la glicosilacion de los diastereoisémeros cuyo
precursor era el rac-19 se dio con mayor rendimiento que en el caso de los

derivados que provenian del rac-10.

OBz
BE?E&&VQ NHPiv
OBz (s)—'*CONHMe
20
AgTfO, CH,Cl,
< on T BEOONT S0°Cata Ar,
MeHNOC NHPiv BzO 20% ¥
Br
rac-10 OBz
BzO O o NHPiv
OBZ(RCONHMe
21

Esquema 17.



OBz

BZOON o NHPiv
OBZ(CONHMe
OBz 22
AQTfO, CH,Cl,
~on TBEOINTZQ 30°Cata, Ar .
MeHNOC™ NHPiv Bz 36%
Br
rac-19 OBz
BzO~ O o NHPiv
osz(,%fSCONHMe
23
Esquema 18.

Tanto la mezcla de diaestereoisdmeros 20 y 21, como la mezcla 22 y 23, se
separaron mediante columna cromatografica. Una vez separados los
glicosilderivados, cada uno se traté con MeONa/MeOH para desproteger los
grupos hidroxilo de la glucosa y asi obtener los cuatro derivados objeto de

estudio en este trabajo (Esquema 19).



OBz OH
Bngo‘éng NHPiv Hggéowo/ NHPiv
OBZ(S)'@SCONHMe oH (S®ICONHMe
MeONa/MeOH
90%
20 1
OBz OH
Bﬁ&&&o NHPiv Hﬁ&&o NHPiv
OBZ(CONHMe MeONa/MeOH oH (RCONHMe
92%
21 2
OBz OH
Sl 0w X o e
OBZ(CONHMe MeONa/MeOH OH (sCONH'V'e
89%
22 3
OBz OH
OBZ(R%j—iSCONHMe MeONa/MeOH oM (R®|CONHM6
91%
23 4
Esquema 19.

El siguiente paso consistid en la identificacion de la configuracion de los

centros quirales de los compuestos sintetizados. Con este propdsito se

obtuvieron monocristales por evaporacién lenta de éter/hexano del

derivado 22. La difraccién de rayos X de dichos cristales nos permitié conocer

de forma inequivoca la configuracion absoluta de los centros estereogénicos

del anillo de c¢Ser para los compuestos derivados del racémico 19, los cuales

resultaron ser (R) y (S), para el carbono a y el carbono B, respectivamente, tal

como se muestra en la figura 5.
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Figura 5. Estructura obtenida por difraccién de rayos X del derivado 22.

Para los compuestos 20 y 21 procedentes del racémico 10, no se pudieron
obtener buenos monocristales para la difraccién de rayos X, por lo que para
asignar la correspondiente configuracién absoluta de los carbonos a y B del
aminodcido a cada compuesto obtenido (R,R) o (S,S), fue necesario realizar
de nuevo la sintesis de uno de ellos, pero partiendo del aminodcido csSer en

su forma enantioméricamente pura:

Asi, el aminodcido (1R,2R)-8 se transformo en el glicosilaminodcido derivado
de él: (1R,2R)-csSer, cuyo valor de rotacion optico fue comparado con los
valores de la sintesis por via racémica, permitiendo averiguar de modo
inequivoca que dicho derivado correspondia con el compuesto 2 (Esquema

20).



Esquema 20.

Para la sintesis del enantidmero (1R,2R)-8, se partié del rac-7, primero se
elimind el éster metilico por reaccién con hidroxido de litio, después se puso
a reaccionar en diclorometano en presencia de dimetilaminopiridina y
diciclohexilcarbodiimida, para obtener la oxazolona racémica rac-24

(Esquema 21).

LIOH-H,0, MeOH/H,0 (3:2)

reflux, 7 h
i) DCC, DMAP, CH,Cl,
. OMe h,3h _
MeO,C NHBz 85%
rac-7
rac-24
Esquema 21.

El siguiente paso fue Ila derivatizacion del racémico en dos

diastereoisémeros, por reaccidn del rac-24 con la ciclohexilamida de la L-



fenilalanina, y después de separarlos por columna cromatogrifica, se

obtuvieron los diastereoisémeros (1R,2R,S)-25 y (15,25,5)-25 (Esquema 22).

(S)
“OMe
O=" NHBz
NH
e((s)
Ph NHCy
@)
NH, NMP (1S5,28,5)-25
ne-{(S) 90 °C, 48 h
: 36%
prf NHCY 919 i
0]
rac-24
(1R,2R,S)-25
35%
Esquema 22.

La desproteccién de todos los grupos funcionales del esqueleto peptidico dio

lugar al enantidmero (1R,2R)-8 (Esquema 23).



- 1) HCI (12M)
%Me 100°C, 7 d

O=¢ ‘NHBz _TfOH, MeOH 2) EtOH, 6xido de propileno
80 °C, 48 h Q r _refluio, 2 R a ®

NH
s 81% 7 YOMe 82% -, OH
Ph NHCy MeO,C NHBz HO,C' NH,
o (1R2R)-7
(1R2R,S)-25 (1R2R)-8
Esquema 23.

De forma andloga a la descrita anteriormente, se formd la oxazolona
partiendo del aminoacido totalmente desprotegido y ésta se transformé al

derivado diamida (1R,2R)-10 (Esquema24).

PivCI,DIEA, (R) MeNH,-HCI,
(R) CH,Cl, oH DIEA, CH,CN ®)
L~ ou 0°C-25°CAr reflujo, Ar . OH
HO,C "NHZ 42% 4>57% MeHNOC™ NHPiv
. (1R,2R)-10
(1R,2R)-9
Esquema 24.

El siguiente paso que se llevé a cabo, una vez obtenido el ciclohexano
convenientemente funcionalizado, fue la glicosilacion siguiendo las

condiciones de una de las modificaciones de la reaccion de Koenigs-Knorr

(Esquema 25).



OBz OBz
AgTfO, CH,CI
(e} ) 2Vl )
,\a(’?}f %50 30°C - 25°C, Ar ngoégvo NHPiv
MeHNOC! NHPiv BzO| /T OBZ(RUCONHMe
© 20% @
Br

1R,2R-10 20
Esquema 25.

Por ultimo, la desproteccion de los grupos hidroxilo del carbohidrato dio

lugar al compuesto 2 (Esquema 26).

OBz OH

Lo ey FENSITY
OBz(CONHMe MeONa/MeOH oH (RCONHMe
92%

20 2

Esquema 26.

De esta manera, se pudieron asignar inequivocamente las configuraciones

absolutas de los carbonos a y B de los derivados ceSer glicosilados 1y 2.

4.3.2. Estudio conformacional

En la figura 7 se muestran los angulos de torsion mads relevantes, y las
etiquetas de los atomos para poder identificarlos durante el analisis
conformacional de cada uno de los compuestos objeto de estudio, en
concreto en la figura se muestra la imagen del derivado 22, del cual se
pudieron obtener monocristales y su estructura pudo ser resuelta por

difraccidn de rayos X.



OBz G= #p = CO-C1-NH-CO
B20 6)55 O0s NH H yp = NH-CO-C4-NH
BzO = s = O55-C15-015-C2
BzO | Ws = C15-015-C2-C4
x1 = NH-C1-C2-O1s
H1s

Figura 7. Angulos de torsion estudiados y etiquetas de los dtomos.

El primer paso en el analisis conformacional de los derivados glicosilados fue
la asignacidn de las sefiales de los espectros de 'H y *3C de RMN, en todos los
compuestos. A modo de ejemplo, en la tabla 1y en la figura 8 se muestra la

asignacion de todas las sefiales para el compuesto 1.



4. Ciclohexano como herramienta para ampliar el
espacio conformacional de glicopéptidos

Tabla 1. Asignacion de los protones y constantes de acoplamiento de "Ji;; experimentales

para 1°
ST
1.20 (CHs)s Piv s (9H)
1.33-1.54 Hair (c6) m (2H)
1.55-1.73 Hair (c6) m (2H)
1.77-1.88 Haiit (c6) m (1H)
1.89-2.03 Hai (c6) m (2H)
2.04-2.14 Haif (c6) m (1H)
2.74 CHs NHMe s (3H)
3.30 Has ‘t’ (1H) *Jras Has3s = 8.6
3.36 Has ‘1’ (1H) 3 Juasnas nss = 9.2
3.41-3.50 Hss + Has m (2H)
3.70 Hes dd (1H) 3Jnespes = 12.4
3Jnes Hss = 5.9
3.91 Hes dd (1H) *Jnes Hes = 12.4
3Jes pss = 2.2
4.06-4.13 He m (1H)
4.44 Ha d (1H) *Jhoup=7.9

9Datos extraidos del experimento de RMN de H (400 MHz) llevado a cabo
en D0 (298 K, pH = 5.2) bs = singlete, d = doblete, dd = doblete de dobletes,
t’ = pseudotriplete, m = multiplete.
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Figura 8. Espectro de RMN de *H del compuesto 1.

Como puede verse en el espectro de la figura 8, no fue posible asignar los
protones alifaticos del esqueleto peptidico, pero pudimos obtener la
informacidn de la disposicidn de los sustituyentes gracias a los experimentos
de NOESY 1D selectivos en D,0 y experimentos NOESY 2D en H,0/D,0 (9:1)

que se realizaron (Figura 9).
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Figura 9. 2D-NOESY (H,0/D,0, 9:1), 400MHz; Los experimentos se llevaron a cabo a 25 °C y
pH 5.8.

La presencia de los picos de cruce que aparecen en el NOE entre los protones
NH de la cadena peptidica indica que las conformaciones tipo hélice son
mayoritarias en los cuatro derivados.'3 Ademas, el NOE intenso que se
observa entre el protén anomérico Hls y el protdn H2 implica que existe una
conformacion tipica syn (dngulo C1s-O1s-C2-H2 muy préximo a 0°) para el

enlace glicosidico, para los compuestos 1-4 (ver experimental).[>14



El siguiente paso fue construir un modelo tedrico que fuera capaz de
reproducir nuestros datos experimentales de RMN. Con este propdsito,
usamos nuestro protocolo previamente desarrollado (ver anexos Il y 1),
81516l que combina resonancia magnética nuclear (RMN) con dindamicas
moleculares (MD), emplea los datos experimentales obtenidos de la RMN
para llevar a cabo calculos de dindmica molecular con restricciones
promediadas en el tiempo (MD-tar).t7-®! Las distancias protén-protdn
fueron determinadas experimentalmente a través de las curvas de
crecimiento NOE (Figura 10)2% y las distancias que involucran a los protones
del NH fueron calculadas semicuantitativamente integrando el volumen de
los correspondientes picos de cruce (Figura 9). Estos datos fueron usados

posteriormente como restricciones en las simulaciones MD-tar.



4. Ciclohexano como herramienta para ampliar el
espacio conformacional de glicopéptidos
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Figura 10. Curvas de crecimiento NOE para los cuatro glicosilderivados.



La distribucién para el esqueleto peptidico (¢p/¢p), que se obtuvo de la

simulacidon (MD-tar) se puede ver en la tabla 2.

Tabla 2. Poblaciones mayoritarias de los conférmeros obtenidas de las simulaciones de MD
con restricciones promediadas en el tiempo, para los esqueletos peptidicos de los compuestos

1-4.

Compuesto ap [%] o [%] PPl [%]

1 54 3 42
2 6 91 3
3 5 89 4
4 48 47 3

De acuerdo con los datos de RMN descritos arriba, los cuatro
glicosilaminoacidos acabados en amida mostraron una alta poblacién de
conférmeros con valores para los angulos diedros (¢,/(,) caracteristicos de
conformaciones tipo hélice. Sin embargo, pueden establecerse algunas
diferencias importantes entre ellos. Por ejemplo, mientras que para 4 la
simulacidon de MD sugiere la existencia de poblaciones similares para las dos
posibles conformaciones tipo hélice, el conférmero a, (hélice levdgira) fue el
mas poblado para los compuestos 2 y 3. La conformacién mayoritaria
adoptada por el compuesto 3 en disoluciéon acuosa es la misma que se
observé en estado solido en su precursor (derivado 22, figura 7). En este caso
es importante destacar que la estructura cristalina de 22 mostraba un giro y
inverso en el estado sdlido, estabilizado por un enlace de hidrégeno entre los
grupos PivC=0---NHMe. En contra de esto, el derivado 3 mostrd tanto la

conformacion tipo PPIl (poliprolina 1l) como la hélice para el esqueleto



peptidico. Por otra parte, mientras que los derivados con configuracion R en
el Ca (compuestos 2 y 3) tienden a adoptar conformacion a, los derivados 1
y 4 exhiben el conférmero o, (hélice derecha). Es importante mencionar que
estos conféormeros mayoritarios encontrados para el esqueleto peptidico de
los glicosilaminodcidos en forma de diamida caen en el minimo local
previamente calculado para otros aminoacidos o,a-disustituidos.

Por otra parte, en lo que respecta al enlace glicosidico, ¢s esta
principalmente determinado por el efecto exoanomérico, !l éste fija el valor
del angulo diedro alrededor de -60° en todos los derivados. Ademas, ni la
estereoquimica del Ca ni la presencia de un sustituyente en el Ca afecta
significativamente a la conformacién del enlace glicosidico (Figura 11). Por el
contrario, si la sustitucion se produce en el C2 (o CB) el angulo de torsion s
se ve afectado notablemente, llegando a tomar un valor cercano a 120°
(compuestos 2y 4) 0-120° (compuestos 1y 3). Esta conformacidon, nombrada
como A y A’ en la figura 11, muestra los enlaces H2-C2 y O1s-Cls en
conformacion eclipsada para evitar interacciones desestabilizantes entre el
anillo de ciclohexano del aminoacido y el oxigeno endociclico del residuo
carbohidrato. Ademas, en el caso en que el C2 tiene configuracion (S)
(compuestos 1y 3), el enlace glicosidico es mas flexible, y encontramos una
pequefia poblacion de un conférmero adicional (llamado B en la figura 11)
con s cercano a -180° y ¢s alrededor -120°. Esta conformacién se ha

observado en otras diamidas de glicosilaminoécidos no naturales.!!
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Figura 11. Distribuciones del enlace glicosidico (@s/(s) de los cuatro compuestos, obtenidas

de las simulaciones MD-tar: a) 1; b) 2; c) 3; d) 4. Para el compuesto 3, la conformacion del

enlace glicosidico en el estado sélido de su predecesor (compuesto 22) se ha marcado con un

cuadrado rojo.

Ademds, el andlisis de los NOE reveld un interesante equilibrio entre dos

posibles conformaciones tipo silla para el anillo de ciclohexano del

aminodcido (Figura 12). En todos los casos, la silla a se refiere al conférmero

con el grupo NHPiv en posicién axial.

Desde un punto de vista experimental, el equilibrio entre las dos posibles

sillas puede ser determinado examinando las distancias entre los protones

H2a y H6a deducidas de las curvas de crecimiento.
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Figura 12. Equilibrio observado en disolucién acuosa entre las dos posibles sillas (llamadas
silla a y b) de los anillos de seis miembros de la parte aminoacidica para los compuestos

estudiados.

Es interesante destacar, que la conformacién tipo silla mas abundante es
aquella que deja el grupo mas voluminoso (NHPiv) en posicidn axial (silla a),
en particular para los derivados 1y 3. Este resultado es, en cierta medida, lo
esperado. En efecto, la preferencia por parte de los grupos amino y amida a
adoptar la posicidn axial en ciclohexano-a-aminoacidos ya se conocia
previamente en el estado sélido.[?223 De hecho, existen algunas estructuras
cristalinas que corroboran estas evidencias.?*®! Por otra parte, los
resultados de las simulaciones de MD se ajustan bien a los datos
experimentales (Tabla 3). En el compuesto 3, en el que el residuo
carbohidrato y el grupo NHPiv estan en una posicion relativa cis, el azlucar
ocupa la posicidn ecuatorial, que es lo esperado para evitar las interacciones
1,3-diaxiales. La silla a fue encontrada también en la estructura cristalina del
compuesto perbenzoilado 22, que es el precursor de 3. Por el contrario, para

el compuesto 4, las dos sillas coexisten en disolucién en una abundancia



similar. Hay que resaltar, que en los compuestos 1 y 2 la mayor parte de la
poblacién adopta la conformacién de silla a, que deja los grupos voluminosos

en axial (NHPiv y glucosa).

Tabla 3. Distancias experimentales (A° ) entre H2 y H6 y % experimental y calculado mediante

MD para la silla a.

Compuesto d(H2a-H6a) % sillaa(expt) % sillaa (MD-tar)

1 3.1 62 62
2 33 73 94
3 2.7 80 75
4 2.9 54 41

Respecto a esta evidencia, hay algunas excepciones a la regla establecida que
dicen, que en un anillo de ciclohexano, los grupos mas voluminosos prefieren
situarse en posiciones ecuatoriales. Una de las excepciones se conoce como
estabilidad inversa axial/ecuatorial.[?6271 Por ejemplo, una molécula con gran
impedimento estérico como todo-trans-hexaalquilciclohexano prefiere la
conformacién que deja dispuestos los sustituyentes en posicion axial en lugar

de en ecuatorial (Figura 13).

R R
R R
I\ ~———— rRRZZZRR
R
R R R

R = alquil

Figura 13. Representacion del equilibrio entre las dos posibles sillas.



Los autores sugieren que la estabilidad inversa no es debida a la
estabilizacion del conférmero axial, sino que se debe a la desestabilizacién
del conférmero ecuatorial a causa de contribuciones estéricas y de torsién.

En lo que a la cadena lateral se refiere, su comportamiento conformacional
estd determinado por el dngulo de torsidn x!, que puede adoptar tres
rotdmeros de minima energia, llamados g(-) (x*=-60°), g(+) (x*=+60°) y anti
(¥'~180°). La figura 14 muestra la poblacion de x' obtenida de las
simulaciones de las MD-tar para todos los aminodcidos glicosilados 1-4. Para
estos sistemas, uno deberia esperar un dngulo de torsién x* rigido debido a
la restriccion propia del anillo. Los diferentes valores de x! observados para
cada molécula se deben al equilibrio, descrito anteriormente, entre las dos

posibles sillas.
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H H H
NH- \ MH- NH- NH- NH-

100

-0C
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1 2 3

4
Figura 14. Distribuciones para la cadena lateral de los cuatro glicosilaminodcidos en forma

de diamida, obtenidos de las MD con restricciones promediadas en el tiempo.

Asi, para los compuestos 2 y 4, que presentan poblaciones significativas para
las dos sillas en disolucién, la cadena lateral es bastante flexible, con dos

posibles valores, conformaciones tipo g(+) y g(-) para el derivado 4 y



conformaciones g(-) y anti para el compuesto 2. Por el contrario, el derivado
3y especialmente el compuesto 1, exhibieron preferentemente valores de x*
correspondientes a g(-) y anti, respectivamente. Ademas, como puede verse
en la figura 14, los compuestos 1 y 2 mostraron una clara preferencia por la
conformacion anti para la cadena lateral. Una importante consecuencia de
este hecho es que mientras los derivados 3 y 4 presentan el carbohidrato con
una orientacidon perpendicular al esqueleto peptidico, los derivados 1y 2
disponen la glucosa casi paralela a la secuencia peptidica. En la figura 15 se
muestra la superposicion de las estructuras encontradas para cada uno de
los derivados, donde podemos observar la disposicion del carbohidrato y
compararlo ademas con las correspondientes estructuras de Thr y Ser

previamente estudiadas en nuestro grupo.



4. Ciclohexano como herramienta para ampliar el
espacio conformacional de glicopéptidos

B-Gle-Ser

Figura 15. Superposicién de las estructuras encontradas mediante simulacién de MD de 80 ns
para cada uno de los glicosilaminodcidos en forma de diamida, asi como de los

correspondientes derivados de Sery Thr.

En trabajos anteriores, demostramos que mientras que en los derivados de
B-Glc-Ser, el carbohidrato y la parte peptidica exhibian una disposicion
perpendicular, esta orientacion cambia, cuando se trata del compuesto B-
Glc-Thr, hacia una conformacién en la que el carbohidrato respecto al
esqueleto peptidico se dispuso en paralelo. Sobre esta base, podemos

afirmar que los derivados ciclohexano 3 y 4 imitan el comportamiento



conformacional de los glicopéptidos de Ser, mientras que los compuestos 1
y 2 se comportan igual que los glicopéptidos que incorporan Thr.

Para investigar si estas conformaciones se encuentran estabilizadas por
interacciones entre el péptido y el carbohidrato, se llevd a cabo un analisis
para comprobar la existencia de algin enlace de hidrégeno, sin embargo, en
todos los casos, los enlaces de hidrégeno que se encontraron entre las dos
partes de la molécula fueron muy débiles (menos de un 10% de la poblacion
muestra la conformacidn en la que existe el enlace de hidrégeno). Por lo
tanto, teniendo en cuenta la influencia que las moléculas de agua pueden
exhibir en la conformacion de los glicosilaminoacidos en forma de diamida,
se llevd a cabo un experimento para observar la hidratacion anisotrdpica de
los solutos. Con este objetivo, se calcularon los pares de distribuciones
radiales 1D y 2D normalizados,?¢%°! para ello se realizaron simulaciones de
MD de 20 ns, sin restricciones y en disolvente explicito para todos los posibles
sitios de densidad de agua compartida. Hay que destacar, que solo en el caso
del compuesto 4 se encontrd un puente de agua entre los dtomos 06s vy el
oxigeno del carbonilo del aminodcido (Figura 16). Este bolsillo de agua esta
presente el 50% del tiempo total de la trayectoria, coincidiendo con la
conformaciéon g(+) para la cadena lateral, exhibe una alta densidad
(alrededor de 7.6 veces la densidad aparente) y difiere de la encontrada

previamente para su analogo natural (B-Glc-Ser diamida).2®
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Figura 16. Funcion de distribucién en dos dimensiones para el 06 y el O del carbonilo,

encontrados para el compuesto 4 en la simulacion de MD en agua explicita.

La figura 17 muestra las conformaciones mayoritarias encontradas para los
glicosilaminoacidos en forma de diamida en disolucion acuosa estudiados en
este trabajo. Como se ve, cuando se emplea el aminoacido que incorpora el
anillo de ciclohexano, aparecen varias presentaciones del resto carbohidrato
con respecto al propio aminoacido. Asi, por ejemplo, el compuesto 2 muestra
una de las mayores conformaciones que tiene el derivado natural B-Glc-Thr
(ver compuesto 2 en figura 17) y estabiliza una inusual conformacion que se
observa en la naturaleza. Estas geometrias podrian ser usadas para mejorar
el reconocimiento entre el carbohidrato y su diana bioldgica. Por
consiguiente, las diversas disposiciones 3D del azucar podrian tener
implicaciones importantes en el disefio de farmacos. Los conférmeros
derivados de estos sistemas podrian también ser atiles para definir los

elementos fundamentales en los procesos de reconocimiento molecular.



4. Ciclohexano como herramienta para ampliar el
espacio conformacional de glicopéptidos
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Figura 17. Valores obtenidos para @s/Ys/x* de las simulaciones de MD con restricciones
promediadas en el tiempo para los conférmeros mayoritarios de los compuestos 1 - 4, junto
a ellos se pueden observar los conformeros previamente deducidos para los derivados

naturales de Sery Thr (el anillo de ciclohexano se ha eliminado para mayor claridad).



4.3.3. Extrapolacion de los resultados obtenidos a péptidos de mayor tamano

Para demostrar el enfoque que se presenta en este trabajo, se incorporaron
algunos de los aminodcidos no naturales desarrollados en este trabajo, en
pequefios péptidos: (1R,2R)-csSer-L-Pro (26) y (1S,25)-ceSer-L-Pro (27). Para
ello, se partid del racémico rac-9, que se hizo reaccionar con el clorhidrato
de la L-prolinametilamida, en presencia de DIEA, para obtener los
compuestos (26) y (27) que pudieron separarse facilmente mediante

columna cromatografica (Esquema 27).

36%
o Q"OH MeHNOC, s, hd CH4CN

§\‘\ /N R NH-HCI +\/NY 80 °C 26
S ’
R)
7 YOH
rac-9 o NHPiv
s) N

MeHNOC

Esquema 27.

Igual que en el caso de los aminoacidos, en estos dipéptidos, los grupos
terminales amino y 4acido carboxilico aparecen en forma de amidas para
simular péptidos mas largos. Estos dipéptidos fueron tratados con tri-O-
bencil-2-nitro-D-galactal y terc-butéxido de potasio para obtener los

correspondientes a-andmeros 28 y 29. Se decidié cambiar el carbohidrato



para demostrar que este tipo de aminodcidos no naturales pueden usarse

para formar tanto enlaces a- como B-glicosidicos en las reacciones de

glicosilacion (Esquema 28).
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Esquema 28.

Afortunadamente, fue posible obtener la estructura cristalina del compuesto
28, que correspondié a PivHN-(1R,2R)-csSer*-L-Pro-CONHMe, donde (*) se

refiere a la parte del glicano indicado en la figura 18.
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Figura 18. A la izquierda vemos la estructura cristalina y a la derecha el conférmero que

presenta la mayoria de la poblacion en disoluciéon, ambas estructuras para el compuesto 28.

Como puede verse, en dicha figura, el esqueleto peptidico adopta un giro
tipo II" y el enlace glicosidico mostraba la conformacidn tipica eclipsada, con
s alrededor de 140°. Como también ocurre para su andlogo, compuesto 2,
el anillo de ciclohexano del derivado 28 principalmente adopta la
conformacion de silla a, con los grupos voluminosos situados en posicién
axial. Adicionalmente, el comportamiento conformacional de 28 en
disolucién de CHCI; fue analizado combinando la técnica de RMN (picos de
cruce NOE) y MD con restricciones promediadas en el tiempo (anexos Il y Il1).
Mientras que la conformacion de silla a estd totalmente poblada en
disolucién y el enlace glicosidico muestra principalmente el conférmero
eclipsado, la estructura del giro B del esqueleto peptidico coexistié con la
conformacion tipica de hélice forzada por el residuo csSer, en una relacién

3:1, respectivamente.



4.4. Conclusién

Se ha llevado a cabo la sintesis y el andlisis conformacional de
glicosilaminodcidos en forma de diamida, cuyos residuos peptidico vy
carbohidrato estdn unidos a través de un enlace B-O-glicosidico. Como
carbohidrato representativo de dicho enlace se ha utilizado la B-glucosa y los
aminodacidos no naturales a los que esta unido, son los 4 estereoisémeros del
B-hidroxiciclohexano-a-aminoacido.

El estudio, que combina experimentos de RMN, espectroscopia de rayos X y
calculos de dinamica molecular, revela que el anillo de ciclohexano puede
efectivamente modular la presentacion del carbohidrato con respecto al
aminodcido al que estad unido. Estas caracteristicas, junto con el hecho de
gue el aminodcido exhibe diferentes conformaciones tipo silla para el anillo
de seis miembros, permite a la molécula adoptar conformaciones que nunca
antes se habian observado en derivados naturales.

Ademas, se han sintetizado dos dipéptidos que incorporan el nuevo derivado
de ciclohexano-a-aminoacido y también se han glicosilado para obtener los
correspondientes o-O-glicopéptidos.

La utilizacion de estos derivados no naturales podria tener implicaciones
importantes en el desarrollo de nuevos farmacos, asi como, en el
entendimiento de los complejos procesos moleculares entre glicopéptidos y

sus dianas bioldgicas.
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5. Secuencia de consenso para la glicosilacién
con B-O-glucosa

5.1. Introduccién

Como ya hemos comentado, la O-glicosilacién de proteinas o péptidos
modifica tanto la conformaciéon de sus cadenas peptidicas como las
propiedades bioldgicas de estas biomoléculas.® En este sentido, y como
comentamos en antecedentes, uno de los tipos de O-glicosilacidon presentes
en la naturaleza es el que comprende un enlace B-O-glicosidico entre un
residuo de glucosa (Glc) y una serina (Ser). Este tipo de estructura se
encuentra por ejemplo en el receptor de Notch,”® en el factor de
crecimiento epidérmico (EGF, por sus siglas en inglés), que forma parte de
diferentes proteinas,[’®*3! y estd involucrado en numerosos procesos
celulares como la divisidn celular y la comunicacion intercelular.

La secuencia de consenso mas comun en la naturaleza donde aparecen
péptidos y proteinas glicosilados con 3-O-Glc esta definida por el siguiente
hexapéptido Cys-Xxx-Ser-Yyy-Pro-Cys donde Xxx e Yyy son cualquier
aminoacido excepto prolina. De las distintas posibilidades, la secuencia mas
comun es Cys-Ala-Ser-Ser-Pro-Cys. Sin embargo, el papel de la glucosa en
estos sistemas y la razén que hace que este fragmento sea una secuencia de

consenso para la O-glicosilacion, no ha sido explicado hasta la fecha.

5.2. Objetivos

Teniendo en cuenta estas consideraciones, y con el fin de intentar esclarecer
qué hace peculiar a la secuencia Cys-Ala-Ser-Ser-Pro-Cys para que sea la
secuencia de consenso para la glicosilacién con B-O-glucosa, en este capitulo
se ha sintetizado y analizado el comportamiento de los péptidos y del
glicopéptido que pueden verse en la figura 1. Este estudio combina,

nuevamente, experimentos de RMN con cdlculos de MD.
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Figura 1. Péptidos y glicopéptido estudiados en este trabajo.

5.3. Discusion de resultados

5.3.1. Sintesis

En primer lugar, se llevd a cabo la sintesis del péptido 30, en la cual los grupos

SH de las cisteinas estan protegidos

con el grupo acetamidometil (Acm)

evitando asi la formaciéon de puentes disulfuro entre las dos cisteinas

presentes en el péptido. Sin embargo, el empleo de Acm como grupo

protector tiene también algunos inconvenientes, ya que el carbonilo, que

afiade a la cadena lateral de la cisteina,

puede interaccionar con otras partes
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de la molécula. Por ello, también se llevd a cabo la sintesis del péptido 31y
se estudiaron ambos (30 y 31), para ver si la incorporacién del grupo Acm
tenia consecuencias en el comportamiento del péptido en disolucién acuosa.
La sintesis de los péptidos 30 y 31 fue llevada a cabo usando el protocolo de
sintesis de péptidos en fase sdélida con la resina comercial Rink Amide MBHA
(descrito detalladamente en el anexo 1). El grupo amino de los aminoacidos
se protegié con el Fmoc y el grupo funcional de la cadena lateral con

diferentes grupos protectores labiles al medio acido (Esquema 1).
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‘oo

O HN
- “Fmoc Sintesis Peptidica:
6x 1. Desproteger el grupo amino usando 20% piperidina en DMF.
2. Acoplar los aminoacidos usando HBTU y DIEA.
_Fmoc
HN

Rs—""
HN \i R= Acm
R= Trt
NH SR
N k{o O'Bu
v el o

1. Desproteger el grupo amino usando 20% piperidina en DMF.
2. Acetilar: Ac,O/Py (2:1)
3. Liberar el péptido de la resina y desproteccion de las cadenas
laterales: TFA/TIS/H,O/EDT, 2 h

o) 60-70%

Esquema 1.

Para la sintesis del glicopéptido 32, primero se sintetizd el building block de

Fmoc-Ser(B-Glc(OBz4))-OH (33) (Figura 2).
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OBz
BzO O
BzO
BzO o
OH
FmocHN
(@]
33

Figura 2. Building block utilizado en la sintesis del glicopéptido 32.

En primer lugar, se protegié convenientemente la serina. Asi, se partid del
clorhidrato de L-serina y se protegié el grupo amino con Fmoc.
Posteriormente, el grupo acido se transformd en el correspondiente éster

bencilico, como puede verse en el esquema 2.

HO

HO. FmocOSu, NchO; OH HO.
CH3CN/H,0 (2:1) HN BnBr, CSCO; \/@

OH 25°C,48h DMF o
CIH-H5N e O o’go 2 4“?2% H/'L
90%
’ o oA
34

Esquema 2.

El siguiente paso fue la reaccion de glicosilacion utilizando la metodologia de
Koenings-Knorr, haciendo reaccionar el compuesto 34 con el bromuro de

glucosa (Esquema 3).
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OBz
HO %520 <
OBz AgTfO, CH,Cl, T B00
oBn + BzO O 30°C1h,25°C,12h
FmocHN Bz0 50% OBn
o BzO Br o FmocHN
o
34 8

Esquema 3.
Por ultimo, antes de acoplar el aminoacido a la cadena peptidica, se llevé a

cabo la desprotecciéon del éster bencilico mediante hidrogendlisis,

obteniéndose el building block 33 (Esquema 4).

OBz OBz
BzO O H,/Pd-C BzO @)
BzO MeOH/DCM (7:3) BzO

BzO o 30 min R BzO o
90% OH
FmocHN OBn ° FmocHN
o) o
35 33
Esquema 4.

El derivado 33 se incorpord a la cadena peptidica mediante sintesis en fase
solida pero esta vez manual (fuera del sintetizador) con el fin de aumentar el

rendimiento de la reaccién de acoplamiento (Esquema 5).
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O HN

- “Fmoc Sintesis Peptidica:
BD 1. Desproteger del grupo amino usando 20% piperidina en
DMF.
2. Acoplar los aminoécidos y el glicosilaminodcido (éste se
.Fmoc lleva a cabo manualmente fuera del sintetizador) usando
0 HBTU y DIEA.
Ts—"

HN
STrt

o L{O O'Bu
L HN j,-NH
acoplamiento
manual
BzO

BzO OBz NHFmoc 1. Desproteger el grupo amino usando 20% piperidina en DMF.
BzO A L 2. Acetilar: Ac;O/Py (2:1)
O o 3. Eliminar los grupos benzoatos (NH,NH,/MeOH, 9:1)
OBz HO

4. Liberar el péptido de la resina y desproteger las cadenas
laterales: TFA/TIS/H,O/EDT, 2 h

o]
. 60-70%

NHz
f o
Ho%
HO

32

Esquema 5.

Todos los acoplamientos fueron realizados usando HBTU para activar el
grupo acido y DIEA como base, empleando DMF como disolvente. Una vez
completada la secuencia, el siguiente paso fue la acetilacién del grupo amino

de la cisteina terminal. En particular, en el caso del compuesto 32, antes de
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liberar el glicopéptido de la resina, se llevd a cabo un paso previo de
desproteccidn de los grupos hidroxilo del carbohidrato, usando una mezcla
de hidrazina/metanol (7:3). Por dltimo, tanto los péptidos como el
glicopéptido se liberaron de la resina, empleando una mezcla de acido
trifluoroacético, TIS, EDT y agua, que también conllevé la desproteccion de
los grupos protectores de las cadenas laterales. La purificacion mediante
cromatografia liquida preparativa de alto rendimiento (HPLC, por sus siglas
en inglés) y su posterior liofilizacion dio lugar a los compuestos deseados 30,

31y 32 con un rendimiento final del 60 - 70%.

5.3.2. Estudio conformacional

El siguiente paso fue el andlisis conformacional en disolucidn acuosa de los
péptidos y del glicopéptido mostrados anteriormente en la figura 1. Este
analisis se llevd a cabo usando el mismo protocolo que en el caso del capitulo
anterior. Es decir, se utilizaron datos de distancias obtenidos de
experimentos de RMN para guiar a los calculos de Dindmica Molecular.[*>¢
Para ello, lo primero fue la asignacion de todos los protones de todos los
compuestos que fue realizada usando experimentos 2D como COSY, HSQC y

NOESY (Tablas 1 - 3).
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Tabla 1. Asignacion de protones y constantes de acoplamiento para el compuesto 30°.

3 (ppm) Protones Multiplicidad® "Jun (Hz)

2 CHz Acm
1.77-1.89 CHs3 AcO m(12H)
Hg, 2H, Pro

265-2.74 2Hy Cys2 m(2H) —
28-297 | Mot | —

Ha Ser3
4.23-4.31 m(2H)

Ha Pro
8.13-8.17 NH Ser4¢ d(1H) ®JnH, Ho = 6.75
8.27-8.30 NH Cys1¢ d(1H) 3JnH, Ho = 7.03

8.42-8.47 2NH Acm*® m(2H) —_—

aDatos extraidos del experimento de RMN de *H (400 MHz) llevado a cabo
en D0 (298 K, pH = 5.2) bs = singlete, d = doblete,, m = multiplete. ‘Datos
extraidos del experimento de RMN de H 400 (MHz) llevado a cabo en
H,0/D,0 (9:1) (298 K, pH = 5.2)
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Tabla 2. Asignacidn de protones y constantes de acoplamiento para el compuesto 31°.

3 (ppm) Protones Multiplicidad® "Jun (Hz)

2HyPro
1.74-2.02 m(3H)
Hg Pro

L —

NH Cys1¢
8.23-8.33 m(2H)
NH Cys6°
9Datos extraidos del experimento de RMN de H (400 MHz) llevado a cabo
en DO (298 K, pH = 5.2) bs = singlete, d = doblete, t = triplete, m =

multiplete. ‘Datos extraidos del experimento de RMN de 'H 400 (MHz)
llevado a cabo en H,0/D,0 (9:1) (298 K, pH = 5.2).
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Tabla 3. Asignacidn de protones y constantes de acoplamiento para el compuesto 32°.

3 (ppm) Protones Multiplicidad® "Juu (Hz)

CH3 AcO 2Hy
1.78 -2.02 m(6H)
Pro Hg Pro

4.02-4.16 dd(1H) %Jup, Ha = 5.35, 10.65

431-4.45 Ha Pro 2Ha Cys m(3H) —

8.23-8.26 NH Cys6° d(1H) 3JnH, o = 7.11
8.31-8.36 NH Ser3¢ d(1H) ®JnH, o = 7.02

9Datos extraidos del experimento de RMN de *H (400 MHz) llevado a cabo
en D,0 (298 K, pH = 5.2) bs = singlete, d = doblete, dd = doble de dobletes,

= triplete, m = multiplete. “‘Datos extraidos del experimento de RMN de
1H 400 (MHz) llevado a cabo en H,0/D,0 (9:1) (298 K, pH = 5.2).
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Las distancias con informacién estructural extraidas de los picos de cruce de
los experimentos 2D NOESY (Figura 3), fueron usadas como restricciones
para las simulaciones de Dindmica Molecular con restricciones promediadas
en el tiempo,*”*® para obtener una distribucién de conférmeros que puedan

reproducir cuantitativamente los datos de RMN.

NHCys1

NIYS5 NHCys6 NHCys6
NHAI2 | NHser3 NHCys1 NHSer3 NHSe__ra‘ | N:'cm
LA b NHSerd o Ao
a) ZNkamb,"‘,ﬂ___ ”:U :Ur et b) bHAk2 M \lJl.'\"L_,ll.\ c) Im.m.lazj\'l‘. ;l,lIUI|_|"I__I-".F'-"'L"':‘Hsem
— ] - = - w— n J -_ = — r ___- _— =
i . — - L
q -2 l . 2 ] 2
J
] o= R 3 i = =l
=" =k ., il - | e -
= P - E - m -
= ey — . Snoe il i 5
8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 78 86 84 82 80 85 B84 83 82 81

Figura 3. Espectro de 2D-NOESY (H,0/D;0, 9:1, (293 K, pH = 6.5) para los compuestos 30 (a),
31 (b), 32 (c).

Como puede verse en las siguientes tablas (Tablas 4-6) existe una buena
concordancia entre los datos tedricos y experimentales, lo que valida los
modelos tedricos obtenidos.

Tabla 4. Comparacién entre las distancias (A) experimentales y las obtenidas de la MD para

el compuesto 30.

Distancias Experimental Tedricas
NH Ser3 — Ha Ala2 2.9 3.1
NH Cys6 — Ha Cys6 3.0 29
NH Ala2 — Ha Cys1 2.4 2.3

NH Ser4 — Ha Ser4 3.0 2.9
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Tabla 5. Comparacién entre las distancias (A) experimentales y las obtenidas de la MD para

el compuesto 31.

Distancia Experimental Tedrica

NH Cys6 — HB-proR Pro5 3.3 3.1

NH Ala2 — Ha Ala2 2.9 2.9

NH Ser4 — Ha Ser4 3.2 3.0

Tabla 6. Comparacion entre las distancias (A) experimentales y las obtenidas de la MD para
el compuesto 32.

Distancia Experimental Tedrica

NH Ala2 - Ha Cys1 2.2 2.2

NH Ser3 — Ha Ser3 3.0 2.9

NH Ser4 — Ha Ser4 2.8 2.9

Como se puede extraer de la figura 4, el péptido 30 es bastante flexible en
disolucién, con dos principales conformaciones pobladas alrededor del 24%
y 19% del tiempo total de simulacién. Estas dos conformaciones muestran
un tipico giro B tipo | (las caracteristicas conformacionales de este tipo de

giros quedan recogidas en los antecedentes), que comprende el grupo
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carbonilo de la Cysly el grupo NH de la Ser4. Este giro puede verse también
para la misma secuencia glicosilada con B-glucosa en la Ser3, en la estructura
cristalina del complejo del factor de coagulacidn Vlla con el factor de tejido
soluble (cédigo pdb: 1DAN). En el compuesto 30, sin embargo, el grupo
Acm interacciona también con el esqueleto peptidico. De hecho, existe un
enlace de hidrégeno formado entre el grupo carbonilo del grupo Acm de la
Cysl y el grupo hidroxilo de la Ser4 en una de las conformaciones mas
pobladas (Figura 4, parte derecha). Por todo esto, se decidié analizar el

péptido 31, con los grupos SH de las cisteinas libres.

Giro B tipo | Giro [ tipo |
24% 19%

Figura 4. a) Superposicion de diferentes imdgenes obtenidas de la MD para el péptido 30. b)

Principales conformaciones en disolucion acuosa.
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Al contrario que el compuesto 30, el péptido 31 fue bastante mds rigido en

disolucién acuosa (Figura 5).

Ser-3

rmsd(cadena peptidica) = 1.48 + 0.65 A

Figura 5. Superposicion de distintas imdgenes obtenidas de la MD para el péptido 31.

De hecho, éste mostrd una conformacién principal para la cadena peptidica
caracterizada por un giro B tipo | que incluye un enlace de hidrégeno entre

el carbonilo del grupo acetilo terminal y el grupo NH de la Ser3 (Figura 6).

Figura 6. Conformacidn principal del compuesto 31.

Las distribuciones de los dngulos ¢ y ¢ obtenidas de las simulaciones de

Dindmica Molecular de 20 ns para los aminodacidos del péptido 31 se
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muestran en la figura 7, corroborando la conformacién plegada. De hecho,
los residuos Cysl, Ala2, Ser3 y Cys6 muestran valores de los dngulos diedros
@ y ¢ correspondientes a conformaciones plegadas (G y hélice a).?”
Solamente Ser4 y Pro5 exhiben valores de ¢ y ¢/ correspondientes a lamina

By a poliprolina Il (PPIl), respectivamente.

1 Ala-2 Ry Ser-3

-1204 120
G e VD e e e RO .

480 -120 60 0 60 120 180 180 -120 60 0 60 120 180 480 120 60 0 60 120 180

P @
180 T T T T 180 T T

120 PPIIQ 1204 - 4

= ’ Pro-5 e Cys-6

60 % 60 ¥

~.© ~lamina B

Y o o
60 60
1204 1 120
-180 e -180 e —

B0 120 60 0 60 120 180 B0 -120 60 0 60 120 180 60 120 180

@ @

Figura 7. Distribuciones @ y Y para los residuos del péptido 31.

Esta disposicidn 3D estd presente alrededor del 75% de la simulacién de MD
y favorece la exposicion del grupo hidroxilo de la cadena lateral de la Ser3
hacia el disolvente. De acuerdo con esto, el grupo hidroxilo de la Ser3 apenas
participa en enlaces de hidrogeno con el esqueleto peptidico, solo en algunos
casos que no superan el 5% del tiempo de simulaciéon. Aunque solo es una
especulacién, es posible que este conférmero de la secuencia de consenso,
disponga el grupo hidroxilo de la Ser3 hacia el disolvente para facilitar la B-
O-glucosilacién.

El siguiente paso fue realizar el analisis conformacional del glicopéptido 32,

siguiendo la metodologia descrita anteriormente. Al igual que en el caso del
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péptido 31, los datos tedricos que fueron obtenidos concuerdan con los
datos experimentales (Tabla 6). Las distribuciones de ¢ y ¢ para los
aminoacidos del glicopéptido 32 obtenidas de las MD-tar (20 ns) se muestran
en la figura 8. Como se puede extraer de la comparacién entre las figuras 7 y
8, la glicosilacion cambia la conformacion plegada del esqueleto peptidico a
otras mas extendidas. De hecho, todos los residuos, excepto el C-terminal de
la cisteina (Cys6), mostraron una clara conformacion extendida, ya sea bien
PPII o tipo lamina B. Para la Pro5, fueron observadas tanto conformaciones

extendidas como plegadas con igualdad de poblacion.

1207 08

&0 80 80
120 =120 120
804 e, T R OELA - — 10 SR :
-180 -120 80 o 60 120 180 -180 -120 -60 0 60 120 180 -180 -120 -B0 o B0 120 180
W
S TSR 180 i 180
i PPII 1y 3
- E o PPII 126
Ser-4 JE Pro-5 Cys-6
B 60 60 3
o] e 0 . hélice a
W hélice a
-60 N &0
1204 120
R .180 . Agoddeiiin
0 B0 120 180 -180 -120 -60 o 60 120 180 -180 -120 60 o &0 120 180

Figura 8. Distribuciones ¢ y  para los residuos del péptido 32.

Con respecto al enlace glicosidico del glicopéptido 32, se encontrd que éste
era bastante rigido con valores alrededor de -60° para ¢, de acuerdo con el
efecto exoanomérico,?! y cercano a 180° para . En efecto, este es el valor
esperado para el angulo de torsién ¢, como nuestro grupo publicéd

previamente cuando el carbohidrato estd unido a un residuo de serina.!??
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Ademas, la cadena lateral (! = 01-CB-Ca-N), solamente mostré valores
alrededor de 60°, lo que indica que la conformacion gauche (+) del angulo

diedro x! es la mas poblada (Figura 9).

OH o LHL
o ®
HO H
OH Y
180 %
(]
1204 100
6o .. 1 75
Voo
50
-60 4
25
-120
Sk 1] 1% 3%
-180 I Loy . . 0
-180 120 -60 0 60 120 180 anti al-) a(+)

¢

Figura 9. Distribuciones ¢ y  para el enlace glicosidico, junto con la principal conformacién

de la cadena lateral (dngulo de torsién x) para el glicopéptido 32.

Es interesante resaltar que, mientras la cadena lateral y el enlace glicosidico
del glicopéptido 32 muestran conformaciones muy rigidas (ver la
superposicion de la figura 9), el esqueleto peptidico, en cambio, presenta
algo de flexibilidad y exhibe diferentes conformaciones extendidas. En todos
los casos, como puede ser observado en la figura 10, la parte carbohidrato

estd siempre situada en la misma cara del péptido.
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Figura 10. Superposicién de diferentes conformaciones de las MD para el compuesto 32.

Con el fin de esclarecer los factores que gobiernan el cambio observado
experimentalmente hacia conformaciones mas extendidas, fue llevado a
cabo un estudio tedrico sobre el glicopéptido 32. El primer paso fue
investigar la red de puentes de hidrégeno que pudiera haber entre el
carbohidrato y el péptido. Se encontré un importante enlace de hidrégeno
entre el grupo carbonilo de la Ser4 y el grupo hidroxilo OH6 de la glucosa. De
acuerdo con nuestros calculos, este enlace de hidrégeno se mantiene

durante un 40% del tiempo de simulacién (Figura 11).
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Figura 11. Conformacién principal (40%) para el glicopéptido 32.
Para estudiar también la influencia del agua en la conformacién del péptido,
se estudié la distribucion de su primera esfera de solvatacién. Los resultados
indicaron que existe una molécula de agua puente entre el &tomo de oxigeno
del grupo hidroxilo OH2 del azlcar y el &tomo de nitrégeno de la Ser3 (Figuras
12). Este bolsillo de agua es similar al que fue encontrado en el caso de la
molécula Ac-L-Ser(a-D-Glc)-NHMe."??! Sin embargo es interesante resaltar,
que al contrario a lo que fue observado en aquella ocasion para el
glicosilaminoacido, la molécula de agua puente que aqui aparece, lo hace
para estabilizar conformaciones extendidas del glicopéptido 32 en

disolucion.
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Figura 12. Diagrama que representa la estabilidad de la molécula de agua puente y

representacion de la molécula de agua puente calculada mediante simulacion de MD.

5.4. Conclusién

En resumen, se ha realizado la sintesis y el analisis conformacional de la
secuencia peptidica Cys-Ala-Ser-Ala-Pro-Cys. Teniendo en cuenta la falta de
estudios conformacionales sobre este fragmento, hemos sintetizado no sélo
el péptido si no también el derivado glicosilado Cys-Ala-Ser(B-O-Glc)-Ser-Pro-
Cys. Este glicopéptido en particular, ha sido encontrado en la estructura
cristalina del complejo formado por el factor de coagulacion sanguineo Vlla
con el factor de tejido soluble.

Ademas, el comportamiento conformacional de estas moléculas fue
analizado en disolucién acuosa combinando experimentos NOE vy
simulaciones de Dindmica Molecular. Estos estudios indican que el péptido
adopta una conformacién plegada similar a la que se encuentra en la
estructura cristalina.

El conférmero mayoritario de la secuencia consenso sin glicosilar, expone el
grupo hidroxilo de la Ser3 hacia el disolvente. Esta caracteristica podria

facilitar la B-O-glucosilacién de ese residuo.
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Ademas, la glucosilacién con B-O-glucosa de este fragmento peptidico en la
posiciéon de la Ser3, fuerza al esqueleto peptidico, caracterizado por un B-turn
tipo |, a adoptar conformaciones extendidas en disoluciéon acuosa. Estas
conformaciones estdn estabilizadas tanto por un enlace de hidrégeno
intramolecular, como por una molécula de agua puente entre el péptido y el

carbohidrato.
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6. Reconocimiento antigeno Tn por lectinas:
Ser vs Thr

6.1. Introduccién

Una gran cantidad de proteinas sufren modificaciones post-traduccionales
por glicosilacidn de sus aminodcidos serina (Ser) y/o treonina (Thr). Como se
ha comentado anteriormente, dicha glicosilacion influye de forma notoria en
distintas propiedades de las proteinas, como la solubilidad, la estabilidad a la
degradacion, tanto quimica como enzimadtica, y también tiene influencia
sobre su conformacién y su plegamiento. Estas modificaciones pueden
también afectar a las funciones bioldgicas de las proteinas, como son el
reconocimiento molecular, la comunicacion entre células o la adhesion de
bacterias y/o virus a las proteinas de la superficie celular.[*-!

Desde un punto de vista estructural, tanto la disposicion espacial que
adquiere el carbohidrato con respecto al aminoacido al que esta unido (Ser
o Thr), como las propiedades estructurales de dicho aminodacido, son
cruciales en la interaccion con dianas bioldgicas. En este sentido, nuestro
grupo de investigacion ha publicado varios trabajos donde se demuestra que
la presentacion (disposicion) del carbohidrato en glicopéptidos es diferente
en funcién de si esta unido al péptido a través de una serina o de una
treonina.l”! Y esto tiene implicaciones en el reconocimiento molecular de
dicho carbohidrato por parte de diferentes lectinas.®!

Como se ha comentado en la introduccion, el antigeno Tn es una estructura
asociada a tumores en humanos.* Esta molécula estd involucrada en la
infeccion del VIH™! y se expresa también en células tumorales. Se ha
observado que hay una correlacién directa entre la agresividad del
carcinoma y la densidad del antigeno Tn, por todo esto, el Tn es un
biomarcador muy adecuado.*®! En general, cuando se habla de antigeno Tn,

se refiere al carbohidrato N-acetilgalactosamina (GalNAc) unido a través de



6. Reconocimiento del antigeno Tn por Lectinas:
Ser vs Thr

un enlace a-0O-glicosidico con el aminoacido serina (Ser) o treonina (Thr), sin
hacer distincion entre estos dos aminoacidos. Sin embargo, nuestro grupo de
investigacion publicé las diferencias en el comportamiento conformacional
que existen entre el enlace glicosidico a-O-GalNAc-Ser y a-O-GalNAc-
Thr.*718] En concreto, el grupo metilo en B que posee el residuo de Thr
fuerza al carbohidrato a adoptar una orientacién casi perpendicular al
esqueleto peptidico. Por el contrario, el aminoacido serina no posee ese
grupo metilo y el azlicar se dispone de manera paralela a la cadena peptidica.
Estas diferencias en la estructura 3D de estos glicosilaminodcidos hacen que
Ser y Thr tengan una primera esfera de hidratacion completamente
diferente.[’'”] Esta observacién puede tener gran importancia bioldgica. De
hecho, en el contexto de las glicoproteinas anticongelantes, la presencia del
residuo de Thr (en lugar de serina) es crucial para que se mantenga esa
actividad. 1921

Respecto al reconocimiento molecular del antigeno Tn por diferentes dianas
bioldgicas, también se han descrito las diferencias que aparecen segun a que
aminodcido se encuentra unido el carbohidrato, serina o treonina. Por
ejemplo, un analisis reciente de anticuerpos monoclonales anti-Tn que se
unen a glicopéptidos, informé de sutiles diferencias en la afinidad de estos
anticuerpos por glicopéptidos que incorporan serina o treonina. Los autores,
ademas, establecieron que la parte peptidica del Tn juega un papel clave en
la deteccidn de canceres de pecho y colon debido a su especificidad, lo cual
puede ser de gran valor clinico.?? Otro ejemplo estd relacionado con la
enfermedad de Kanzaki, el desarrollo de dicha enfermedad, se atribuye a la
deficiencia de a-N-acetilgalactosaminidasa (a-NAGA). Esta enzima hidroliza

el enlace glicosidico unido al residuo a-O-GalNAc.?® La velocidad de hidrdlisis
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es bastante diferente segun se trate del aminoacido al que esta unido el
carbohidrato serina o treonina.’?” En otro ejemplo mas reciente, relacionado
con la proteina microtubular tau que tiene que ver con la enfermedad de
Alzheimer, se ha observado que los cambios estructurales causados por la
fosforilacién de treoninas son mucho mdas habituales que los que aparecen
en el caso de la serina.l?”

Por otro lado, se ha demostrado que las lectinas son herramientas muy
versatiles en la deteccién del antigeno Tn,?®! porque, en general, éstas
reconocen a aquellos glicopéptidos que llevan incorporado el antigeno Tn en
su estructura. En este contexto, el resto carbohidrato es clave en el proceso
de reconocimiento.?”?!] Sin embargo, es importante resaltar que el
fragmento peptidico al que esta unido el carbohidrato puede tener también
influencia en la estabilizacién del complejo, ya sea con interacciones con el
receptor, de manera directa o a través de moléculas de agua puente, o
forzando al carbohidrato a adoptar conformaciones especificas. De hecho,
en trabajos anteriores se describid que la incorporacion de un aminoacido no
natural forzaba al péptido a adoptar conformaciones tipo hélice a,
obteniéndose un glicopéptido con un patréon de interacciones péptido-
lectina diferente (cuando lo comparas con el derivado natural), y esto se

refleja en la afinidad. 2

6.2. Objetivos

Por todo ello, nos propusimos esclarecer la influencia que el aminoacido que
acompafia al carbohidrato (serina o treonina) pude tener en el
reconocimiento molecular del antigeno Tn, por diferentes lectinas

especificas para reconocer GalNAc. Con este propdsito, se sintetizaron los
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glicopéptidos que aparecen en la figura 1. Estos glicopéptidos incorporan la
secuencia Gly-Gly-Xxx-Gly-Gly, donde Xxx puede ser a-O-GalNAc-Thr o a-O-
GalNAc-Ser. Los péptidos ricos en glicinas estdn siendo estudiados
actualmente de manera intensiva, debido a alguna controversia acerca de su
comportamiento conformacional en disolucién acuosa. Asi que, aunque ha
sido aceptado, de manera general, que estas moléculas presentan una
conformacidon orientada al azar, es decir, carecen de una estructura
determinada, investigaciones recientes establecen que estos fragmentos
peptidicos, aun sin glicosilar se encuentran estructurados, principalmente
muestran conformaciones tipo poliprolina Il (PPI1).B%32 Teniendo en cuenta
esto y considerando que los correspondientes glicopéptidos con GalNAc no
han sido analizados todavia, decidimos estudiar estos derivados tanto en

estado libre como en el estado asociado.

HO _oH HO _oH

A WWL ¢NWNHZ e JW Hype

36 37

Figura 1. Glicopéptidos 36 y 37 objeto de estudio.

Para el analisis en el estado asociado, se seleccionaron las siguientes lectinas
que reconocen el antigeno Tn (soybean aglutinina (SBA),'¥! Vicia villosa

aglutinina (VVA)B4y Helix promatia aglutinina (HPA)).
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6.3. Discusion de resultados

6.3.1. Sintesis

La sintesis de los glicopéptidos se llevd a cabo usando sintesis peptidica en
fase sélida (SPPS), como en el capitulo anterior, e incorporando el
glicosilaminodcido convenientemente protegido fuera del sintetizador
aumentando el tiempo de reaccién para poder reducir el nimero de
equivalentes necesario. Por lo tanto, primero se abordd la sintesis de los
building blocks 38 y 39 (Figura 2), de Thr y Ser, los cuales se incorporaron
posteriormente en la cadena peptidica para obtener los glicopéptidos 36 y

37 respectivamente.

AcO OAc AcO OAc
o (@)
AcO AcO
AcHN AcHN
O . )
FmocHNI_i CO,H FmocHNI_i' CO,H
38 39

Figura 2. Building blocks de serina y treonina glicosiladas con a-O-N-acetilgalactosamina.

A continuacion se describird detalladamente la sintesis del building block 38
de treonina siguiendo el procedimiento descrito en la literatura.®¢-38 E|
primer paso fue la preparacion del carbohidrato a partir del producto
comercialmente disponible 3,4,6-tri-O-acetil-D-galactal. Se tratd una
disolucién de dicho compuesto en acetonitrilo (CH3CN) con nitrato de cerio y

amonio (CAN) y azida de sodio (NaNs) bajo atmdsfera inerte (Esquema 1).

Tras la purificacion por columna cromatografica del crudo de reaccion, se
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obtuvo la correspondiente nitroazida como una mezcla de varios

estereoisOmeros.

Esquema 1.

Dicha mezcla se hizo reaccionar con bromuro de litio (LiBr) en CHsCN
(Esquema 2). Posteriormente, el crudo de reaccién se purificd mediante

columna cromatografica para obtener el compuesto 40.1

Esquema 2.
Una vez preparado el carbohidrato, el siguiente paso fue formar el enlace a-
O-glicosidico con la treonina convenientemente protegida con Fmoc y éster
terc-butilico. Para la reaccién de glicosilacion se empled la metodologia de
Liebe y Kunz,!*® mediante la cual se trata el aminodacido con Ag,COs y AgClO,4
en una mezcla DCM/tolueno y posteriormente se adiciona el compuesto 40,
para obtener los derivados 41a y 418 (Esquema 3), la mezcla que se obtiene
es 3:1 en favor del andmero a, que se separa del anédmero B mediante

columna cromatografica.

AcO _OAc

AcO _OAc — Ag,CO3, AgCIO, 0O e OACO

o] CH,Cl,/tolueno AcO N
AcO i _— - 3 + AcO N O, .-

N3 FmacHN” ~CO,'Bu 61% O 3 l

Br j\ FmocHN™ ~CO,'Bu
FmocHN™ ~CO,'Bu
40 Ma 41p

Esquema 3.
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Seguidamente se llevé a cabo la transformacién del grupo azida a aminay su
posterior acetilacion (Esquema 4). Esta reaccidon pudo llevarse a cabo
disolviendo el compuesto 41a en una mezcla de THF/AcOH/Ac,0 con Zn y
una disolucion saturada de CuSO,, para obtener 42 con un rendimiento del
89%. El siguiente paso fue la desproteccion del éster terc-butilico utilizando
una mezcla TFA/DCM (1:1). Tras su correspondiente purificacion mediante
columna cromatografica, se obtuvo el building block 38 preparado para su

incorporacién en el péptido.

Acg) OA‘:} AcO _OAc AcO _OAc
AcO =8 o
Na Zn,CuS0y, AcO o AcO
O . THFIAC,O/ACOH (3:2:1) o TFA/CH,CI AcHN
) - o . e O, .=
89% :I\ 94% l
FmochHN™ "CO,tBu FmocHN" ~CO,'Bu FrocHN” ~CO,H
Mo 42 38
Esquema 4.

La sintesis del building block 39 de serina se llevd a cabo de manera analoga

a la anterior y queda recogida en el esquema 5.

AcO _-OAc
AcO _-OAc . Ag,CO5 AgCIO, 0, Ackh 0’::
o CHClyitolueno ~ ACO
N
AcO + a + ADRR -0
Na]  FmocHN" “CO,Bu 68% S % :[\
Br FmocHN® “CO,'Bu
FmocHN™ ~CO,'Bu
40 43a 43p
70% 30%
AcO _-OAc AcO _OAc AcO _-OAc
c Zn,CuSO,, AcO
Ns THF/AC;O/ACOH (3:2:1) AcHN TFAJCH,Cly ACONTIN
o - - o —_— [o}
84% 96% l
1)
FmocHN™ "CO,'Bu FmocHN™ ~CO,'Bu FmocHN™ ~CO,H
43a 44 39

Esquema 5.
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Una vez sintetizados los compuestos 38 y 39, se abordd la sintesis de los
glicopéptidos 36 y 37. Ambos fueron obtenidos mediante sintesis en fase
solida usando la resina Rink amide (MBHA) y empleando Fmoc como grupo
protector de las glicinas (Esquema 6), posteriormente se purificaron por
cromatografia liquida de alta resolucién, HPLC (Esquema 6).

Tanto el derivado 38 como el 39 fueron incorporados a la cadena peptidica
manualmente, con el fin de necesitar un menor nimero de equivalentes para
la sintesis. En todos los acoplamientos se usé O-(1H-benzotriazol-1-il)-
N,N,N’,N’-tetrametiluronio hexafluorofosfato (HBTU) como agente de
acoplamiento y N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) como base. Después de que
el péptido fuera completado se acetilé el extremo amino, para mas tarde
desproteger los grupos hidroxilo del carbohidrato empleando una disolucién
de hidracina/metanol, y posteriormente liberarlo de la resina usando un
coctel de 4cido trifluoroacético (TFA). Seguidamente, se purifico el
glicopéptido usando el equipo preparativo HPLC y después se liofilizé, para

obtener los glicopéptidos deseados con un rendimiento general de 60 - 70 %.
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Thr--38/Ser--39

fo] o]
HaCO o]
HsCO oA 4 3 T
= = H.N-Q)
NH. 2
HycotiN <O Hico NHz2
o]
E:é@ 1) b- Fmoc-Gly-OH Q@
2)a-

a- Desproteger el Fmoc o
b- Acoplar H
c- Acetilar G N/\[/N \/'J\N_o
d- Desproteger los grupos OH 2 | H
del carbohidrato 0
e- liberar el péptido de la resina
y eliminacion de grupos protectores ‘ 1) b- Fmoc—Serfrhr(a-O—GalNAc}OH‘

2)a-
/ 1) b- Fr;;:;-_@ly-OH \ Q‘ i)

Acoplar manualmente el glicosilaminoécido
fuera del sintetizador

AcO __OAc
g NS
AcO
T S, e ACHN
ACHN 5 St o O &
0., R 3)e- H | H O
e S n % HNA‘TN\/J\N N‘“/L”AT’NH
2 | [
ACHN/\l‘rN\)\N M. 5 \H/\TNH;, o H o H o
o oG o)
R=CH,--36
R=H--37

Esquema 6.

6.3.2. Eleccién de las lectinas

Se eligieron SBA, VVA y HPA como dianas bioldgicas. La razén principal fue
porque reconocen especificamente al carbohidrato GalNAc y también
porque estas lectinas son estables y comercialmente disponibles, pero
ademas, dichas lectinas fueron escogidas ya que se han resuelto sus
estructuras cristalinas con diferentes ligandos, en el caso de la HPA y la VVA
en la estructura de rayos X la lectina esta acomplejada con el antigeno Tn (a-
O-GalNAc-Ser), en el caso de la SBA ésta se encuentra unida al disacarido
GalB(1-4)GalNAc. La figura 3 muestra la estructura tridimensional de las
lectinas anteriormente mencionadas (PDB IDs: 2CGZ(HPA),*!! 1N47(VVA),?
1SBF(SBA).!3]
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HPA SBA VVA

Figura 3. Lectinas elegidas para los ensayos de afinidad.

Aunque SBA y VVA son tetrameros y HPA tiene 6 subunidades, hay un sitio
de unién por cada subunidad en los tres casos. Mientras que la SBA reconoce
débilmente el GalNAc,*Y cuando éste no se encuentra formando parte de un
agregado, HPA y VVA tienen una gran afinidad tanto por GalNAc como por el
antigeno Tn.[*! Es importante resaltar, que el sitio de unién para las lectinas
SBA y VVA es muy similar. Ambas lectinas forman una red de enlaces de
hidrégeno con los grupos hidroxilo del azucar, ademds de una interaccion
CH---t entre la cara a del GalNAcy el residuo fenilalanina de la lectina SBA (o
la tirosina en la VVA) (Figura 4). Sin embargo, en el caso de la HPA, aunque
existe un patron similar de enlaces de hidrégeno en la interaccidn entre la
lectina y ligando, el contacto CH:--rt involucra al H1 del GalNAc y al protén o
protones HB del aminoacido al que esta unido, bien sea serina o treonina

respectivamente.
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GalNAc

Figura 4. Interacciones entre los glicopéptidos de serina (izda.) y treonina con el residuo

fenilalanina de la lectina SBA.

6.3.3. Estudios de afinidad

Una vez sintetizados los derivados 36 y 37, el siguiente paso fue llevar a cabo
la medida de su afinidad con las lectinas anteriores. Estos estudios se
realizaron utilizando las lectinas SBA y HPA, no se utilizé en este caso la VVA
ya que como se ha comentado anteriormente el sitio de unién para las
lectinas SBA y VVA es muy similar. Para realizar este analisis, se llevaron a
cabo experimentos de microcalorimetria (ITC por sus siglas en inglés
Isothermal Titration Calorimetry, esta metodologia se describe en el anexo
IV). En las tablas 1 y 2 se muestran los valores de las constantes

termodinamicas obtenidos para los glicopéptidos 36 y 37 con ambas lectinas.
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Tabla 1. Parémetros termodindmicos obtenidos para el reconocimiento molecular entre los

glicopéptidos 36 y 37 y la lectina SBA, medidos a 25 °Cy pH 7.5.

Ligando  Kp®! (uM) AG"! AH TASP! nld
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

36 45.6 -5.92 -3.03 2.89 1.20

37 189.8 -5.08 -10.80 -5.72 1.00

[a] Rango de error 1-7%. [b] Error < 2%. [c] Rango de error 1-4%.

Tabla 2. Pardmetros termodindmicos obtenidos para el reconocimiento molecular entre los

glicopéptidos 36 y 37 y la lectina HPA, medidos a 25 °Cy pH 7.5.

Ligando Kol (uM) AG! AHL TASP! nld
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

36 125.9 -5.32 -5.96 -0.64 1.03

37 33.3 -6.11 -3.92 2.19 1.09

[a] Rango de error 1-7%. [b] Error < 2%. [c] Rango de error 1-4%.

Respecto a la lectina SBA, los experimentos de ITC dieron unos resultados de
la constante de disociacion (Kp), para el glicopéptido que lleva el Tn-Ser (37)
cuatro veces mayor que el derivado del Tn-Thr (36). Este resultado sugiere
que la afinidad que tiene la lectina SBA por el antigeno Tn, depende en gran
medida del aminodcido al que esta unido el GalNAc. También es interesante
resaltar, que el gasto entrdpico fue mayor en el caso del derivado 37 que en
el 36. El asunto es totalmente opuesto cuando la lectina analizada es la HPA.
De hecho, esta lectina muestra una afinidad cuatro veces superior pero en
este caso a favor del derivado de serina. Pero al contrario que en el caso de
la SBA, el gasto entrdpico que muestra el derivado de treonina no es muy
alto. Con el fin de explicar estos resultados experimentales, se realizaron
analisis conformacionales de estos glicopéptidos tanto en estado libre como

en el asociado con las lectinas SBA, VVA y HPA.
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6.3.4. Estudio conformacional

El estudio conformacional de los derivados 36 y 37 se llevé a cabo mediante
RMN y célculos de MD.

El primer paso del analisis conformacional consistio en asignar las sefiales de
los espectros de H (400 MHz) y **C (100 MHz) para ambas moléculas. En la
figura 5y en la tabla 3 se muestra la asignacion de todos los protones para el

compuesto 36.

I8 | B8 -SS83858GRIRNBBRER 88 Al
T T T ho i i i B i R e W
e N et | et — A\ 5
HO _oH
4
HO AcHN
O,
SN S WEY:
N 2 N MNH,
N/W N N/\nr 2 e —_—
H [®)
H o H o H o % §
&
T )
Hyg Hag Hag ] E
H.,, 4CH, Gly
|
CH,; Thr
2Hg,
Hh
T o 5 T T ) z T
g 3 8 2 8 28 5
- = = a i o o
5.0 47 44 4.1 38 35 3.2 2.9 2.6 2.3 20 1.7 14

Figura 5. Espectro de Protén asignado del glicopéptido 36.
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Tabla 3. Asignacién de protones y constantes de acoplamiento para el compuesto 36°.

3 (ppm) Protones Multiplicidad® "Jun (Hz)
1.30 CHs Thr d(3H) 3Jeus, Ha = 6.4
2.05 CH3 GalNAc m(3H) —_—
2.08 CHs NHACc m(3H) _—

3.75-3.79 2Hes Cys m(2H) —

4CH, Gly
3.89-4.13 m(12H) -
Has, Has, Has, Hss

4.38-4.52 Hg Thr m(1H) —_—
4.65 Ho Thr d(1H) T 1 = 22
4.96 His m(2H) 3Jn1s H2s = 3.7
7.94 NH(GalNAc)° d(1H) 3JNH, Ha = 9.6

8.32-8.47 3NH Gly© m(3H) —
8.40 NH Thre d(1H) 3N, Ha = 7.6

8.51—-8.53 NH Gly4¢ m(1H) —

9Datos extraidos del experimento de RMN de H (400 MHz) llevado a cabo en
D,0 (298 K, pH = 5.2) bs = singlete, d = doblete, m = multiplete. ‘Datos extraidos
del experimento de RMN de *H 400 (MHz) llevado a cabo en H,0/D,0 (9:1) (298
K, pH=5.2).

A continuacion, se llevaron a cabo experimentos 2D-NOESY en una mezcla
H,0/D,0 (9:1) y a pH = 5.2. En particular, el analisis del NOESY de los
compuestos 36 y 37 (Figura 6) indica que estos compuestos tienen un patrén
de NOEs para la cadena peptidica similar. De hecho, el pico de cruce intenso
entre Ha(i)-NH(i+1), se observé en ambos casos, para serina y treonina, y es

caracteristico de conformaciones extendidas y PPI1.1*¢! Estas conformaciones
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extendidas se ven corroboradas por los valores altos de las constantes de

acoplamiento 3Jyy ho, alrededor de 7.4 Hz®*? para ambos aminodcidos.

Glicopéptido de Thr (36) Glicopéptido de Ser (37)

“NHThe/Mep NHume [ 1.5 e
- - - -2.0 - 3.0
| +2.5 +2.5
(3.0 3.0
13.5 35
NHGlya/ <> S *» +4.0 =8z - " Z |40
RN Sy H T e Msed s
* +5.0 5.0

86 84 82 80 7.8 86 84 82 80 78

Figura 6. 2D-NOESY (400 MHz) en una mezcla H,0/D,0 (9/1) (20 °C, pH 5.2) de los

compuestos 36 y 37.

Los calculos computacionales fueron el siguiente paso en el analisis
estructural, para ello, se dedujeron tanto las constantes de acoplamiento,
como las distancias protén-protdn, que contenian informacidn estructural,
de los experimentos de RMN 2D NOESY, para luego usarlas como
restricciones en las simulaciones MD-tar.*”) Estos calculos, como en los
capitulos anteriores, se han aplicado con éxito a sistemas flexibles y dieron
una distribucion de conférmeros capaz de reproducir cuantitativamente los

datos espectroscépicos de RMN. 2948521
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Tabla 4. Distancias (A) H-H experimentales y tedricas para 36 y 37.

Compuesto 36 Compuesto 37

Exp. MD-tar(H,0) Exp. MD-tar(H,0)

NHThr3/Ser3-NHaThr3/Ser3 i 2.9 2.7 2.9
NHGly4-HaThr3/Ser3 2.3 2.4 2.2 2.4

2.2 2.5 4.6 3.8/4.1

En la siguiente figura se muestra la superposiciéon de las conformaciones
obtenidas de manera tedrica para los glicopéptidos 36 y 37. Ambos
glicopéptidos muestran principalmente una conformacidn extendida para la
cadena peptidica, como puede deducirse de las distribuciones de ¢/¢
obtenidas de la simulacién de MD-tar (Figura 7). Estos hechos estan de
acuerdo con estudios recientes.%3? Sin embargo, estos glicopéptidos son
bastantes flexibles en disolucién acuosa, en particular, el derivado de serina
(con rmsd = 2.34 A). El enlace glicosidico del glicopéptido 36 es bastante
rigido con ¢ alrededor de 60°, debido al efecto exoanomérico,* y el angulo
de torsién  estd cercano a 120°. Esta es la geometria esperada para este

angulo cuando el carbohidrato se encuentra unido a treonina.*®
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Glicopéptido de Thr (36)

enlace glicosidico

@

Glicopéptido de Ser (37)

enlace glicosidico
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0z
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Figura 7. En verde la superposicion de las estructuras obtenidas mediante MD para los

glicopéptidos 36 y 37, en morado grdficos que muestran la geometria del enlace O-glicosidico,

asi como de la cadena lateral de ambas moléculas.

Por otra parte, el NOE que existe entre el NH del GalNAc y el NH de Ia
treonina corrobora esta disposiciéon 3D del enlace glicosidico” (ver parte
experimental). Al contrario, en el glicopéptido 37, el angulo de torsién ¢ del

enlace glicosidico toma valores alrededor de 180°, caracteristico de
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conformacion alternada, que se encuentra normalmente en compuestos de
serina glicosilada.l*”’ Ademads, mientras que la cadena lateral del glicopéptido
36 (x! = N-Ca-CB-O1) adopta solamente valores cercanos a 60° el
glicopéptido 37 presenta tres conférmeros. Estos resultados estan en
consonancia con el valor de 3J(Ha,HB) observado para el derivado 36 en
comparacién con el 37 (3= 2.2 y 4.6 Hz respectivamente).l”! Estas diferencias
observadas en la estructura del enlace glicosidico tienen como consecuencia
una modificacion en la primera esfera de solvatacion de los glicopéptidos. La
figura 8 muestra la existencia de moléculas de agua puente entre la parte
carbohidrato y peptidica para los dos derivados,® obtenidos de las
simulaciones de dindmica molecular (MD-tar) en agua explicita. Mientras
gue en el compuesto 36 el agua puente se encuentra entre el grupo NH de la
Thry el grupo NH del GalNAc, en el derivado 37, las moléculas de agua puente
se posicionan entre el grupo carbonilo de la Ser y el grupo NH del
carbohidrato. También puede observarse que la densidad de agua en estas
zonas es mayor en el caso del derivado 36, lo que indicaria una mayor
persistencia de las moléculas de agua en el derivado de treonina.

De este estudio puede inferirse que el agua en la primera esfera de
solvatacion contribuye de forma importante a estabilizar una determinada
conformacion del glicopéptido. Las regiones de agua encontradas en este
trabajo son similares a las que se habian descrito anteriormente en nuestro

grupo para otros glicopéptidos.!717:5°!
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Figura 8. Representacién de la densidad de agua encontrada entre el carbohidrato y el

esqueleto peptidico obtenida de las simulaciones de MD para los glicopéptidos 36 y 37.

Con respecto al estado asociado, considerando, razonablemente, que los
ligandos estan fijados en el estado asociado, un factor que contribuye a la
baja afinidad observada para la lectina SBA por el derivado 37 podria ser esta
flexibilidad extra de la cadena lateral del compuesto glicosilado. Por tanto,
este grado de flexibilidad contribuye con un alto gasto entrépico al proceso
de reconocimiento si lo comparamos con su homdlogo 36.

Para validar esta hipdtesis, se llevd a cabo un andlisis conformacional en el
estado asociado de los dos glicopéptidos con la lectina SBA. La superposicién
de las diferentes imagenes extraidas de las simulaciones para los complejos

SBA:36 y SBA:37 se muestran en la figura 9a y 9b, respectivamente.
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a) SBA:36 b) SBA:37
(derivado de Thr) " Y (derivado de Ser)

Figura 9. a) y b) Superposiciones de las imdgenes de los glicopéptidos en el estado asociado
de Thry Ser respectivamente.

Algunas de las propiedades estructurales son compartidas con complejos
descritos previamente. En primer lugar, los enlaces de hidrégeno que existen
entre el GalNAcy la lectina son los mismos que pueden verse en la estructura
obtenida por difraccién de rayos X.[! En segundo lugar, el grupo metilo de
la Thr (en el complejo SBA:36) participa en un contacto hidrofébico con la
Phe128 (Figura 10).

Thr-Cy/Ser-CB-Phe128
Pob.
1.0

0.8

0.6
~— 36

%4 37
0.2

0.0
35 45 55 65 75 85 A

Figura 10. Distribucion de la distancia obtenida por MD entre la lectina SBA y los
glicopéptidos.
El esqueleto peptidico de los glicopéptidos 36 y 37 no muestra enlaces de

hidrégeno importantes con el receptor. De hecho, la suma de todos
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ellos no representa siquiera ni el 10% en ambos complejos. La
caracteristica que mas cabe resaltar es que la cadena lateral del
compuesto 37 adopta principalmente una conformacién tipo anti (x*
alrededor de 180°) en el estado asociado (Figura 11b). Esta
disposicién 3D de x! difiere de la geometria tipica observada en el
estado libre para este compuesto, normalmente alrededor de 60°
(Figura 7). Este comportamiento de la cadena lateral podria tener un
impacto negativo en el proceso de reconocimiento, esto explicaria la
baja afinidad que muestra la lectina SBA por el glicopéptido que
incluye la Ser. Por el contrario, en el caso del glicopéptido con Thr, la
cadena lateral muestra el mismo valor para el dngulo diedro x! tanto

en el estado libre (Figura 7) como asociado (Figura 11a).

3 Enlace glicosidico
T
G @ SBA:36 (derivado de Thr)
W; . 1 Pab.
¥ o i ‘;:J Cadena lateral
04 -I 06
i | oel
-180 ¥ L) | i < m———
-180 120 60 o 60 120 180 -180 120 -80 0 &0 120 180
@ x
b)  Enlace glicosidico
; k. SBA:37 (derivado de Ser)
9 | Pob.
gie ] 5 Cadena lateral
604 1 o8
.tzo: X :;
,mol- e e J‘&_ £ o:o T va— A =
-180 120 60 O 80 120 180 =180 -0 50 o (] 120 180
[ X

Figura 11. a) y b) Geometria de la cadena y el enlace glicosidico para los glicopéptidos de Ser

y Thr, en el estado asociado respectivamente.
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Del estudio realizado sobre ambos glicopéptidos con la lectina VVA, se
extrajeron conclusiones comparables. En este caso, el residuo a través del
cual interacciona la lectina cambia de la Phe128 en la SBA a la Tyr127 en la
VVA. Igualmente, la lectina VVA exhibié mayor afinidad por el glicopéptido
que lleva la treonina en su estructura en lugar de la serina. En la figura 12
pueden verse las distancias, existentes en el complejo, entre las partes del

ligando y el receptor responsables del reconocimiento.

;‘:;’- GalNAc-Tyr127 i%b- GalNAc-Tyr127
08 08
06 06
04 0.4
0,2 0,2
0,0 0,0
30 40 50 60 70 i,o 20 4,0 6.0 80 100
;%b_ Thr-Cy-Tyr127 E%b, Ser-Cp-~Tyr127 A
08 08
0,6 0,6
04 04
02 0.2
0,0 o0
4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 4,0 6,0 80 10,0 12,0
A A

Figura 12. Distribucidn de distancias en el estado asociado entre ligando y receptor.
La figura 13 muestra una superposicion de imagenes obtenidas por MD para
ambos complejos VVA:36 y VVA:37. Donde inicialmente se puede apreciar un
aumento de flexibilidad en la cadena peptidica del glicopéptido que
incorpora Thr. Por el contrario, el glicopéptido con serina exhibe una mayor

rigidez de la cadena peptidica.
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a) VVA:36

Figura 13. Superposicién de las imdgenes obtenidas de la MD de los complejos VVA:36 y
VVA:37.

El siguiente paso fue el analisis de los complejos con la lectina HPA. En este
caso, para el complejo HPA:36, la cadena lateral toma una conformacién
inusual en el estado asociado, concretamente, x! toma valores cercanos a
180° (Figura 14a). Ademas, aunque el angulo de torsidén ¢, del enlace
glicosidico muestra valores que estan de acuerdo con el efecto
exoanomérico, Y, exhibe una flexibilidad inesperada, tomando valores entre
60° y 180°. Cuando se comparo con la geometria del glicopéptido de serina
(37) (Figura 14b), se observé que en este caso la cadena lateral de la serina

mostraba mayor rigidez.
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HPA:36 (derivado de Thr)

Cadena lateral

HPA:37 (derivado de Ser)

Cadena lateral
Pob.
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02

0.0+
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Figura 14. a) y b) Geometria del enlace glicosidico y de la cadena peptidica de los glicopéptidos

36 y 37 respectivamente en el estado asociado con la lectina HPA. Superposicion de imdgenes

obtenidas mediante MD para dicho complejo.

Por ultimo, se observé que el reconocimiento molecular, en el caso de la

lectina HPA, ocurre a través de la His84. En la figura 15, se muestran las

distancias mas representativas entre receptor y ligando en el estado

asociado.
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Figura 15. Distancias entre ligando y receptor para los complejos HPA:36 y HPA:37.

6.4. Conclusion

Se han sintetizado dos glicopéptidos ricos en glicinas y que incorporan en su
estructura el antigeno Tn, a-O-GalNAc-Ser y a-O-GalNAc-Thr.

Se ha llevado a cabo el andlisis estructural en el estado libre, en disolucién
acuosa, de los dos glicopéptidos Gly-Gly-Thr(a-O-GalNAc)-Gly-Gly (36) y Gly-
Gly-Ser(a-O-GalNAc)-Gly-Gly (37), combinando los datos obtenidos
experimentalmente de la espectroscopia de resonancia magnética nuclear
con las simulaciones de dindmica molecular.

Se ha analizado el reconocimiento molecular de estos glicopéptidos que
llevan el antigeno Tn (Sery Thr) en su estructura por tres lectinas con afinidad
por este carbohidrato. De este trabajo se han extraido importantes
resultados acerca del epitopo de reconocimiento, mostrando que el
aminodcido, serina o treonina, al que se encuentra unido el azicar juega un
papel clave en el reconocimiento. De hecho, mientras que las lectinas SBA 'y

VVA prefieren el antigeno Tn con treonina, la lectina HPA muestra una
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afinidad mas alta por el derivado de serina. Una explicacidn razonable de este
resultado se extrae, de las microcalorimetrias (ITC), de los experimentos de
RMN y de las simulaciones de dinamica molecular. Tanto la distinta
geometria de los dos antigenos Tn, que dependen fundamentalmente del
aminodcido al que esta unido el GalNAc, como los distintos patrones de
interaccion con las lectinas utilizadas en el estudio son responsables de las
diferencias observadas en el reconocimiento molecular del Tn-Ser y Tn-Thr

por estas proteinas.
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7. Conclusiones

En este capitulo se resumen las conclusiones que se han obtenido durante el

desarrollo de esta Tesis Doctoral.

- El trabajo desarrollado en el capitulo 4 dio como fruto una
publicacion cientifica (Chem. Eur. J., 2012, 18, 5096-5104) y la
conclusion derivada de dicho capitulo se expone a continuacion
brevemente, incluyendo un esquema grafico para mayor claridad,
gue se corresponde con el Graphical Abstract de dicha publicacion.
Se han sintetizado y analizado, desde un punto de vista
conformacional, cuatro derivados B-O-glicosilados de aminoacidos
no naturales (1, 2, 3 y 4) que incorporan en su estructura un
ciclohexano (ceSer). Gracias a esta estructura ciclica, en funcién de
las configuraciones absolutas de sus carbonos o y B, se puede
modular la disposicién del carbohidrato con respecto al backbone,
permitiendo obtener conformaciones no observadas en los
glicosilaminodcidos naturales e incluso conformaciones de alta
energia. Ademas, se demostré que estas conformaciones se

mantienen cuando se aumenta el tamafo de la cadena peptidica.
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Del mismo modo que en el capitulo anterior, el trabajo desarrollado
en el capitulo 5 pudo ser publicado en una revista cientifica (Curr.
Topics Med. Chem., 2014, en prensa) y la conclusién mas relevante
de dicho capitulo se comenta en las siguientes lineas incluyendo
también el correspondiente Graphical Abstract. Se han sintetizado
dos péptidos (30 y 31) y un glicopéptido (32) relacionados con la
secuencia de consenso (Cysl-Ala2-Ser3-Ser4-Pro5-Cys6) para la
glicosilacion con B-O-glucosa y se han analizado sus estructuras en
disolucién. En este estudio se propone una posible explicacion para
justificar esta secuencia de consenso. De esta forma, la clara
disposicion del grupo hidroxilo de la Ser3 hacia el disolvente

facilitaria la reaccién de glicosilacidn por parte de la correspondiente

enzima.
HoN
HS 0
Cys
HO 0
AcHN\)L J\r \)L )\r
Pro
HS Cys Ala S r
HO Q;_...DH
“IA Gl
Ho OH N
/

También, el trabajo del capitulo 6 junto con otro trabajo que se
desarrollé paralelamente en el laboratorio, pudo ser publicado en
una revista cientifica (Chem. Eur. J., 2014, 20, 12616-12627). A
continuacién se resume dicho capitulo y se adjunta un esquema

grafico. Se ha realizado la sintesis y el analisis conformacional en el
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estado libre de dos glicopéptidos ricos en glicinas (36 y 37). En
concreto, derivados del tipo Gly-Gly-Xxx-Gly-Gly, donde Xxx es
Ser/Thr glicosilada con a-O-GalNac, es decir el antigeno Tn. Ademas,
se ha evaluado su afinidad con tres lectinas (SBA, VVA Y HPA)
mediante ensayos ITC. Posteriormente, se ha realizado un estudio
conformacional en el estado asociado que muestra evidencias de
gue el reconocimiento molecular de carbohidratos por lectinas, se ve
fuertemente modulado por el aminodcido al que esta unido el
carbohidrato, el GalNAc (serina o treonina). Por lo tanto, mientras
gue SBA y VVA muestran mayor preferencia por glicopéptidos en los
que el antigeno Tn estd formado por Thr, la lectina HPA tiene mayor

afinidad por los antigenos Tn formados por serina.

lectinas
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8.1. Instrumentation and general procedures

General Procedures: Solvents were purified according to standard
procedures. Analytical TLC was performed using Polychrom SI F254 plates.
Column chromatography was performed using Silica gel 60 (230—-400 mesh).
'H and 3C NMR spectra were recorded with Bruker ARX 300 and Bruker
AVANCE 400 spectrometers. 'H and 3C NMR spectra were recorded in CDCl3
with TMS as the internal standard or in D,O (chemical shifts referenced to
the internal solvent signals and are reported in ppm on the 6 scale, coupling
constants in Hz). Assignment of all separate signals for the final compounds
in the *H NMR spectra was made on the basis of coupling constants, ge-COSY
and ge-HSQC experiments on a Bruker AVANCE 400 spectrometer. The NMR
data were processed with MestreNova software (Mestrelab Research,
Spain). Melting points were determined on a Blichi SMP-20 melting point
apparatus and are uncorrected. Microanalyses were carried out on a CE
Instruments EA-1110 analyser and are in good agreement with the calculated
values. Optical rotations were measured with a Perkin-Elmer 341
polarimeter. Electrospray mass spectra were recorded on a micrOTOF-Q-
BRUKER connected to a 996 photodiode array detector with H,O or MeOH as

carrier solvents.
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8.2. General procedures to obtain peptides and glycopeptides by SPPS

All peptides and glycopeptides were synthesized by stepwise solid-phase
peptide synthesis using the Fmoc strategy on Rink Amide MBHA resin (0.1
mmol).

The Fmoc amino acids were coupled in the automated mode in an Applied
Biosystems 433A peptide synthesizer using 10 equiv. and HBTU as a coupling
agent.

In the case of the glycopeptides, the building block coupling was carried out
manually, by treating the resin with two equivalents of the glycosylated
amino acids, which were previously activated with 75.8 mg of HBTU and 0.5
mL of a 2.0 M solution of DIEA in 2 mL of DMF. The time required to complete
the coupling was monitored by Kaiser Test. Once the coupling of building
block is completed, the synthesis continued on the synthesizer to the desired
peptide sequence.

The acetylation of the terminal amide was carried out with Ac,O/pyridine
(1:2). In the case of the glycopeptides, the O-acetyl groups of the sugar
moiety were deprotected in a mixture of NH,NH,/MeOH (7:3). The peptides
were then released from the resin, and all acid sensitive side-chain protecting
groups simultaneously removed using 2 mL of a mixture of TFA/TIS/H,0
(95:2.5:2.5). In case of peptides and glycopeptides which comprise cysteines,
the cocktail cleavage used was the next mixture TFA/TIS/H,O/DTT
(94:1:2.5:2.5), followed by precipitation with diethyl ether. Finally, all the
compounds were purified by HPLC on a Waters Delta Prep chromatograph

[Phenomenex Luna C18 (2) column (10 w, 21.20 mm x 250 mm)].
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8.3. Experimental section of chapter 4

Synthesis of compound 1

OH

HO o) i

OH (5/—={ 'CONHMe

1

A solution of 20 (6 mg, 0.007 mmol) in MeOH (4 mL) was treated with
MeONa/MeOH (0.5 M) to pH 9. The reaction mixture was then stirred for 3
h and neutralized with Dowex 50W-X8. The resin was filtered off and the
aqueous solution washed with CH,Cl, (2 x 3 mL) and Et;0 (2 x 3 mL). The H,0
was evaporated to give 1 as a colourless oil (2.5 mg, 83% yield); [a]*5 = +9.0
(c=0.80, MeOH).

HRMS (ESI) (m/z) calcd. for C19H3sN,0g* [M+H]*419.2388, found 419.2380.
14 NMR (D,0) & (ppm): 1.20 (s, 9H, (CHs)s), 1.33-1.54 (m, 2H), 1.55-1.73 (m,
2H), 1.77-1.88 (m, 1H), 1.89-2.03 (m, 2H), 2.04-2.14 (m, 1H), 2.74 (s, 3H,
CHsNH), 3.30 (‘t’, 1H, J = 8.6 Hz, Has), 3.36 (‘t’, 1H, J = 9.2 Hz, Has), 3.41-3.50
(m, 2H, Hss, Hss), 3.70 (dd, 1H, J; = 12.4 Hz, J, = 5.9 Hz, Hes), 3.91 (dd, 1H, J; =
12.4 Hz, J, = 2.2 Hz, Hes), 4.06-4.13 (m, 1H, Hg), 4.44 (d, 1H, J = 7.9 Hz, Has).
13C NMR (D,0) & (ppm): 19.8, 20.3, 26.1 (NHCHs), 26.3 ((CHs)3), 26.6, 28.0,
38.6 (C(CHs)s), 60.6 (Css), 61.5 (Cq), 69.7 (Cas), 73.2 (Cas), 75.6, 76.0 (Css, Css),
79.8 (Cg), 103.9 (Cys), 174.9, 181.6 (COC(CH3)s, CONHCH3).
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Synthesis of compound 2

OH
HOON o, NHPiv
oH (RCONHMe
2

A solution of 21 (5 mg, 0.006 mmol) in MeOH (4 mL) was treated with
MeONa/MeOH (0.5 M) to pH 9. The reaction mixture was then stirred for 3
h and neutralized with Dowex 50W-X8. The resin was filtered off and the
aqueous solution washed with CH,Cl; (2 x 3 mL) and Et,0 (2 x 3 mL). The H,0
was evaporated to give 2 as a colourless oil (2.0 mg, 80% yield); [a]**> =-10.7
(c =0.75, MeOH).

HRMS (ESI) (m/z) calcd. for C1oH3sN,0s" [M+H]*419.2388, found 419.2388.
'H NMR (D;0) & (ppm): 1.19 (s, 9H, (CHs)3), 1.38-1.53 (m, 2H), 1.60-1.83 (m,
5H), 2.28-2.40 (m, 1H), 2.73 (s, 3H, CHsNH), 3.32 (‘t’, 1H, J = 8.6 Hz, Hy), 3.38
(", 1H, J = 9.4 Hz, Has), 3.42-3.52 (m, 2H, Hss, Has), 3.74 (dd, 1H, J1 = 12.0 Hz,
J, = 6.4 Hz, Hes), 3.95 (d, 1H, J = 12.0 Hz, Hes), 4.08-4.15 (m, 1H, Hg), 4.48 (d,
1H, J = 8.0 Hz, Hys).

13C NMR (D;0) & (ppm): 20.6, 20.9, 25.6 (NHCHs), 26.0 ((CHs)s), 26.3, 28.4,
38.5 (C(CHs)3), 61.0 (Ces), 61.5 (Ca), 69.8 (Cas), 72.7 (Cas), 75.6 (Cas), 76.1 (Css),
76.7 (Cg), 99.6 (Cis), 174.6, 181.6 (COC(CH3)3, CONHCH3).
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Synthesis of compound 3

OH
HOON=2 0 NHPiv
on (SCONHMe
3

A solution of 22 (6 mg, 0.007 mmol) in MeOH (4 mL) was treated with
MeONa/MeOH (0.5 M) to pH 9. The reaction mixture was then stirred for 3
h and neutralized with Dowex 50W-X8. The resin was filtered off and the
aqueous solution washed with CH,Cl, (2 x 3 mL) and Et;0 (2 x 3 mL). The H,0
was evaporated to give 3 as a colourless oil (2.4 mg, 80% yield); [a]**p =-26.1
(c=0.76, MeOH).

HRMS (ESI) (m/z) calcd. for C19H3sN,0g* [M+H]*419.2388, found 419.2378.
'H NMR (D;0) & (ppm): 1.00-1.23 (m, 1H), 1.26 (s, 9H, (CHs)3), 1.31-1.43 (m,
1H), 1.48-1.58 (m, 1H), 1.63-1.83 (m, 3H), 2.08-2.17 (m, 1H), 2.46-2.55 (m,
1H), 2.74 (s, 3H, CH3NH), 3.27 (‘t’, 1H, J = 9.2 Hz, Hays), 3.34-3.41 (m, 1H, Has),
3.41-3.49 (m, 2H, Hss+ Hss), 3.72 (dd, 1H, J1 = 12.4 Hz, J, = 5.6 Hz, Hg), 3.91
(dd, 1H, J1 = 12.4 Hz, J, = 2.0 Hz, He), 4.03 (dd, 1H, J; = 10.0 Hz, J, = 4.4 Hz,
He), 4.42 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Has).

13C NMR (D;0) & (ppm): 19.7, 22.6, 26.3 (NHCH:), 26.4 ((CHs)3), 28.7, 29.4,
39.2 (C(CHs)3), 60.5 (Ces), 63.8 (Ca), 69.6 (Cas), 73.2 (Cas), 75.6, 75.9 (Cs + Css),
81.1 (Cg), 103.3 (Cys), 174.4, 182.1 (COC(CHs)s, CONHCHs).
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Synthesis of compound 4

OH
HOON=2 o NHPiv
oH (R)<\Z—Sj§'CONHMe
4

A solution of 23 (8 mg, 0.01 mmol) in MeOH (4 mL) was treated with
MeONa/MeOH (0.5 M) to pH 9. The reaction mixture was then stirred for 3
h and neutralized with Dowex 50W-X8. The resin was filtered off and the
aqueous solution washed with CH,Cl; (2 x 3 mL) and Et,0 (2 x 3 mL). The H,0
was evaporated to give 4 as a colourless oil (3.3 mg, 82% yield); [a]*p = +5.4
(c=0.43, MeOH).

HRMS (ESI) (m/z) calcd. for C19H3sN,O0g* [M+H]*419.2388, found 419.2388.
'H NMR (D;0) 8 (ppm): 1.24 (s, 9H, (CHs)s), 1.24-1.31 (m, 1H), 1.31-1.44 (m,
1H), 1.53-1.80 (m, 3H), 1.85-1.97 (m, 2H), 2.30-2.41 (m, 1H), 2.73 (s, 3H,
CH3NH), 3.28 (‘t’, 1H, J = 8.6 Hz, Hy), 3.34 (‘t’, 1H, J = 9.4 Hz, H4s), 3.37-3.44
(m, 1H, Hs), 3.48 (‘t’, 1H, J = 9.2 Hz, H3), 3.70 (dd, 1H, J1 = 12.0 Hz, /, = 6.4
Hz, Hes), 3.91 (dd, 1H, J1 =12.0 Hz, J, = 1.2 Hz, Hes), 4.05 (dd, 1H, J1 =9.2 Hz, J,
=3.6 Hz, Hg), 4.49 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H1,).

13C NMR (D,0) 8 (ppm): 20.0, 21.5, 26.2 (NHCH3), 26.4 ((CHs)3), 28.1, 31.5,
39.1 (C(CHs)s), 61.2 (Cgs), 63.3 (Ca), 70.0 (Cas), 72.9 (Cas), 75.7 (Css), 75.9 (Css),
77.2 (Cg), 99.4 (Cys), 174.5, 181.9 (COC(CH3)3, CONHCH3).
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Synthesis of  Methyl 1-benzamido-c-2-methoxy-3-cyclohexene-r-1-

carboxylate (6a)

“"OMe
MeO,C NHCOPhO

rac-6a

1-Methoxy-1,3-butadiene (4 g, 19.52 mmol) and hydroquinone (10 mg) were
added to a solution of methyl 2-benzamidoacrylate 5 (4 g, 47.62 mmol)!* in
toluene (40 mL) at 85 °C. After stirring for 6 d, the reaction was allowed to
cool down to 25 °C. The formed precipitate was filtered and washed with
cold diethyl ether (2 x 30 mL), to yield 3.22 g of compound 6a as a white solid
(57%). The filtrate was evaporated and the residue was chromatographed on
silica gel eluting with hexane/ethyl acetate (6:4), to yield a further 870 mg of
compound 6a (15%, 72% overall).

Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.

Synthesis of Methyl 1-benzamido-c-2-methoxycyclohexane-r-1-carboxylate

(rac-7)

3 ‘OMe
MeO,C™ 'NHBz

rac-7

A solution of compound 6a (1.0 g, 3.46 mmol) in MeOH (30 mL) was
hydrogenated at atmospheric pressure, using palladium on carbon (10%) as
a catalyst (100 mg), vigorously stirring at 25 °C for 6 h. The catalyst was

filtered off through Celite and the solvent evaporated to yield 1 g of




8. Supplementary information

compound rac-7 as a white solid (99%).
Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.

Synthesis of 1-Amino-c-2-hydroxycyclohexane-r-1-carboxylic acid (rac-8)

< “OH
HO,C NH,
rac-8

Compound rac-7 (2 g, 6.87 mmol) was suspended in a 12 N HCl solution (25
mL). After stirring under reflux for 7 d, the solvent was evaporated, the
excess of HCl removed under vacuum and the residue was dissolved in
distilled water (20 mL). The aqueous mixture was washed with diethyl ether
(4 x 20 mL) and evaporated to yield 1.2 g of rac-8-HCl as a white solid (91%).
The hydrochloride was dissolved in ethanol (30 mL) and propylene oxide (10
mL) was added. After stirring under reflux for 2 h, the precipitate was filtered
off and washed with cold EtOH to yield 819 mg of rac-8 as a white solid (75%).
The filtrate was evaporated and the residue was dissolved in distilled water
(5 mL) and eluted through a C18 reverse-phase Sep-pak cartridge which, after
removal of water, gave another 105 mg (9%, 84% overall) of the amino acid.
Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.™
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Synthesis of compound rac-9

O=." ; OH

= N
0J><

rac-9

DIEA (0.28 mL, 1.60 mmol) and PivCl (0.08 mL, 0.63 mmol) were added at 0
°C to a suspension of rac-8 (100 mg, 0.51 mmol) in 10 mL of dry DCM. The
resulting mixture was then stirred at 20 °C for 16 h and washed with H,0 (2
x 10 mL). The organic layer was dried over anhydrous Na,SO,, filtered and
concentrated under vacuum to give a residue that was purified by silica gel
column chromatography, eluting with ethyl acetate/hexane (1:1) to afford
rac-9 as a white solid (50 mg, 43% yield); mp 128-130 °C.

HRMS (ESI) (m/z) calcd. for C1,H20NO3* [M+H]* 226.1438, found 226.1431.
'H NMR (D,0) & (ppm): 1.23 (s, 9H, (CHs)s), 1.26-1.39 (m, 1H), 1.49-1.59 (m,
1H), 1.64-1.73 (m, 2H), 1.75-2.02 (m, 4H), 3.74 (dd, 1H, J; = 10.8 Hz, J, = 4.5
Hz, Ha).

13C NMR (D20) & (ppm): 19.6, 23.5, 26.8 ((CHs)s3), 28.2, 32.2, 33.9 (C(CHs)s),
72.6 (C1), 72.8 (C;), 171.6 (C=N), 178.0 (CO).
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Synthesis of compound rac-10

S “OH
MeHNOC ™ "NHPiv

rac-10

DIEA (0.12 mL, 0.73 mmol) and a solution of oxazolone rac-9 (55 mg, 0.24
mmol) in 3 mL of dry CHsCN were added at 0 °C and under an inert
atmosphere to a suspension of methylamine hydrochloride (49 mg, 0.72
mmol) in 5 mL of dry CH3CN. The resulting mixture was stirred at 70 °C for 24
h. Then, the solvent was concentrated under vacuum to give a residue that
was purified by silica gel column chromatography, eluting with ethyl
acetate/MeOH (9:1) to afford rac-10 as a white solid (38 mg, 61% yield); mp
123-125 °C.

HRMS (ESI) (m/z) calcd. for C13H2sN203* [M+H]* 257.1860, found 257.1851.
'H NMR (D;0) & (ppm): 1.20 (s, 9H, (CHs)s), 1.22-1.42 (m, 3H), 1.48-1.61 (m,
1H), 1.71-1.82 (m, 1H), 1.85-1.99 (m, 2H), 2.79 (d, 3H, J = 4.8 Hz, CH3NH),
2.82-2.93 (m, 1H), 3.56-3.67 (m, 1H, H>), 5.16 (d, 1H, J = 7.8 Hz, OH), 6.44 (br
s, 1H, NHCOC(CHs)s), 7.84-7.99 (m, 1H, NHCH3).

13C NMR (D;0) 8 (ppm): 21.9, 23.6, 25.9 (NHCH3), 27.4 ((CHs)3), 31.1, 33.1,
39.4 (C(CHs)s), 62.8 (C41), 75.3 (C2), 173.5, 180.0 (COC(CH3)3, CONHCH3).
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Synthesis of Methyl 1-benzamido-4-oxo-2-cyclohexene-1-carboxylate (rac-

11)

MeO,C” ‘NHCOPh

rac-11

Danishefsky's diene (6.5 mL, 33.4 mmol) was added to a solution of methyl
2-benzamidoacrylate 5 (1.7 g, 8.3 mmol)™* in dry toluene (80 mL) under an
inert atmosphere. After stirring at reflux for 24 h, another 8.3 mmol of
Danishefsky's diene were added. After stirring for another 2 d at the same
temperature, the solvent was evaporated in vacuo and a 0.005 N HCI/THF
(1:4) solution (40 mL) was added to the residue. The reaction mixture was
stirred for 15 h at 20 °C, the solvent was evaporated and the residue was
dissolved in CH,Cl; (75 mL) and DBU (2.7 mL, 18.2 mmol) was added. The
reaction mixture was stirred for 24 h at 2 °C and the solution was washed
with 0.5 N HCI (60 mL). The aqueous phase was extracted with CH,Cl, (5 x 30
mL) and the combined organic phases were dried over anhydrous Na;SO,,
filtered and evaporated. The residue was chromatographed on silica gel
eluting with hexane/ethyl acetate (1:1), to yield 2.5 g of enone rac-11 as a
white solid (60%).

Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.?
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Synthesis of Methyl cis-3-phenyl-2-oxa-4-azabicyclo[4.3.0]-nona-3,8-diene-

5-carboxylate (rac-13)

0
Me0,C” “N=l_
Ph

rac-13

A 0.4 M solution of CeCl3-7H,0 in MeOH (2.56 mL, 1.02 mmol) was added to
a solution of enone rac-11 (280 mg, 1.02 mmol) in MeOH (20 mL) at 25 °C.
NaBH, (38.7 mg, 1.02 mmol) was then added to the mixture and after stirring
for 10 min at the same temperature, the reaction was quenched by the
dropwise addition of a 2 N HCI solution. The mixture was extracted with
CH)Cl; (3 x 25 mL) and the combined organic phases were dried over
anhydrous Na,SO,, filtered and evaporated. The residue was
chromatographed on silica gel, eluting with hexane/ethyl acetate (3:7), to
yield 234 mg of the mixture of alcohols 12a/12b in an approximate ratio of
6:4 as a white solid (83%). This mixture of alcohols (300 mg, 1.10 mmol) was
dissolved in dry CH,Cl; (25 mL) and then EtsN (143 mg, 2.42 mmol) and MsCl
(162 mg, 1.42 mmol) were added to this solution at 25 °C, under an inert
atmosphere. After stirring for 14 h, the mixture was washed with a saturated
NaHCOs solution (2 x 20 mL) and the organic phase was dried over anhydrous
Na,SO,, filtered and evaporated. The residue was chromatographed on silica
gel, eluting with hexane/ethyl acetate (1:1), to yield 270 mg of compound
rac-13 as an oil (95%).

Its physical properties and spectroscopic data are described in the
literature.

Synthesis of Methyl 1-amino-t-2-benzoyloxy-3-cyclohexene-r-1-carboxylate



8. Supplementary information

trifluoroacetate (rac-14)

"'0Bz
MeO,C NH,TFA

rac-14

Compound rac-13 (385 mg, 1.50mmol) was dissolved in THF/H,0 (4:1) (30
mL) and trifluoroacetic acid (855 mg, 7.50 mmol) was then added. After
stirring for 14 h at 50 °C, the water was removed by the addition of anhydrous
Na,S0,. The remaining filtrate was then evaporated without warming. The
oily residue was then dissolved in Et,O and the solvent and the residual
trifluoroacetic acid were distilled off in vacuo. This operation was repeated
to ensure the complete removal of the trifluoroacetic acid, to give 550 mg of
trifluoroacetate rac-14 as a white solid (95%).

Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.

Synthesis of Methyl 1-acetamido-t-2-benzoyloxy-3-cyclohexene-r-1-

carboxylate (rac-15)

-~ OBz
MeO,C NHAc

rac-15

Trifluoroacetate rac-14 (550 mg, 1.41 mmol), EtsN (186 mg, 1.84 mmol) and
acetyl chloride (144 mg, 1.84 mmol) were dissolved in dry CH,Cl, (35 mL) at
25 °C, under an inert atmosphere. After stirring for 14 h, the reaction was
washed with a saturated NaHCOs; solution (2 x 25 mL) and the organic phase

was dried over anhydrous Na,SO,, filtered and evaporated. The residue was
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chromatographed on silica gel eluting with hexane/ethyl acetate (8:2), to
yield 358 mg of compound rac-15 as a white solid (80%).
Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.’?

Synthesis of Methyl 1-acetamido-t-2-benzoyloxycyclohexane-r-1-

carboxylate (rac-16)

"'0OBz
MeO,C NHAc

rac-16

A solution of compound rac-15 (350 mg, 1.10 mmol) in dry CH,Cl; (10 mL)
was hydrogenated at atmospheric pressure, using platinum on carbon (10%)
as a catalyst (50 mg), vigorously stirring at 35 °C for 14 h. The catalyst was
filtered off through Celite and the solvent was evaporated. The residue was
chromatographed on silica gel eluting with hexane/ethyl acetate (4:6), to
yield 273 mg of compound rac-16 as a white solid (78%).

Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.
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Synthesis of 1-Amino-t-2-hydroxycyclohexane-r-1-carboxylic acid (rac-17)

7~ "OH
HO,C" NH,

rac-17

Compound rac-16 (250 mg, 0.78 mmol) was suspended in a 6 M HCl solution
(20 mL) and stirred under reflux for 24 h. The solvent was evaporated and
the excess of HCl was removed in vacuo. The residue was dissolved in distilled
water (15 mL) and washed with Et;0 (2 x 20 mL). The aqueous layer was
evaporated to yield 125 mg of rac-17-HCl as a white solid (82%), which was
dissolved in ethanol (6 mL) and propylene oxide (2 mL) was added. After
stirring at reflux for 2 h, the amino acid precipitated partially. The solvent
was evaporated and the residue was dissolved in distilled water (2 mL) and
eluted through a C18 reverse-phase Sep-pak cartridge to yield, after removal
of water, 95 mg of the amino acid rac-17 as a white solid (76%).

Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.?
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Synthesis of compound rac-18

rac-18

DIEA (0.28 mL, 1.60 mmol) and PivCl (0.08 mL, 0.63 mmol) were added at 0
°C to a suspension of rac-17 (100 mg, 0.51 mmol) in 10 mL of dry DCM. The
resulting mixture was then stirred at 20 °C for 16 h and washed with H,0 (2
x 10 mL). The organic layer was dried over anhydrous Na,SO,, filtered and
concentrated under vacuum to give a residue that was purified by a silica gel
column chromatography, eluting with ethyl acetate/hexane (1:1) to afford
rac-18 as a white solid (53 mg, 46% vyield); mp 69-71 °C.

HRMS (ESI) (m/z) calcd. for C1oH20NOs* [M+H]* 226.1438, found 226.1433.

'H NMR (D;0) 8 (ppm): 1.22 (s, 9H, (CHs)s), 1.28-1.43 (m, 1H), 1.52-1.71 (m,
5H), 1.73-1.90 (m, 2H), 3.73 (dd, 1H, J1 = 12.0 Hz, J, = 6.0 Hz, H,).

13C NMR (D,0) & (ppm): 20.4, 24.0, 26.9 ((CHs)s), 30.7, 33.1, 34.2 (C(CHs)s3),
72.4 (Cy), 73.5 (C41), 171.1 (CN), 180.9 (CO).

Synthesis of compound rac-19

"OH
MeHNOC  NHPiv

rac-19

DIEA (0.13 mL, 0.77 mmol) and a solution of oxazolone rac-18 (58 mg, 0.26

mmol) in 3 mL of dry CH3CN were added at 0 °C and under an inert
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atmosphere to a suspension of methylamine hydrochloride (52 mg, 0.77
mmol) in 5 mL of dry CH3CN. The resulting mixture was stirred at 70 °C for 24
h. Then, the solvent was concentrated under vacuum to give a residue that
was purified by silica gel column chromatography, eluting with ethyl
acetate/MeOH (9:1) to afford rac-19 as a white solid (39 mg, 59% yield); mp
86-88 °C.

HRMS (ESI) (m/z) calcd. for C13H2sN203* [M+H]*257.1860, found 257.1852.
'H NMR (D;0) & (ppm): 0.98-1.16 (m, 1H), 1.18 (s, 9H, (CHs)3), 1.20-1.40 (m,
3H), 1.43-1.52 (m, 1H), 1.62-1.72 (m, 1H), 1.81-1.92 (m, 1H), 2.72 (d, 3H, J =
4.8 Hz, CHsNH), 2.93-3.03 (m, 1H), 3.89 (s, 1H, OH), 4.06-4.18 (m, 1H, Ha),
6.34 (brs, 1H, NHCOC(CHs)s), 7.73-7.88 (m, 1H, NHCH3).

13C NMR (D,0) 8 (ppm): 20.4, 23.6, 26.0 (NHCH3), 27.5 ((CHs)3), 28.3, 29.5,
39.7 (C(CHs)s), 63.3 (C1), 71.8 (C,), 175.4, 180.4 (COC(CH3)3, CONHCH3).

Synthesis of compounds 20 and 21

OBz
BZON—2 0  NHPiv
OBZ(S)‘ - 1CONHMe
20
OBz
BZON—2 0 NHPiv
OBZ(RCONHMe
21

A solution of 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-B-D-glucopyranosyl bromide (131 mg,
0.20 mmol) in 4 mL of dry CH,Cl, was added at -30 °C and under an inert

atmosphere to a suspension of rac-101° (37 mg, 0.14 mmol), silver triflate
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(56 mg, 0.22 mmol) and molecular sieves (4 A, 15 mg) in 5 mL of dry CH,Cl,.
The resulting mixture was stirred at -30 °C for 1 h and was then left to reach
20 °C. The reaction mixture was stirred at this temperature for 14 h and
filtered through a pad of Celite to get rid of the silver bromide formed. The
filter cake was rinsed with CH,Cl, (80 mL). Then, the CH,Cl, was evaporated
to give a crude that was purified by a silica gel column chromatography,
eluting with ethyl acetate/hexane (8:2) to afford 20 (11 mg, 9% yield) and 21
(12 mg, 10% yield) both as a white solids.

Compound 20: mp 207-209 °C; [a]**p = + 16.4 (c = 0.78, CHCls).

HRMS (ESI) (m/z) calcd. for Ci7HsoN;NaOi:* [M+Nal* 857.3256, found
857.3228.

'H NMR (D0) & (ppm): 0.99 (s, 9H, (CHs)s), 1.31-1.49 (m, 3H), 1.54-1.67 (m,
1H), 1.70-1.88 (m, 2H), 1.97-2.10 (m, 2H), 2.56 (d, 3H, J = 3.6 Hz, CH3NH),
4.08-4.19 (m, 1H, Hss), 4.51 (dd, 1H, J; = 12.0 Hz, J, = 5.5 Hz, Hss), 4.62 (dd,
1H, J1 = 12.0 Hz, J, = 3.0 Hz, Hg,), 4.81-4.90 (m, 1H, Hg), 4.95 (d, 1H, J = 7.8 Hz,
His), 5.42 (br s, 1H, NHCOC(CHs)3), 5.49 (‘t’, 1H, J = 7.8 Hz, Has), 5.67 (‘t’, 1H, J
=9.7 Hz, Hys), 5.92 (‘t’, 1H, J = 9.6 Hz, Hss), 6.86-6.99 (m 1H, NHCHs), 7.22-7.59
(m, 12H, arom), 7.76-7.86 (m, 2H, arom), 7.87-7.96 (m, 4H, arom), 8.01-8.10
(m, 2H, arom).

13C NMR (D;0) & (ppm): 21.7, 26.1, 27.2 (NHCHs), 29.2 ((CHs)s), 29.6, 30.1,
39.1 (C(CHs)3), 62.8 (Ces), 63.3 (Ca), 69.5 (Cas), 72.0 (Css), 72.3 (Cas), 72.5 (C3s),
78.0 (Cg), 101.4 (Cys), 128.3, 128.4, 128.4, 128.6, 128.6, 129.1, 129.5, 129.6,
129.7,129.8,133.1, 133.3, 133.4, 133.5 (arom), 165.2, 165.6, 165.7, 166.0 (4
COPh), 171.5, 178.9 (COC(CH3)3, CONHCHj).

Compound 21: mp 110-112 °C; [a]*®p = -1.0 (c = 0.80, CHCls).

HRMS (ESI) (m/z) calcd. for C47Hs1N201,* [M+H]*835.3437, found 835.3417.
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'H NMR (D,0) & (ppm): 1.13 (s, 9H, (CHs)s), 1.23-1.56 (m, 4H), 1.58-1.86 (m,
4H), 2.72 (d, 3H, J = 4.8 Hz, CHsNH), 4.12-4.22 (m, 1H, Hss), 4.23-4.35 (m, 1H,
He), 4.49 (dd, 1H, J; = 12.3 Hz, J, = 5.2 Hz, He,), 4.66 (dd, 1H, J1 = 12.3 Hz, J; =
2.7 Hz, Hes), 4.92 (d, 1H, J = 8.1 Hz, His), 5.59 (‘t’, 1H, J = 8.1 Hz, Has), 5.74 (‘t
1H, J = 9.7 Hz, Has), 5.97 (‘t’, 1H, J = 9.8 Hz, H3s), 6.16 (br s, 1H, NHCOC(CHs)s),
6.71-6.83 (m 1H, NHCHs), 7.24-7.57 (m, 12H, arom), 7.78-7.88 (m, 2H, arom),
7.89-7.99 (m, 4H, arom), 8.02-8.12 (m, 2H, arom).

13C NMR (D;0) & (ppm): 20.8, 21.4, 26.3 (NHCHs), 27.4 ((CHs)s), 27.5, 32.1,
38.9 (C(CHs)3), 61.2 (Ca), 62.8 (Ces), 69.3 (Cas), 71.5 (Cas), 72.3 (Cas), 72.6 (Css),
77.2 (Cg), 98.8 (Cis), 128.4, 128.5, 128.5, 128.5, 128.7, 129.3, 129.6, 129.7,
129.8,133.4,133.6, 133.6 (arom), 165.1, 165.3, 165.7, 166.0 (4 COPh), 171.0,
178.2 (COC(CH3)3, CONHCHs.

Synthesis of compounds 22 and 23

OBz
BZON2 0 NHPiv
22
OBz
BZONQ 0 NHPiv
OBz(R) - 1{CONHMe
23

A solution of 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-B-D-glucopyranosyl bromide (136 mg,
0.21 mmol) in 4 mL of dry CH,Cl; was added at -30 °C and under an inert

atmosphere to a suspension of rac-19'' (39 mg, 0.15 mmol), silver triflate (59
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mg, 0.23 mmol) and molecular sieves (4 A, 17 mg) in 5 mL of dry CH,Cl,. The
resulting mixture was stirred at -30 °C for 1 h and was then left to reach 20 °C.
The reaction mixture was stirred at this temperature for 16 h and filtered
through a pad of Celite to get rid of the silver bromide formed. The filter cake
was rinsed with CH,Cl, (80 mL). Afterwards, the organic solvent was
evaporated to give a crude that was purified by a silica gel column
chromatography, eluting with ethyl acetate/hexane (1:1) to afford 22 (22 mg,
17% yield) and 23 (24 mg, 19% yield) both as a white solids.

Compound 22: mp 71-73 °C; [a]*p = +34.6 (c = 0.76, CHCI3).

HRMS (ESI) (m/z) calcd. for C47Hs1N,015" [M+H]* 835.3437, found 835.3428.
'H NMR (D;0) & (ppm): 0.75-1.17 (m, 2H), 1.19 (s, 9H, (CHs)3), 1.20-1.68 (m,
4H), 2.01-2.15 (m, 4H, CHsNH + 1H), 2.93-3.03 (m, 1H), 4.09-4.21 (m, 1H, Hss),
4.38(dd, 1H, J; = 11.8 Hz, Jo = 4.9 Hz, Hp), 4.53-4.64 (m, 2H, 2Hes), 5.23 (d, 1H,
J=8.1Hz, Hy), 5.44 (‘t’, 1H, J = 8.1 Hz, Has), 5.61 (‘t’, 1H, J = 9.8 Hz, Ha), 5.95
(", 1H, J = 9.8 Hz, Hss), 6.18 (br s, 1H, NHCOC(CHs)s), 6.89-6.99 (m, 1H,
NHCHs), 7.19-7.58 (m, 12H, arom), 7.73-7.84 (m, 2H, arom), 7.85-7.96 (m, 4H,
arom), 7.99-8.08 (m, 2H, arom).

13C NMR (D;0) & (ppm): 20.2, 23.8, 25.7 (NHCHs), 27.4 ((CHs)3), 29.8, 30.0,
39.8 (C(CHs)s), 63.0 (Ces), 65.4 (Ca), 69.9 (Cas), 71.9 (Css), 72.1 (Cos), 72.4 (Css),
79.8 (Cg), 102.0 (Cys), 128.2, 128.3, 128.4, 128.4, 128.7, 128.8, 129.1, 129.7,
129.7, 129.8, 129.8, 133.1, 133.2, 133.2, 133.5 (arom), 165.1, 165.3, 165.5,
166.0 (4 COPh), 174.3, 180.6 (COC(CHs)3, CONHCHs).

Compound 23: mp 93-95 °C; [a]®p =-13.2 (c = 0.77, CHCl3).

HRMS (ESI) (m/z) calcd. for C47Hs1N,015" [M+H]* 835.3437, found 835.3454.
'H NMR (D;0) & (ppm): 1.03 (s, 9H, (CHs)3), 1.12-1.39 (m, 3H), 1.52-1.78 (m,
4H), 2.56-2.66 (m, 1H), 2.72 (d, 3H, J = 4.8 Hz, CH3NH), 3.96-4.05 (m, 1H, Hss),
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4.29 (dd, 1H, J1 = 12.0 Hz, J» = 3.6 Hz, Hes), 4.38 (dd, 1H, J1 = 9.0 Hz, J, = 4.0 Hz,
Hg), 4.49 (dd, 1H, J; = 12.0 Hz, J, = 3.0 Hz, Hes), 5.04 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Has),
5.42 (‘t', 1H, J = 8.1 Hz, Hys), 5.69 (‘t’, 1H, J = 9.6 Hz, Has), 5.82 (‘t’, 1H, /= 9.8
Hz, Hss), 6.33 (br s, 1H, NHCOC(CHs)s), 7.18-7.51 (m, 13H, arom + NHCHs),
7.71-7.82 (m, 4H, arom), 7.83-8.02 (m, 4H, arom).

13C NMR (D,0) & (ppm): 20.6, 22.3, 26.5 (NHCHs), 27.4 ((CHs)s), 28.0, 29.6,
39.6 (C(CHs)3), 62.4 (Css), 63.6 (Ca), 69.2 (Cas), 71.8 (Css), 72.0 (Cas), 72.8 (Css),
78.9 (Cg), 100.2 (Cys), 128.3, 128.4, 128.5, 128.7, 128.8, 129.1, 129.4, 129.7,
129.7,129.8,133.2, 133.2, 133.4 (arom), 165.0, 165.2, 165.7, 166.0 (4 COPh),
174.0, 179.9 (COC(CHs)3, CONHCHs).

Synthesis of trans-2-Methoxycyclohexane-1-spiro-{4’[2’-phenyl-
5’(4’H)oxazolone]} (rac- 24)

rac-24

A suspension of compound rac-7 (500 mg, 1.72 mmol) and LiOH-H,0 (722
mg, 17.2 mmol) in methanol/water (3:2) (25 mL) was stirred under reflux for
7 h. The solvent was removed, the residue was then dissolved in water and
washed with CH,Cl, (2 x 20 mL). The aqueous phase was acidified with 2 N
HCl and then extracted with CH,Cl, (4 x 25 mL). The combined last organic
phases were dried over anhydrous Na;SO,, filtered and evaporated, to yield
444 mg of the 1-benzamido-c-2-methoxycyclohexane-r-1-carboxylic acid as a

white solid (93%). This carboxylic acid (444 mg, 1.6 mmol) and
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dimethylaminopyridine (192 mg, 1.6 mmol) were dissolved in CH,Cl; (13 mL)
at 0 °C. Dicyclohexylcarbodiimide (335 mg, 1.6 mmol) was then added and
the mixture was allowed to warm up to 25 °C. After stirring for 3 h, the
solvent was evaporated and the residue was chromatographed on silica gel
eluting with hexane/ethyl acetate (1:1), to yield 337 mg of the oxazolone rac-
24 as a white solid (91%).

Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.

Synthesis of (1S,25)-[1-Benzamido-2-methoxycyclohexane-1-carboxamido]-
(S)-phenylalanine cyclohexylamide ((15,2S,5)-25) and (1R,2R)-[1-benzamido-
2-methoxycyclohexane-1-carboxamido]-(S)-phenylalanine cyclohexylamide

((1R,2R,S)-25)

a (R) ©
o ~ “OMe - “OMe
NHBz = NHBz
NH NH
v ((s) n((s)
Ph NHCy PH NHCy
(1R2R,S)-25  (1S,2S,5)-25

A solution of (S)-phenylalanine cyclohexylamide (1.6 g, 6.66 mmol) in N-
methylpyrrolidin-2-one (NMP) (3 mL) was added to a solution of compound
rac-24 (750 mg, 2.9 mmol) in NMP (3 mL) under an inert atmosphere. After
stirring for 48 h at 90 °C, the reaction mixture was allowed to cool down to
room temperature and was then poured onto a mixture of ice (12 g), 1 N HCI
(12 mL) and ethyl acetate (15 mL). After stirring for 30 min, the organic phase

was washed with water (2 x 15 mL) and the combined aqueous phases were
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extracted with ethyl acetate (2 x 15 mL). The combined organic phases were
washed with brine (2 x 15 mL), dried over anhydrous Na,SO,, filtered and the
solvent was evaporated. The mixture of diastereoisomeric peptides was
chromatographed on silica gel eluting with toluene/ethyl acetate (1:1), to
yield 525 mg of the peptide (15,25,5)-25 as a white solid (36%) and 514 mg of
the peptide (1R,2R,S)-25 as a white solid (35%).

Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.

Synthesis of Methyl (1R,2R)-1-benzamido-2-methoxycyclohexane-1-

7 "OMe

MeO,C NHBz
(1R.2R)-7

carboxylate ((1R,2R)-7)

Triflic acid (0.11 mL, 2.37 mmol) was added to a solution of (1R,2R,S)-25 (400
mg, 0.79 mmol) in dry methanol (12 mL) at 0 °C, under an inert atmosphere.
The reaction mixture was warmed up to 80 °C and after stirring for 48 h, the
solvent was evaporated. The residue was chromatographed on silica gel
eluting with hexane/ethyl acetate (1:1), to yield 196 mg of the compound
(1R,2R)-7 as a white solid (81%). Spectral data for the compound (1R,2R)-7

were identical to those described for rac-7.
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Synthesis of (1§,25)-1-Amino-2-hydroxycyclohexane-1-carboxylic  acid

o
OH

HO,C NH,

((1R,2R)-8)

(1R.2R)-8

Compound (1R,2R)-7 (170 mg, 0.58 mmol) was suspended in a 12 N HCI
solution (5 mL) and stirred under reflux for 7 d. The solvent was evaporated
and the excess of HCl removed in vacuo. The residue was dissolved in distilled
water (8 mL) and washed with Et,O (4 x 10 mL). The aqueous layer was
evaporated to yield 103 mg (90%) of (1R,2R)-8-HCl as a white solid, which
was dissolved in ethanol (3 mL) and propylene oxide (1 mL) was added. After
stirring under reflux for 2 h, the amino acid precipitated partially. The solvent
was evaporated and the residue was dissolved in distilled water (2 mL) and
eluted through a C18 reverse-phase Sep-pak cartridge to yield, after removal
of water, 75 mg of the amino acid (1R,2R)-8 as a white solid (82%). Analytical
and spectral data for the amino acid and its hydrochloride were identical to

those described for rac-8.
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Synthesis of compound (1R,2R)-9

(1R,2R)-9

DIEA (0.21 mL, 1.20 mmol) and PivCl (0.06 mL, 0.48 mmol) were added at O
°C to a suspension of (1R,2R)-8 (75 mg, 0.38 mmol) in 10 mL of dry DCM. The
resulting mixture was then stirred at 20 °C for 16 h and washed with H,0 (2
x 10 mL). The organic layer was dried over anhydrous Na,SO,, filtered and
concentrated under vacuum to give a residue that was purified by silica gel
column chromatography, eluting with ethyl acetate/hexane (1:1) to afford
(1R,2R)-9 as a white solid (36 mg, 42% yield); mp 128-130 °C; [a]**p = + 16.3
(c =0.82, CHCIs).

HRMS (ESI*) (m/z) calcd. for C12H0NO3* [M+H]*226.1438, found 226.1445.
'H NMR (D,0) & (ppm): 1.23 (s, 9H, (CHs)s), 1.26-1.39 (m, 1H), 1.49-1.59 (m,
1H), 1.64-1.73 (m, 2H), 1.75-2.02 (m, 4H), 3.74 (dd, 1H, J; = 10.8 Hz, J, = 4.5
Hz, H,).

13C NMR (D20) & (ppm): 19.5, 23.4, 26.7 ((CHs)s3), 28.2, 32.2, 33.9 (C(CHs)3),
72.6 (C1), 72.8 (C3), 171.6 (C=N), 178.3 (CO).
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Synthesis of compound (1R,2R)-10

g OH

MeHNOC” “NHPiv

(1R,2R)-10

DIEA (0.06 mL, 0.37 mmol) and a solution of the oxazolone (1R,2R)-9 (28 mg,
0.12 mmol) in 3 mL of dry CH3sCN were added at 0 °C and under an inert
atmosphere to a suspension of methylamine hydrochloride (25 mg, 0.37
mmol) in 5 mL of dry CH3CN. The resulting mixture was stirred at 70 °C for 24
h. Then, the solvent was concentrated under vacuum to give a residue that
was purified by silica gel column chromatography, eluting with ethyl
acetate/MeOH (9:1) to afford (1R,2R)-10 as a white solid (18 mg, 57% yield);
mp 123-125 °C.

HRMS (ESI*) (m/z) calcd. for Ci3H2sNO5* [M+H]*257.1860, found 257.1849.
14 NMR (D,0) & (ppm): 1.20 (s, 9H, (CHs)s), 1.22-1.42 (m, 3H), 1.48-1.61 (m,
1H), 1.71-1.82 (m, 1H), 1.85-1.99 (m, 2H), 2.79 (d, 3H, J = 4.8 Hz, CHsNH),
2.82-2.93 (m, 1H), 3.56-3.67 (m, 1H, H,), 5.16 (d, 1H, J = 7.8 Hz, OH), 6.44 (br
s, 1H, NHCOC(CHs)s), 7.84-7.99 (m, 1H, NHCH).

13C NMR (D,0) & (ppm): 21.9, 23.6, 25.9 (NHCH3), 27.4 ((CHs)3), 31.1, 33.1,
39.4 (C(CHs)s), 62.8 (C4), 75.3 (C3), 173.5, 180.0 (COC(CH3)s, CONHCH3).
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Synthesis of compound 26 and 27

©
X “OH
Oﬁ\‘ NHPiv
s) N
MeHNOC-Q MeHNOC
26 27

DIEA (0.11 mL, 0.67 mmol) and a solution of the oxazolone rac-9 (120 mg,
0.53 mmol) in 6 mL of dry CHsCN were added at 0 °C and under an inert
atmosphere to a suspension of L-Pro-NHMe hydrochloride (105 mg, 0.64
mmol) in 8 mL of dry CH3CN. The resulting mixture was stirred at 70 °C for 24
h. The solvent was concentrated then under vacuum to give a residue that
was purified by a silica gel column chromatography, eluting with ethyl
acetate/MeOH (85:15) to afford 26 (66 mg, 35% yield) and 27 (68 mg, 36%
yield) both as white solids.

Compound 26: mp > 200 °C; [a]*p= -35.7 (c = 0.63, CHCl3).

HRMS (ESI*) (m/z) calcd. for CigH3,N;0,* [M+H]* 354.2387, found 354.2383.
14 NMR (D20) & (ppm): 1.17 (s, 9H, (CHs)s), 1.20-1.39 (m, 2H), 1.41-1.53 (m,
1H), 1.61-1.82 (m, 5H), 1.83-2.04 (m, 3H), 2.24-2.36 (m, 1H), 2.70 (d, 3H, J =
4.5 Hz, CH3NH), 3.30-3.42 (m, 1H, Hspro), 3.72 (‘dt’, 1H, J;= 10.2 Hz, J,= 6.6
Hz, Hs pro), 4.04-4.11 (m, 1H, Hg ceser), 4.56 (dd, 1H, J;= 8.1 Hz, J>= 5.1 Hz, Hq
bro), 4.74-4.92 (m, 1H, OH), 6.04 (br s, 1H, NHCOC(CHs)3), 7.03-7.14 (m, 1H,
NHCHs).

14 NMR (D20) & (ppm): 19.3, 21.2, 25.7, 26.2 (CHsNH), 27.5, 27.5 ((CHs)3),
27.8,28.8, 38.9 (C(CHs)3), 47.8 (Cspro), 61.1 (Cocoser), 61.8 (Capro), 68.8 (Cp ceser),
172.3, 172.7 (CONHCH3, CO cser), 177.5 (COC(CHs)s).
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Compound 27: mp 58- 60 °C; [a]*p=-13.2 (c = 0.73, CHCl3).

HRMS (ESI*) (m/z) calcd. for C;gH3,N;0,* [M+H]* 354.2387, found 354.2381.
'H NMR (D;0) & (ppm): 1.21 (s, 9H, (CHs)3), 1.23-1.48 (m, 3H), 1.62-1.83 (m,
6H), 1.94-2.16 (m, 2H), 2.19-2.32 (m, 1H), 2.72 (d, 3H, J = 4.5 Hz, CH3NH), 3.22
(‘dt’, 1H, J;=10.8 Hz, J,= 6.9 Hz, Hs pro), 3.60 (‘dt’, 1H, J;= 10.8 Hz, J,= 6.6 Hz,
Hs pro), 4.28-4.34 (M, 1H, Hgceser), 4.60 (dd, 1H, J1= 8.4 Hz, J2= 5.1 Hz, Ha pro),
5.64-5.82 (m, 1H, OH), 6.09 (br s, 1H, NHCOC(CH3)s), 7.35-7.46 (m, 1H,
NHCHs).

13C NMR (D,0) & (ppm): 17.7, 20.5, 25.1, 25.1, 26.1 (CHsNH), 27.3 ((CHs)s),
27.6,28.2, 38.9 (C(CHs)s3), 47.7 (Cs pro), 59.0 (Cacoser), 62.2 (Capro), 67.1 (Cp csser),
171.7, 173.7 (CONHCH3, CO ceser), 178.2 (COC(CHs)s).

Synthesis of compound 28

OBnOBn

BnO Q

O,N
(R) O

@ NHPiv
N;\

o
MeHNOC

28

Compound 26 (36 mg, 0.10 mmol) and tri-O-benzyl-2-nitro-p-galactal (70 mg,
0.15 mmol) were dissolved in THF (10 mL) under argon. Then, freshly
activated molecular sieve (3 A, 0.2 g) was added and the reaction mixture
was stirred at 25 °C for 30 min. Afterwards, a 1M solution of ‘BuOK in THF
(10.0 pL, 0.01 mmol) was added and the solution was stirred for 24 h at the

same temperature. The molecular sieve was then filtered off through a pad
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of Celite and the solvent was removed by evaporation to give a residue that
was purified by a silica gel column chromatography, eluting with ethyl
acetate to afford 26 (10 mg, 12% yield) as a white solid; mp 73 - 75 °C. [a]*%
=+15.4 (c = 1.00, CHCl3).

HRMS (ESI*) (m/z) calcd. for C4sHsoN,O;0" [M+H]* 815.4226, found 815.4225.
'H NMR (D;0) & (ppm): 1.11 (s, 9H, (CHs)s), 1.17-1.26 (m, 1H), 1.38-1.48 (m,
2H), 1.56-1.75 (m, 3H), 1.79-2.09 (m, 4H), 2.18-2.31 (m, 1H), 2.49-2.59 (m,
1H), 2.60 (d, 3H, J = 4.5 Hz, CH3NH), 3.40-3.48 (m, 2H, CH,OBn), 3.49-3.60 (m,
1H, Hspro), 3.81-3.91 (m, 1H, Hss), 3.92-3.97 (m, 1H, Has), 3.99-4.09 (m, 1H, Hs
pro), 4.20-4.28 (m, 1H, Hg ceser), 4.29-4.46 (m, 4H, HCHPh + CH.Ph + Hs;), 4.62
(m, 3H, Hapro + CH2Ph), 4.75 (d, 1H, J = 11.1 Hz, HCHPh), 4.89 (dd, 1H, J;= 11.1
Hz, J= 4.2 Hz, Has), 5.30 (d, 1H, J = 4.2 Hz, Hys), 5.67 (br s, 1H, NHCOC(CHs)s),
6.74-6.85 (m, 1H, NHCH3), 7.10-7.31 (m, 15H, arom).

13C NMR (D,0) & (ppm): 19.2, 21.1, 25.1 (CH3NH), 26.3, 27.0, 27.3 ((CHs)s),
27.6, 29.7, 38.9 (C(CHs3)s), 47.8 (Cs pro), 62.8 (Cq coser), 64.6 (Cq pro), 68.5 (CH;
oen), 70.5 (C5s), 72.7 (C4s), 72.9 (CH,Ph), 73.5 (CH.Ph), 74.9 (CH,Ph), 75.3
(Css), 77.9 (Cg ceser), 84.2 (Cys), 97.6 (Cus), 127.6, 127.8, 127.9, 128.0, 128.2,
128.3, 128.4, 128.5, 137.1, 137.7, 137.7 (arom), 170.3, 172.8 (CONHCHs,
COcser), 179.1 (COC(CHs)s).
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Synthesis of compound 29

@NHPiv
7N
o ®
MeHNOC
29

Starting from compound 27 (36 mg, 0.10 mmol) and following the same
procedure described for dipeptide 26, compound 29 (12 mg, 14% yield) was
obtained as a white solid after purification by a silica gel column
chromatography eluting with ethyl acetate; mp 101-103 °C; [a]*p = +71.1 (¢
=0.98, CHCls).

HRMS (ESI*) (m/z) calcd. for CusHsgN,O4+ [M+H]* 815.4226, found 815.4222.
'H NMR (D0) & (ppm): 1.24 (s, 9H, (CHs)s), 1.25-1.48 (m, 3H), 1.52-1.78 (m,
3H), 1.83-2.09 (m, 4H), 2.09-2.19 (m, 1H), 2.19-2.22 (m, 1H), 2.77 (d, 3H, J =
4.5 Hz, CH3NH), 3.30-3.42 (m, 3H, CH2 0sn + Hs pro), 3.43-3.56 (M, 1H, Hspro),
3.57-3.66 (M, 1H, Hss), 3.69-3.75 (m, 1H, Has), 3.98-4.09 (m, 1H, Hg ceser), 4.29-
4.42 (m, 3H, CH2Ph + CH,Ph), 4.49-4.63 (m, 2H, Hss + Hapro), 4.73-4.86 (m, 3H,
CH,Ph + CH,Ph), 4.98 (dd, 1H, J;= 10.5 Hz, J,= 4.5 Hz, Has), 5.46 (d, 1H, J = 4.2
Hz, His), 5.79 (br's, 1H, NHCOC(CHs)s), 7.09-7.51 (m, 16H, arom + NHCHs).

'H NMR (D,0) & (ppm): 17.9, 20.2, 23.2, 25.2, 25.6, 26.1 (CH3NH), 27.5
((CHs)s), 28.2, 39.1 (C(CH3)3), 47.4 (Cs pro), 61.5 (Ca coser), 62.9 (Capro), 68.6 (Cp
eeser), 69.1 (CH2 08n), 70.8 (Css), 73.6 (Cas), 73.6 (CH2Ph), 73.8 (CH,Ph), 74.4 (Cs),
75.2 (CH2Ph), 83.8 (Cys), 92.1 (Cys), 127.8, 127.9, 128.1, 128.2, 128.3, 128.4,
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128.5, 128.6, 137.2, 137.3, 137.7 (arom), 168.6, 172.1 (CONHCH3, CO cser),
177.7 (COC(CHa)s).
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8.4. Experimental section of chapter 5

Synthesis of Ac-Cys(Acm)-Ala-Ser-Ser-Pro-Cys(Acm)-CONH, (30)

o}
NH, N
o:g ;

HN
O OH
o

m”qum”uk(r
(0] HO (0] SO
A J

(0] N
H

30

The synthesis was carried out following the above mentioned general
procedure for preparing peptides by SPPS.

In this case the thiol group of the Cys amino acids, it was protected with
acetamidomethyl (Acm). The peptide sequence was obtained using the
synthesizer. The peptide acetylation, cleavage and purification was carried
out using the general procedure for peptides which incorporates Cys residues
to obtain compound 30.

HRMS (ESI+) (m/z): calcd. for CisHasNsO11S;* [M+H]*: 750.2909, found:
750.2925, calcd. for CasHazNg Na 011S>" [M+Na]*: 772.2729, found: 772.2751

Semi-preparative HPLC: T, = 34.55 min. Isocratic method.

Time (min)  Flow (mL/min) Acetonitrile (%) Water +0.1%
TFA (%)

L A

H NMR (D,0) & (ppm): 1.21 (d, J=4.4 Hz, 3H, CHs ai), 1.77-1.89 (m, 12H, Hg

broy 2Hy pro, 25CHNHCOCHs, NHCOCHS), 2.03-2.15 (m, 1H, Hppro), 2.65-2.74 (m,
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2H, 2Hp ¢ys2), 2.81-2.88 (M, 1H Hp ¢ys1), 2.88-2.97 (m, 1H Hpysa), 3.53-3.61 (m,
2H, 2Hs pro), 3.61-3.74 (m, 4H, 4Hp 2ser), 4.04-4.21 (M, 5H, Ho ala, 25CHy), 4.23-
4.31 (m, 2H, H ser, Ho pro), 4.32-4.41 (m, 2H, 2H 2¢ys), 4.55-4.66 (M, 1H, Ho ser).
'H NMR (H,0/D;0) (9:1) & (ppm): 7.08 (s, 1H, NH,), 7.35 (s, 1H, NH,), 8.11 (d,
J=7.0 Hz, 1H, NH ser1), 8.15 (d, J=6.7 Hz, 1H, NH ser2), 8.24 (d, J/=7.4 Hz, 1H, NH
oys2), 8.28 (d, J=7.0 Hz, 1H, NH ¢ys1), 8.39 (d, J=5.9 Hz, 1H, NH a1), 8.42-8.47 (m,
2H, 2SCH,NHCOCH:3).

3C NMR (D;0) & (ppm): 16.4 (CHs; aa), 21.6, 21.9, 21.9 (NHCOCH;,
2SCH,NHCOCH:), 24.4 (Cy pro), 29.2 (Cp pro), 31.7, 31.8 (2Cp 2cys), 40.8, 40.9
(2SCHNHCOCH;), 48.0 (Cs pro), 49.8 (Co aia), 52.8, 53.1, 53.4 (Cy ser2, 2Cq 2¢ys),
55.2 (Cysera), 60.7, 60.9, 61.0 (2Cp aser, Capro), 170.3,171.2,172.1,174.0,174.1,
174.1,174.3,174.4, 174.6 (CO).

Synthesis of Ac-Cys-Ala-Ser-Ser-Pro-Cys-CONH, (31)

HoN
HS e}
NH
Ho_ O
H 0 H 0O "
N N N
A AR
OHS/ @) ~oH @)
31

The synthesis was carried out following the above mentioned general
procedure for preparing peptides by SPPS.
The peptide sequence was obtained using the synthesizer. The peptide

acetylation, cleavage and purification was carried out using the general
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procedure for peptides which incorporates Cys residues to obtain compound
31.

HRMS (ESI+) (m/z): calcd. for CiHigN;OsS,* [M+H]*: 608.2167, found:
608.2177, calcd. for C2;H37N7NaOsS,* [M+Na]*: 630.1986, found: 630.2002.

Semi-preparative HPLC: T, = 19.42 min. Isocratic method.

Time (min)  Flow (mL/min) | Acetonitrile (%) Water+0.1%
TFA (%)

H NMR (D;0) 6 (ppm): 1.44 (d, J=7.5 Hz, 3H, CHs ai), 1.92-2.15 (m, 6H, Hp

pro, 2Hy pro, NHCOCH;), 2.25-2.45 (m, 1H, Hg pro), 2.80-3.16 (m, 4H, 4Hp acys),
3.71-3.83 (M, 1H, Hspro), 3.82-3.98 (M, 5H, Hs pro, 4Hp 2ser), 4.34-4.45 (m, 1H,
Ho aia), 4.44-4.58 (M, 4H, Ho pro, 2Ho 2¢ys, Ha ser1), 4.82 (t, J=6.2 Hz, 1H, Ho ser2).
'H NMR (H20/ D;0) 6 (ppm): 7.12 (s, 1H, NH,), 7.47 (s, 1H, NH,), 8.12-8.22
(m, 2H, NH ser1, NH ser2), 8.23-8.33 (m, 2H, NH ¢ys1, NH ¢ys2), 8.46 (d, J=5.9 Hz,
1H, NH ap).

13C NMR (D;0) 6 (ppm): 16.4 (CHs ai), 21.7 (NHCOCHs3), 24.6 (C, pro), 25.2,
25.3 (2Cp a¢ys), 29.3 (Cpero), 48.1 (Cspro), 49.9 (Co ata), 53.6 (Coser2), 55.3, 55.3,
55.5 (Cq ser, 2Cq 2¢ys), 60.6, 60.9, 61.0 (Cy pro, 2Cp 25er), 170.2, 171.4, 172.2,
174.2,174.2, 174.3,174.9 (CO).
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Synthesis of Ac-Cys-Ala-Ser(B-O-D-Glc)-Ser-Pro-Cys-CONH; (32)

H,N
HS\‘gzo
NH
HO. O
0 L0
AcHN N N\)
y o o
HS 0
Ho OFoH
Ho ©OH
32

The synthesis was carried out following the above mentioned general
procedure for preparing glycopeptides by SPPS.

After incorporation of the first Ser to the peptide chain, the resin was
removed from the synthesizer. The coupling was carried out manually
according to the general protocol with 2 equivalents of compound 33 (131
mg). Next, the resin was again incorporated into the synthesizer to complete
the peptide sequence. Once incorporated the six amino acids, the last Cys
was acetylated by treating the resin with 2 mL of pyridine and 1 mL of Ac,0.
Finally, the acetates were removed and held on cleavage and purification of
glycopeptide using the methodology set out above for peptides which
incorporates Cys residues, to obtain compound 32.

HRMS (ESI+) (m/z): calcd. for CasHasN7014S,* [M+H]*: 770.2695, found:
770.2661, calcd. for CsHazN7NaO14S,* [M+Na]*: 792.2515, found 792.2477.

Semi-preparative HPLC: T, = 22.52 min. Gradient method.
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Time (min) Flow (mL/min) Acetonitrile (%) Water+0.1%
TFA (%)

25 10 11 89

'H NMR (D,0) & (ppm): 1.30 (d, J/=7.2 Hz, 3H, CH3 12), 1.78-2.02 (m, 6H, Hgpro,
2H,pro, NHCOCHs), 2.13-2.27 (m, 1H, Hppro), 2.68-2.90 (m, 4H, 4Hp 2cys), 3.10-
3.22 (m, 1H, Has), 3.21-3.29 (m, 1H, Has), 3.30-3.45 (m, 2H, Hss Hss), 3.52-3.62
(m, 1H, Hgs), 3.62-3.69 (m, 1H, Hspro), 3.68-3.76 (M, 3H, Hspro, 2Hg ser2), 3.77-
3.84 (m, 2H, Hes, Hp ser1#), 4.08 (dd, J/=10.6, 5.3 Hz, 1H, Hgsert+), 4.25 (q, J=7.2,
7.1, 7.1 Hz, 1H, Hoaia), 4.31-4.45 (m, 4H, His, Ho pro, 2Ho 2¢ys), 4.53 (t, J=5.0 Hz,
5.0, 1H, He ser1#), 4.68-4.75 (m, 1H, Hq ser2). *H NMR (H,0/D,0) (9:1) & (ppm):
7.11 (s, 1H, NH,), 7.47 (s, 1H, NH,), 8.21 (d, J=7.0 Hz, 1H, NH se1), 8.24 (d,
J=7.1Hz, 1H, NH ¢ys1), 8.29 (d, J=7.4 Hz, 1H, NH ¢,s2), 8.33 (d, J=7.0 Hz, 1H, NH
ser1), 8.43 (d, J=5.8 Hz, 1H, NH ap).

3C NMR (D,0) & (ppm): 16.4 (CH3 i), 21.7 (NHCOCHs), 24.6 (Cypro), 25.1, 25.4
(2Cpacys), 29.3 (Cpero), 48.1 (Cspro), 49.9 (Caaia), 53.4 (Caserr#), 53.6(Casera), 55.3,
55.4 (2Cy 2¢ys), 60.7, 60.8, 60.8 (Ces, Ca pro, Cpserz), 68.5 (Cpser+), 69.6 (Cas), 73.0
(Cas), 75.6 (C3s), 76.0 (Css), 102.3 (Cs), 170.1,171.0,172.0,174.2, 174.3,174.3,
174.9 (CO).
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Synthesis of Fmoc-L-Ser-OH (34)

e
OAO ©
O'
)

L-Serine (1 g, 9.51 mmol) was dissolved in H,0 (25 mL) and NaHCOs (1.60 g,

19.03 mmol) was then added. The resulting mixture was stirred at room
temperature until complete dissolution was achieved. The reaction mixture
was diluted with acetonitrile (50 mL), followed by the addition of Fmoc—OSu
(4.81 g, 14.27 mmol). The white suspension was stirred vigorously at room
temperature for 48 h. The acetonitrile was removed under reduced pressure
and the aqueous solution was extracted several times with Et,0, followed by
acidification and subsequent extraction with a mixture of CHCls/'PrOH (3:1).
The organic layer was concentrated and the corresponding amino acid (2.80
g, 8.55 mmol) conveniently protected with Fmoc, was dissolved in DMF (15
mL) under an argon atmosphere. Cs,COs3 (4.18 g, 12.83 mmol) was added at
room temperature and stirred for 1 h, followed by the addition of benzyl
bromide (1.22 mL, 10.26 mmol) and stirred at room temperature overnight.
The reaction mixture was poured into a saturated solution of LiBr (100 mL),
extracted with ethyl acetate (50 mL), and washed with water (50 mL) and
brine (25 mL). The organic layer was dried (Na;SO,), filtered and the filtrate
was concentrated in vacuum. The residue was purified by a silica gel column
chromatography (hexane/ethyl acetate, 1:1) to give compound 34 (2.56 g,

overall yield, 65%) as a white solid.
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Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.B!

Synthesis of Fmoc-L-Ser-[B-O-D-Glc(OBz,)]-OBn (35)

Silver triflate (254 mg, 0.99 mmol) was added under inert atmosphere over
a suspension of Fmoc-L-Ser-CO2Bn (34) (250 mg, 0.6 mmol) in dry CH,Cl, (4
mL) with molecular sieve (4 A). The mixture was stirred at -30 °C and then a
solution of 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-D-glucopyranosyl bromide (552 mg,
0.84 mmol) in dry CH,Cl, (4 mL) was added. The mixture was stirred at this
temperature for 1 h and then it was left to reach room temperature, stirring
was continued for another 14. The oil was filtered to remove the sieves and
washed with saturated NaHCOs (1 x 10 mL). The organic phase was dried over
anhydrous Na,SO,, filtered and concentrated. The resulting residue was
purified by a column chromatography on silica gel eluting with ethyl
acetate/MeOH (95:5) to obtain 251 mg (42%) of Fmoc-L-Ser [B-O-D-
Glc(OBz4)]-CO,Bn as a white solid.

HRMS (ESI+) (m/z): caled. for CsoHsoNO1s* [M+H]*: 996.3153, found:
996.3150.
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'H NMR (CDCls) & (ppm): 3.92 (dd, J=10.3, 3.1, 1H, Hgser), 4.01 —4.14 (m, 2H,
CH tmoc, Hss), 4.21 (dd, J=10.4, 7.3, 1H, CH2 fmoc), 4.28 — 4.47 (M, 3H, CH; fmoc,
Hg ser, Hes), 4.48 —4.55 (m, 1H, Hqser), 4.62 (dd, J=12.1, 3.1, 1H, Hes ), 4.77 (d,
J=7.8, 1H, His), 5.04 — 5.20 (m, 2H, CH2 ), 5.43 —5.51 (m, 1H, Hys), 5.64 (dd,
J=19.6, 9.4, 2H, Hgs), 5.82 —5.96 (m, 1H, Hss), 7.16 — 7.62 (m, 23H, arom), 7.70
—8.08 (m, 10H, arom).

13C NMR (CDCl3) 6 (ppm): 47.1 (CH fmoc),54.4 (Caser), 63.0 (Ces), 67.0(CHz fmoc),
67.5(CH28n), 69.5, 69.6(C ser, Cas), 71.8 (Cas), 72.3(Css), 72.6 (Css), 101.4 (Cys),
120.0, 120.0, 120.0, 124.7, 125.1, 125.2, 127.1, 127.6, 127.77, 127.8, 128.2,
128.3, 128.4, 128.4, 128.6, 128.8, 129.3, 129.5, 129.8,129.8, 129.8, 133.2,
133.3,133.5, 135.2, 141.3, 141.3, 143.7, 143.9 (arom), 155.91, 165.1, 165.2,
165.8, 166.1, 169.3 (6CO).

Synthesis of Fmoc-L-Ser-[B-O-D-Glc(OBzs)]-OH (33)

A solution of compound 35 (250 mg, 1.10 mmol) in dry MeOH/CH,Cl, (7:3)
(10 mL) was hydrogenated at atmospheric pressure, using platinum on
carbon (20%) as a catalyst (25 mg), vigorously stirring at room temperature

for 30 min. The catalyst was filtered off through Celite and the solvent was
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removed, to obtain 205 mg (90%) of compound 33. The residue was used for
SPPS without further purification.

HRMS (ESI+) (m/z): caled. for Cs;HagNO1s* [M+H]*: 906.2756, found:
906.2757, calcd. for Cs;HasNNaO14* [M+Na]*: 928.2576, found 928.2572.
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8.5. Experimental section of chapter 6.

Synthesis of Ac-Gly-Gly-Thr(a-O-D-GalNAc)-Gly-Gly-CONH; (36)

HO OH

o]
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H N :I;H/H 2
N g N NH

36

The synthesis was carried out following the above mentioned general
procedure for preparing glycopeptides by SPPS.

After the incorporation of the second Gly to the peptide chain, the resin was
removed from the synthesizer. The coupling was carried out manually
according to the general protocol with 2 equivalents of compound 38 (184
mg). Next, the resin was again incorporated into the synthesizer to complete
the peptide sequence. Once incorporated the five amino acids, the last Gly is
acetylated by treating the resin with 2 mL of pyridine and 1 mL of Ac,0.
Finally, the acetates were removed and held on cleavage and purification of
glycopeptide using the methodology set out above, to obtain compound 36.
HRMS (ESI+) (m/z): caled. for CiHs3gN;O1" [M+H]*: 592.2573, found:
592.2555.

Semi-preparative HPLC: T, = 8.95 min. Gradient method.

Time (min) Flow (mL/min) Acetonitrile (%) Water + 0.1%
TFA (%)
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'H NMR (D;0) & (ppm): 1.30 (d, 3H, J=6.5 Hz, CHs ), 2.05 (s, 3H, COCHs),
2.08 (s, 3H, COCHs), 3.75-3.79 (m, 2H, 2Hg), 3.89-4.13 (m, 12H, 4 CH; g, H,,
Hs, Ha, Hs), 4.38-4.52 (m, 1H, Hg i), 4.65 (d, 1H, J=2.2 Hz, Hy 1), 4.96 ppm
(d, 1H, J=3.8 Hz, H1); *H NMR (H,0/ D,0) 6 (ppm): 7.94 (d, 1H, J=9.6 Hz, NH
Galnac), 8.32-8.47 (m, 3H, 3NH ¢y), 8.40 (d, 1H, J=7.6 Hz, NH 1), 8.51-8.53
ppm (m, 1H, NH gya).

13C NMR (D;0) 6 (ppm): 21.0 (CHs i), 24.6, 25.3 (2 COCHs), 44.7, 45.4, 45.5
(4CH; a)y), 52.9 (C2), 60.5 (Cq Thr), 64.5 (Cs), 70.5 (C3), 71.7 (Ca), 74.1 (Cs), 78.1
(Cp hr), 101.8 (C4), 174.4,175.0, 175.7, 177.2, 177.5, 178.1 ppm (7CO).

Synthesis of Ac-Gly-Gly-Ser(a-O-D-GalNAc)-Gly-Gly-CONH, (37)

HO _OH

o
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The synthesis was carried out following the above mentioned general
procedure for preparing glycopeptides by SPPS.

After incorporation of the second Gly to the peptide chain, the resin was
removed from the synthesizer. The coupling was carried out manually
according to the general protocol with 2 equivalents of compound 39 (181
mg). Next, the resin was again incorporated into the synthesizer to complete
the peptide sequence. Once incorporated the five amino acids, the last Gly

was acetylated by treating the resin with 2 mL of pyridine and 1 mL of Ac;0.
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Finally, the acetates were removed and held on cleavage and purification of
glycopeptide using the methodology set out above, to obtain compound 37.
HRMS (ESI+) (m/z): calcd. for CiiH3eN;O1* [M+H]*: 578.2344, found:
578.2415.

Semi-preparative HPLC: T, = 8.85 min. Gradient method.

Time (min) Flow Acetonitrile Water + 0.1% TFA
(mL/min) (%) (%)

'H NMR (D;0) & (ppm): 2.04 (s, 3H, COCHs), 2.07 (s, 3H, COCHs), 3.74-3.79
(m, 2H, 2Hg), 3.80-4.07 (m, 13H, 4 CH: gy, 2Hp ser, H3, Ha, Hs), 4.13-4.28 (m,
1H, H,), 4.71 (“t”, 1H, J=4.6 Hz, H, Ser), 4.90 ppm (d, 1H, J=3.6 Hz, H1); H
NMR (H,0/ D;0) & (ppm): 7.97 (d, 1H, J=9.3 Hz, NH cainac), 8.30-8.45 (m, 3H,
3NH a1), 8.47 (d, 1H, J=7.4 Hz, NH s¢/), 8.56-8.63 ppm (m, 1H, NH ciya).

13C NMR (D,0) & (ppm): 24.6, 25.0 (2 COCHs), 44.8, 45.3, 45.5, 45.6 (4CH; ay),
52.7 (C2), 56.6 (Cq ser), 63.9 (Ce), 69.9 (Cp ser), 70.5 (C3), 71.4 (C4), 74.3 (Cs),
100.6 (C1), 174.5, 174.5, 174.8, 175.3, 177.0, 177.4, 177.9 ppm (7CO).
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Synthesis of a-D-Tri-O-acetyl-2-azido-1-bromo-2-desoxygalactopyranose

(40)

AcO —~OAc
(0]
AcO
N3
Br
40

A solution of 3,4,6-tri-O-acetyl-D-galactal (5.00 g, 18.60 mmol) in CH3zCN (80
mL) was added dropwise over 5 min to a vigorously stirred mixture of solid
sodium azide (1.79 g, 27.5 mmol) and solid ceric ammonium nitrate (CAN,
30.20 g, 55.1 mmol) at -20 °C. After stirring for 10 h, the reaction was
guenched by adding cold Et,0 (50 mL) and water (50 mL). The organic layer
was separated and washed with ice-cold water (3 x 50 mL) and dried
(MgS0Q,). Evaporation of the solvent left a crude azidonitration reaction
product mixture, which was purified by a flash chromatography
(hexane/ethyl acetate, 3:2), giving 5.00 g (72%) of a yellow syrup.

The above compound (5.00 g, 6.68 mmol) was treated with a suspension of
LiBr (5.56 g, 64.05 mmol) in CHsCN (50 mL) at 25 °C for 8 h. The reaction
mixture was diluted with CH>Cl, (100 mL) and water (2 x 50 mL) and the
organic phase was concentrated. The crude was purified by a flash
chromatography (hexane/ethyl acetate, 8:2 to 6:4), giving 3.50 g (70%) as a
syrup.

Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.
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Synthesis of Fmoc-L-Thr(a-O-D-tri-O-acetyl-2-azido-2-

desoxygalactopiranosyl)-O'Bu (41a)

AcO OAC
L
AcO
N3
O u“\

FmocHNY ~CO,'Bu

41a

Activated 4 A molecular sieve and N-[(9H-fluoren-9-ylmethoxy)carbonyl]-L-
threonine tert-butyl ester (345 mg, 0.86 mmol) were stirred in a mixture of
dry toluene (5 mL) and dry CH,Cl, (8 mL) for 1 h at room temperature under
Ar and in the absence of light. After cooling the mixture to 0 °C, Ag,COs (263
mg, 0.95 mmol) was added followed by AgClO, (23 mg, 0.11 mmol) dissolved
in toluene (3 mL). The mixture was stirred for 30 min at 0 °C. A solution of
compound 40 (342.15 mg, 0.87 mmol) in toluene (10 mL) and CHCl,, (10 mL)
was added dropwise to the mixture. After stirring overnight at room
temperature, the mixture was diluted with CH,Cl, and filtered through Celite.
The filtrate was extracted twice with a saturated NaHCOs solution (2 x 200
mL) and twice with H,O (2 x 200 mL). The solvents were removed and the
crude was purified by a silica gel column chromatography (toluene/ethyl
acetate, 7:3) to give a mixture 9:1 of a/B anomers, followed by other silica
gel column chromatography (hexane/ethyl acetate, 7:3) to obtain compound
41a (620 mg, 83%) as a white solid.

Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.




8. Supplementary information

Synthesis of Fmoc-L-Thr(a-O-D-tri-O-acetyl-N-acetylgalactosaminyl)-O'Bu
(42)

AcO OAc
(o)
AcO
AcHN
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FmocHNY ~CO,'Bu

42

To a solution of compound 41a (376 mg, 0.53 mmol) in THF/AcOH/Ac,0 (15
mL, 3:2:1) cooled to 0 °C, Zn (429 mg, 6.56 mmol) and 0.8 mL of a saturated
CuSO4 aqueous solution were added. The mixture was stirred for 1 h. After
filtration, the solvent was removed in vacuum and the residue was purified
by a silica gel column chromatography (ethyl acetate/hexane, 7:3) to give
compound 42 (345 mg, 89%) as a white solid.

Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.l

Synthesis of Fmoc-L-Thr (a-O-D-tri-O-acety-N-acetylgalactosaminyl)-OH (38)

AcO OAc
%g
AcO
AcHN
o ..

FmocHN CO,H

38

A solution of compound 42 (580 mg, 762 umol) in a mixture 1:1 CH,Cl,/TFA
(6 mL) was shaken at 25°C. After stirring for 1 h, the solvent was removed

and the crude product was purified by silica gel column chromatography
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(CH,Cl2/MeOH, 9:1, 0.1% AcOH) to afford compound 38 (300 mg, 94%) as a
white solid.
Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.[

Synthesis of Fmoc-L-Ser(a-O-D-tri-O-acetyl-2-azido-2-

desoxygalactopyranosyl)-O'Bu (43a.)

AcO OAc
(e}
AcO
N3
(0]

FmocHN” ~CO,'Bu

430

N-[(9H-Fluoren-9-ylmethoxy)carbonyl]-L-serine tert-butyl ester (650 mg,
1.70 mmol) and activated 4 A molecular sieves were stirred in a mixture of
dry toluene (10 mL) and dry CH,Cl, (16 mL) for 1 h at room temperature under
Ar and exclusion of light. After cooling the mixture to O °C, Ag,COs (514 mg,
1.86 mmol) was added followed by AgClO4 (45 mg, 0.22 mmol) dissolved in
toluene (6 mL). The mixture was stirred for 30 min at 0 °C. A solution of
compound 40 (668 mg, 1.70 mmol) in toluene (20 mL) and CH,Cl;, (20 mL)
was added dropwise to the mixture. After stirring overnight at room
temperature, the mixture was diluted with CH,Cl;, and filtered through
Celite. The filtrate was extracted twice with a saturated NaHCOs solution (2
X 200 mL) and twice with H,0 (2 x 200 mL). The solvents were removed and
the crude was purified by a silica gel column chromatography (toluene/ethyl

acetate, 7:3) to give a mixture 9:1 of a/B anomers, followed by other silica
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gel column chromatography (hexane/ethyl acetate, 7:3) to obtain compound

43a (805 mg, 68%) as a white solid.

Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.[

Synthesis of Fmoc-L-Ser(a-O-D-tri-O-acetyl-N-acetylgalactosaminyl)-O'Bu

(44)
AcO OAc
%;
AcO
AcHN
(e}

FmocHNY ~CO,'Bu

44

To a solution of compound 43a (805 mg, 1.08 mmol) in THF/AcOH/Ac,0 (30
mL, 3:2:1) cooled to 0 °C, Zn (918 mg, 14.03 mmol)) and 1.7 mL of a saturated
CuSO4 aqueous solution were added. The mixture was stirred for 1 h. After
filtration, the solvent was removed in vacuum and the residue was purified
by a silica gel column chromatography (ethyl acetate/hexane, 7:3) to give
compound 44 (690 mg, 84%) as a white solid.

Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.[
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Synthesis of Fmoc-L-Ser(a-O-D-tri-O-acetyl-N-acetylgalactosaminyl)-OH (39)

AcO _oAc

(0]
AcO
AcHN

(0]

FmocHN™ "CO,H

39

A solution of the compound 44 (690 mg, 0.95 mmol) in a mixture 1:1
CH,Cl/TFA (8 mL) was shaken at 25°C. After stirring for 1 h the solvent was
removed, and the crude product was purified by a silica gel column
chromatography (CH,Cl,/MeOH, 9:1, 0.1% AcOH) to afford compound 39
(610 mg, 96%) as a white solid.

Its physical properties and spectroscopic data are described in the

literature.l
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8.6. 1D- and 2D-NMR spectra. 2D-NOESY spectra and build-up curves
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2D NOESY of compound 1 (298 K, pH = 5.7, mixing time 800 ms)
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Build-up curves obtained for compound 1
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2D NOESY of compound 2 (298 K, pH = 5.8, mixing time 800 ms)
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Build-up curves obtained for compound 2
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2D NOESY of compound 3 (298 K, pH = 5.9, mixing time 800 ms)

8. Supplementary information

i
]
. '
'
1]
»
L]
L -’
L] A .. - -
¢ o a 9 #
f e
j i
£y ; ’ &
» ] y
?:5 7.0 6.5 6‘.0 515 50 4.5 4:0 3:5 3.0 25 2:0 115 1:0
Amide region (ppm)
[ (1.0
- & |
r1.5
e L B
< :2.0
¥ 25
3.0
r3.5
- . 40 E
I &
o s 2
- 5.0
}5.5
“ 160
: les
- I L7
| 0
- Y} |17s

76 74 72 7.0 6.

(ppm)

4.0

4.5

5.0
5.5
6.0
6.5
F7.0
-7.5

(ppm)



8. Supplementary information

Build-up curves obtained for compound 3
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2D NOESY of compound 4 (298 K, pH = 5.7, mixing time 800 ms)
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Build-up curves obtained for compound 4
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Compound rac-10
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Compound 21
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Compound 23
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2D NOESY of compound 30 (298 K, pH = 5.2)
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2D NOESY of compound 31 (298 K, pH = 5.1)
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Compound 32
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2D NOESY of compound 32 (298 K, pH = 5.4)
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2D NOESY of compound 36 (298 K, pH = 5.1)
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8.7. X-Ray diffraction
Molecular and crystal structure analysis of Piv-(R,S)-ceSer-[B-O-D-Glc(Bzs)]-

NHMe (22)
ar :
o ? ~ %
“\‘: )./
OBz @
Ny
BzO O 0o NHPiv % .
: OBZ(CONHM& \a L? ‘:I/ @ il
P / \:7'/&\\\; )‘Li "‘
22 =X P G Ll & o

X-Ray diffraction analysis.”! Crystal data for compound 22: C47Hs5oN,012, My
= 834.89, colourless prism of 0.25 x 0.25 x 0.22 mm, T = 173 K, monoclinic,
space group P2:/c, Z =2, a = 13.5848(4) A, b = 11.7140(3) A, ¢ = 14.9527(4)
A, B=112.8678(10)°, V = 2192.44(10) A3, dcaic = 1.265 g cm3, F(000) = 884, A
=0.71073 A (Mo, Ko), 4 =0.091 mm™, Nonius kappa CCD diffractometer, 6
range 3.43-28.15°, 18857 collected reflections, 9792 unique, full-matrix
least-squares (SHELXL97),!®! R; = 0.0535, R, = 0.1128, (R; = 0.0874, ®R; =
0.1302 all data), goodness of fit = 1.014, residual electron density between

0.23 and —0.245e A, Hydrogen atoms fitted at theoretical positions
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Molecular and crystal structure analysis of compound 28

0Bnogn

(0]

BnO

O,N
® °

,NHPiv
N

o
MeHNOC

28

X-Ray diffraction analysis.! Crystal data for compound 28-Et,0: CagHesN4O11,
M,, =889.08, colourless prism 0of 0.27 x 0.15x0.12 mm, T =173 K, monoclinic,
space group P21, Z =2, a =12.2297(6) A, b = 15.0023(8) A, c = 13.3856(5) A,
B =98.902(3)°, V=2426.3(2) A, dcarc = 1.217 g cm3, F(000) = 956, 1= 0.71073
A (Mo, K,), 2= 0.086 mm™, Nonius kappa CCD diffractometer, & range 2.05-
28.08°, 21769 collected reflections, 5820 unique, full-matrix least-squares
(SHELXL97),B% R; = 0.0618, ®R, = 0.0990, (R1 = 0.1254, ®R, = 0.1166 all data),
goodness of fit = 1.047, residual electron density between 0.293 and —0.179%e

A3. Hydrogen atoms fitted at theoretical positions.
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La mayor parte de los anexos que se presentan a continuacidon son un
extracto de la Tesis Doctoral de Nuria Martinez Sdez. Se han querido afiadir
para facilitar la lectura de este trabajo de investigacién.

Anexo l. Sintesis de péptidos y glicopéptidos en fase sélida

Hasta principios de los afios 60 la sintesis peptidica fue llevada a cabo en
disolucién, fue entonces cuando Merrifield™ describié por primera vez el
concepto de sintesis en fase sdélida. Desde entonces, dicha metodologia ha
ido ganando importancia a lo largo de las ultimas décadas y en la actualidad
es el método mas utilizado para la sintesis de péptidos y proteinas en el
laboratorio.

Mediante esta sintesis los aminoacidos permanecen unidos covalentemente
a un soporte sélido insoluble, mientras se produce el crecimiento secuencial
de la cadena peptidica. Una vez obtenida la secuencia, el péptido es liberado.
El primer residuo que se acopla a dicho soporte, que suele ser una resina
polimérica, lo hace mediante un enlace tipo éster o amida entre su grupo
carbonilo y la resina. Posteriormente, la cadena peptidica va
incrementandose desde el extremo del grupo carbonilo (C-terminal) al grupo
amino (N-terminal) mediante la adicién sucesiva de aminodcidos, los cuales
presentan el grupo acido libre, mientras que las cadenas laterales y el
extremo amino se encuentran protegidos. Asi, una vez que el primer residuo
se encuentra unido a la resina, el grupo protector de su extremo amino es
eliminado selectivamente. Posteriormente, se lleva a cabo el acoplamiento
con el siguiente aminoacido N-protegido. Dichos acoplamientos peptidicos
se realizan utilizando exceso de aminoacido, el cual se encuentra
previamente activado mediante agentes de acoplamiento (figura 1), que lo

hacen susceptible de reaccionar con el amino libre de la cadena del péptido
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creciente. Estos ciclos de acoplamiento y desproteccidon se repiten hasta
obtener la secuencia deseada.

Una vez completada la secuencia peptidica, los grupos protectores de las
cadenas laterales son eliminados, generalmente, al mismo tiempo que se

produce el cleavage o liberacion del péptido del soporte sélido (esquema 1).

\ N \
OH OH
HOBt HOAt
MeN . NMe Me2N . NM
Y 2 ﬁf/ €2
N, ~(BF - XN .
N PFEGRO [T P
N NT N
¢ o
HBTU (TBTU) HATU

Figura 1. Principales agentes de acoplamiento utilizados en sintesis en fase sdlida.
NHFmoc—{(Aall)—Cco,H
HaM e FmocHN ) F— _-—.
2 Eo Acoplamiento e _o Desproteccion Ha

Soporte polimérico J

Ciclos de acoplamiento QD meHN—@—COzH

y desproteccion sucesivos

Péptido libre o

HaN—(Baned—Caad)—Caal)—(Aai)—C-oHNH, < Hz”‘(ﬁ)—@_@_@_o

Cleavage y
eliminacién de grupos protectores

Esquema 1.



Las principales ventajas de esta metodologia frente a la sintesis en disolucion

son las siguientes:

e Elrendimiento obtenido es muy elevado, debido a que se utiliza un exceso
de aminodcido. Ademads, los acoplamientos estdan optimizados por
sofisticados agentes de acoplamiento y desproteccion.

e No es necesario llevar a cabo purificaciones de los productos intermedios,
ya que éstas se reducen a procesos de lavado y filtrado de la resina. Asi, el
exceso, tanto del aminoacido como de los reactivos, se separa de los
productos unidos a la resina de una manera sencilla y rapida.

e Se evitan posibles problemas de solubilidad, como los que podemos
encontrar en la sintesis en disolucidon a medida que se va incrementando la
cadena peptidica, ya que los intermedios se encuentran unidos a la resina.
Esta metodologia es idonea para su automatizacién, incrementando la
velocidad de los procesos sintéticos. Por ello, se han disefiado sintetizadores
peptidicos automadticos, lo cual ha permitido un gran desarrollo de esta
técnica, haciéndola mas predecible y reproducible.

A pesar del gran desarrollo de esta técnica, existen algunos inconvenientes
derivados de este tipo de sintesis. Ejemplos de esto son las diversas
reacciones laterales’*? que pueden producirse durante la sintesis o el
cleavage (liberacién de la resina) del péptido, la desproteccidn parcial del
grupo amino*>* y también es frecuente la obtencién de péptidos de baja
purezay en ocasiones con fallos en la obtencién de su secuencia peptidica,**
especialmente cuando los péptidos comienzan a tener un gran nimero de
aminoacidos. Ello suele ser debido al impedimento estérico y la formacién de

agregaciones intra- e intermoleculares.



Por ello, en los ultimos afios se ha trabajado mucho para mejorar los
problemas derivados de esta metodologia. Se han ido introduciendo
pequenas modificaciones para minimizar las posibles reacciones laterales,
dedicandose grandes esfuerzos para mejorar tanto los grupos protectores!*®
como los métodos de activacién de los diferentes aminodacidos.[”! En este
sentido, han aparecido nuevos y mas sofisticados soportes sélidos!*® y se han
automatizado protocolos.[**!

Por ejemplo, calentar la mezcla de reaccién ha emergido como un pardmetro
adicional en la sintesis en fase sdlida con el fin de reducir dichas
agregaciones; ademas de reducir los tiempos de acoplamiento y mejorar la
eficacia de los acoplamientos. De hecho, durante los afios 90 cuando
comenzé a extenderse el uso de la tecnologia microondas para calentar las
reacciones en sintesis organica como un nuevo parametro para mejorar
tanto la velocidad como el rendimiento de las reacciones. En este sentido,
comenzaron a fabricarse instrumentos de tecnologia microondas destinados
especificamente a la sintesis orgdnica. Erdély and Gogoll demostraron que
este tipo de reactores microondas podian ser utilizados para mejorar la
velocidad y pureza en la sintesis en fase sélida sin dafiar el soporte sélido.?%
Posteriormente, ha quedado demostrado que la velocidad tanto de los
acoplamientos como de las N-desprotecciones, asi como la pureza de los
productos finales ha mejorado notablemente respecto a la sintesis en fase
solida convencional.?!! De este modo, aplicando microondas se ha
conseguido obtener péptidos y proteinas de hasta 109 aminodcidos.
Generalmente, esta técnica usa temperaturas para los acoplamientos entre
50-80 °C, excepto para aminodacidos que presenten riesgos de epimerizacién,

con los cuales se trabaja con temperaturas por debajo de 50 °C. Los agentes



de acoplamiento que se utilizan son los mismos que en sintesis en fase solida
convencional. Sin embargo, es necesario una mayor precaucion durante la N-
desproteccién cuando se calienta con microondas, ya que puede darse
epimerizacién, formacion de aspartimida, B-eliminacion u otras reacciones

laterales no deseadas.!??

Sintesis de glicopéptidos:

La sintesis de O-glicopéptidos puede ser llevada a cabo utilizando las mismas
técnicas que se utilizan en la sintesis en fase sélida, de hecho esta
metodologia es la estrategia mas utilizada y fiable en este tipo de moléculas.
En el esquema 2 se muestra la estrategia utilizada para la incorporacion del
correspondiente glicosilaminoacido en la cadena peptidica mediante la
sintesis en fase sdlida. El procedimiento mas habitual es la formacion del
enlace O-glicosidico entre el carbohidrato y el grupo hidroxilo de la Ser o la

Thr seguida de su incorporacion a la cadena peptidica creciente.



9. Anexos

NHFmoc—(Aalll—co.H
WNAQ) ———— PG ——————— D)
y Acoplamiento Desproteccion
: l
Soporte polimérico [ k ]
Aminodcido glicosilado
Acoplamiento fuera
del sintetizador
Ciclos de acoplamiento /™ FmocHN—{_Aa -co.H
y desproteccion sucesivos  \.™ )
Acoplamiento
Desproteccion de los grupos
OH del carbohidrato
HO
—\ -0
Péptido libre o
— 1" -
HN—(Aal—(aad— (A (al-Commk, ~———  wn—{Aad—(AaD G GaB—Q

Cleavage y
eliminacion de grupos protectores

Esquema 2.

Habitualmente este procedimiento se lleva a cabo fuera del sintetizador, con
el fin de minimizar el ndmero de equivalentes de building block y
aumentando los tiempos de reaccién.

Esta estrategia requiere rutas efectivas de glicosilacién de los aminodcidos
gue serdn utilizados como building blocks. La sintesis de los building blocks
necesarios para la utilizacidon de la estrategia Boc ha sido optimizada con
éxito.”® Sin embargo, el tratamiento repetido con TFA para las
desprotecciones, seguido del uso de fluoruro de hidrogeno para la liberacién
del péptido de la resina, conduce a una pérdida de una pequefia fraccion de
carbohidrato. En cambio, los aminoacidos protegidos con Fmoc/terc-Bu

proporcionan una ruta mas sencilla para la sintesis de O-glicopéptidos. Este



método es mas suave, demostrandose que bases como la piperidina y la DBU
no causan p-eliminacién?” o epimerizacién de los estereocentros de la serina
y treonina glicosiladas del péptido durante la desproteccion del Fmoc.

Los grupos hidroxilo del carbohidrato suelen estar protegidos como acetatos
o benzoatos. Una vez que la sintesis del glicopéptido ha terminado, estos
ésteres se hidrolizan en condiciones bdsicas. La hidrdlisis de los acetatos
suele ser un proceso mas facil, sin reacciones laterales,?>?! mientras que la
de los benzoatos requiere una mayor concentracién de base, pudiendo dar
lugar a productos no deseados.

Actualmente, la sintesis del building block, mediante la O-glicosilacién de
aminodcidos protegidos con Fmoc, y su posterior incorporacion en la
secuencia peptidica, usando la sintesis en fase sdlida, supone la ruta mas
eficiente para la preparacién de O-glicopéptidos. Ademds, esta sintesis
puede ser llevada a cabo igualmente utilizando la tecnologia
microondas. 2728

En cuanto a la formacién del enlace glicosidico, para la obtencion de los

s.[29331 A continuacidn, se

building blocks existen diversas metodologia
describirdn algunas de las metodologias mas habituales para la formacion del

enlace B-O-glicosidico, con glucosa.

Metodologia de Koenigs-Knorr

El método Koenigs-Knorr es uno de los procedimientos mas antiguos de
glicosilacion.* Se basa en el empleo de haluros derivados de carbohidratos,
como grupos dadores, y del alcohol correspondiente, como grupo aceptor.

Existen diversas variaciones de esta metodologia, pudiendo obtenerse



aminodacidos a o B glicosilados en funcidon de los grupos protectores vy
reactivos utilizados.

Una modificacién de esta metodologia se ha utilizado en la presente Tesis
para la obtencién mayoritaria del anémero B.* Dicha metodologia emplea
bromuros de glicopiranosilo y sales de plata para la sintesis de los
correspondientes glicopéptidos, se utilizé por su sencillez desde el punto de

vista metodoldgico (Esquema 3).

OBz
o)
HO o8z AgTfO, CH,CI "820
’ 2v12
. HNjﬁ(OH + Bg‘g&% -30°C 1h,25°C,12 h Bz00
mocC <
H BzO g, 50% / OH
o) FmocHN 6
o)
Esquema 3.

Conviene destacar que utilizando esta metodologia, como en la mayoria de
las reacciones de glicosilacién, la estereoquimica resultante en el centro
anomeérico viene determinada por la naturaleza del sustituyente en el C2.
Cuando el oxigeno unido al C2 estd protegido con un grupo alquilo o bencilo
el efecto anomérico es el que domina y se forma preferentemente el
andmero o (esquema 4a). La misma configuracion se obtiene con “2-
desoxiglicosil-dadores”. Sin embargo, cuando la posicion C2 estd ocupada
por un grupo como un éster (esquema 4b), un feniltio, o un grupo fenilseleno,
la estereoquimica obtenida (o o 3) es la contraria a la del sustituyente en C2
y el producto formado es el 1,2-trans.*® Esto es debido a la ayuda

anquimérica que ofrece el grupo en el C2.



a) OR R{OH, OR
RO o x _sales de plata RO o
RO RO
RO 6 sales de mercurio ROOR
6 acido de Lewis !
X=Cl, Br
b) OR R4OH, OR
RO o sales de plata RO o
RO X — . RO OR4
RO 0 sales de mercurio RO
X = Cl, Br 6 acido de Lewis o
B-glicésido
R = acil

Esquema 4.

Meétodo del tricloroacetimidato

Las sintesis de glicdsidos basadas en imidatos O-glicosilados, especialmente
tricloroacetimidatos (denominada a menudo “glicosidacion de Schmidt”), es
probablemente una de las estrategias sintéticas desarrolladas hasta la fecha
mas populares. Este procedimiento de glicosilacién a través del intermedio
tricloroacetimidato (esquema 5), introducido por Schmidt y col.2”) en 1980,
es un método muy potente y ha sido ampliamente utilizado en la sintesis de

moléculas complejas.

OR R;,OH, OR
0 BF- 0
o 6 TMSOTT RO
NH
Esquema 5.
Estos tricloroacetimidatos O-glicosilados muestran unas excelentes

propiedades como dadores en términos de facilidad de preparacion,



reactividad y aplicabilidad general. Normalmente, se obtienen buenos
rendimientos y una alta estereoselectividad en los productos de reaccién. La
configuraciéon del centro anomérico en el glicésido resultante viene
determinada por la configuracion anomérica del tricloroacetimidato O-
glicosilado (inversidn o retencién), la asistencia anquimérica, la influencia del
disolvente y/o efectos termodinamicos o cinéticos. Estos compuestos
pueden prepararse facilmente mediante la adicidn, catalizada por base, del
grupo hidroxilo anomérico a CIsCCN en presencia de una base inorgdnica
(NaH) u orgénica (DBU). Estos “glicosil-dadores” se activan mediante acidos,
normalmente 4cidos de Lewis, siendo TMSOTf*! y BFs-Et,0F” los
catalizadores mas comunmente usados. También se investigd AgOTf y
resulté ser un catalizador suave y en algunos casos mas eficiente, sobre todo

en las reacciones de glicosidacion sensibles a TMSOTf.3%

Anexo Il. Técnicas de RMN

Los estudios estructurales de RMN en glicoproteinas constan, en general, de
tres fases. La primera es la adquisicidon de espectros; la segunda consiste en
la asignacion y extraccion de informacidn estructural Gtil y la tercera consiste
en el “modelado” de la molécula, de acuerdo con la informacion
experimental. Estas tres etapas no son totalmente independientes. Asi, a
veces puede ser necesario realizar cdlculos preliminares para ayudar en la
asignacion, o adquirir experimentos en diferentes condiciones para discernir
alguna restriccion que puede resultar clave en el calculo de la/s estructura/s.
Las principales fuentes de informacion estructural de las que disponemos
con la técnica de RMN son las medidas de efecto nuclear Overhauser

(NOE),"% |as constantes de acoplamiento escalar (3J), tanto homo- como



heteronucleares, 3 y los desplazamientos quimicos (3). Los valores de
todos estos parametros obtenidos del espectro son resultado del promedio
de todas las posibles conformaciones presentes en disolucidn.

La principal fuente de informacidn estructural en esta Tesis viene dada por
las distancias obtenidas de los espectros de NOE.[“”! La intensidad del NOE
entre dos protones estd relacionada con la distancia promedio que los
separa. En general, los protones situados a mas de 5 A de distancia
proporcionan una sefial demasiado débil para ser observada. En este trabajo
se llevaron a cabo experimentos 2D-NOESY en una mezcla de H,0/D,0 (9:1)
para poder obtener las distancias interprotdnicas en las que estan
involucrados los protones de las amidas. La manera de obtener las distancias
en los 1D-NOESY es a partir de las curvas de crecimiento NOE, que
representan los valores de NOE para dos protones a distintos tiempos de
mezcla. Estas curvas estan relacionadas con las correspondientes distancias
interprotdnicas,*¥ aplicando la aproximacién de espines aislados (ISPA, del
Inglés: Isolated Spin-Pair Approximation). Por otro lado, el método para
obtener las distancias en un 2D-NOESY es semicuantitativo, por integracién
de los correspondientes picos de cruce en el espectro. De este manera,
obtenemos una gran cantidad de distancias promedio interprotdnicas,

importantes para elucidar la estructura del compuesto.

Patrones NOE caracteristicos

Sin duda alguna, los NOEs secuenciales, es decir NOEs entre los protones de
aminodcidos unidos directamente en la secuencia peptidica, son claves en el
analisis estructural de péptidos y proteinas. De hecho, la observacién de

NOEs NH(i), Ha(i) es caracteristico de conformaciones plegadas tipo hélice a.



Por el contrario, la presencia de un NOE intenso NH(i), Ha(i+1), junto con la
ausencia de NOE NH(i), NH(i+1), sugiere la existencia de conformaciones
extendidas tipo ldmina B.[**! En la figura 2 se recogen algunos de los NOEs

relevantes para el analisis conformacional de péptidos.

Hai-NHH—I
NH-NH,,, b -
1 1 0 O

H Hoo iy 3
B
Ha H (o] Ha H

NH -Ha,

Figura 2. NOEs relevantes en el andlisis estructural de péptidos y proteinas.

Como ya se ha comentado, los datos de RMN representan un promedio de
todas las conformaciones presentes en disolucién. En estos casos no existe
un procedimiento sencillo para determinar sus geometrias y sus poblaciones
relativas. De hecho, la interpretacion directa de NOEs en moléculas flexibles
puede conducir a la determinacién de conformaciones virtuales de alta
energia.*® En este caso es necesaria la utilizacion de célculos
computacionales para explicar correctamente los datos experimentales
provenientes de RMN. En este sentido, la Dindmica Molecular (MD), y en
particular, la MD con restricciones promediadas en el tiempo (MD-tar, del
Inglés molecular dynamics simulations with time-averaged restraints)
permite introducir flexibilidad a la hora de interpretar los datos
experimentales, por lo que ha sido empleada con éxito en numerosos
estudios conformacionales.”*”*8 A continuacién, en el anexo Il se describen

las caracteristicas generales de la MD.



Anexo lll. Calculos de Dinamica molecular (MD)

La MD es una herramienta para el estudio teérico de propiedades dinamicas
de las moléculas que ha tenido un gran desarrollo en el ambito de las
biomoléculas durante la década de los 80. Al igual que en mecdnica
molecular (MM), los dtomos se consideran esferas rigidas con una carga
puntual centrada y los enlaces como muelles. De esta forma, el orden de

enlace estd relacionado con una constante elastica (figura 3).[4>°4

Figura 3. En MM y MD los dtomos son considerados como esferas y los enlaces como

muelles.

Uno de los aspectos mas importantes en este tipo de calculos es el llamado
campo de fuerzas. Este estd formado por las ecuaciones matematicas que
describen la energia del sistema en funcion de las coordenadas atémicas y
por un conjunto de pardmetros necesarios para describir de forma correcta
dicha energia (figura 4). Los pardmetros se obtienen de datos experimentales

(rayos X, IR...) o bien de cdlculos ab initio.
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Figura 4. Ecuacién general de un campo de fuerzas.

oy

Eéngulos

Figura 5. Representacidn de algunas de las energias del campo de fuerzas.



La misidon del campo de fuerzas es deducir la estructura de un amplio
conjunto de moléculas a partir de los datos empiricos de que dispone
(parametros). Es, por tanto, muy importante que el campo de fuerzas elegido
disponga de parametros adecuados para la molécula en cuestién. En nuestro
caso, se usara el campo de fuerzas AMBER,"*? ya que posee los parametros
adecuados para simular correctamente el comportamiento conformacional
de péptidos y proteinas. Ademas, para modelar la parte carbohidrato de los
glicopéptidos, el campo de fuerzas AMBER se complementa con el GLYCAM-
06.53

El método de MD consiste en resolver la ecuacion de movimiento de Newton
para un sistema de particulas. En este caso, la fuerza viene dada por el
gradiente de la energia potencial del sistema con respecto a las coordenadas
atomicas (F=0E/dx;).

Los cdlculos de MD suelen hacerse a temperatura constante y presion
constante. En cuanto al tratamiento del disolvente, en los métodos de MD
existen diversas aproximaciones. Estas van desde considerarlo simplemente
como una constante dieléctrica, usar un modelo de disolvente continuo®® o

icitamente las moléculas de disolvente.®

incluir exp
Cabe destacar que los calculos de MD identifican bastante bien las
conformaciones de baja energia para una molécula dada, pero éstos
generalmente fallan a la hora de predecir sus poblaciones relativas, en
especial cuando se emplea el campo de fuerzas AMBER, que tiende a
sobreestimar la estructura a-hélice para péptidos pequefios.>6°7!

Para mejorar los resultados obtenidos con este método es conveniente
introducir los datos experimentales de los que disponemos como

restricciones promediadas en el tiempo (MD-tar),*®*? con el objetivo de



obtener una distribucion de conférmeros de baja energia capaces de
reproducir de forma cuantitativa los datos de RMN. Asi, este procedimiento
elimina las limitaciones inherentes a ambas técnicas y proporciona un
camino para estudiar la flexibilidad de pequefias moléculas mediante la
interpretacion de los datos de RMN.
Las restricciones estructurales (generalmente distancias H-H y constantes de
acoplamiento ¥J) se introducen en la ecuacién del campo de fuerzas utilizado
en MD para forzar al sistema a ajustarse a estas propiedades, a saltar
barreras de potencial y a explorar mas eficientemente el espacio
conformacional. Asi, la nueva funcidn de potencial consta de dos partes.

ETotal = Vteorico + Vexperimental
La primera parte, Viesrico, €S €l potencial habitual del campo de fuerzas,
mientras que Vexperimentat €S UN potencial que representa la informacion
experimental que se pretende ajustar y que contiene las distintas
restricciones. Este potencial es del tipo:

Vrest = Krest ’ (Rij -R

cuya funcion es obligar a la estructura a

2
experimental )

satisfacer una distancia determinada (Rexperimentar), mediante una penalizacién
energética. Si queremos que las restricciones sean satisfechas no por una
Unica estructura, sino por todas las integrantes de una trayectoria dindmica

en promedio, bastaria por sustituir la ecuacion anterior por:

Vrest = Krest ' (< Rij > - Rexperimental)Z

Dado que los NOEs dependen no de <R> sino de <R®>, la expresidn correcta

para una distancia promediada en el tiempo seria:



A\ -1/6 2
Erest = Krest (< Rij 6> - Rexperimental)
. -1/6
DRt
0
N

-1/6
-6
Ri®) =
En esta expresion:

donde N es el nimero total de frames en la trayectoria. Un frame en MD es
la congelacion de una conformacidn particular, a un tiempo dado, del
conjunto de conformaciones que componen la dindmica completa.

Experimentalmente se ha visto que esta ultima expresién para una distancia
promediada en el tiempo, tiene la desventaja de requerir tiempos de
simulacidn excesivamente largos para garantizar que nuestras restricciones
se satisfacen en promedio por todo el conjunto de estructuras representativo
de la trayectoria. Con objeto de reducir los tiempos de simulacion, la

expresioén utilizada para el promedio de distancias es en realidad:

t -1/6
-6, A(t-tY/7
e ZO:R(t) e
<Rij > - N

En esta ultima expresion, la constante T que aparece en la funcidn

exponencial es un parametro ajustable empiricamente, con objeto de
garantizar una rapida convergencia de las distancias promedio a los valores
experimentales.

Ecuaciones similares pueden deducirse para las restricciones de constantes
de acoplamiento 3/ 4 promediadas en el tiempo (aunque, como es ldgico, en
este caso el promediado es lineal).

Por tanto, la introduccion de restricciones promediadas en el tiempo tiene

en cuenta el hecho de que las restricciones de RMN representan un promedio



entre distintas conformaciones. De esta manera, el sistema no tiene que
satisfacer todas las restricciones simultaneamente en cada instante de la

trayectoria, sino que es el conjunto de estructuras el que lo hace.

Anexo IV. Microcalorimetrias

Conocidas también como Calorimetria Isoterma de Titulacion o ITC (de sus
siglas en inglés Isothermal Titration Calorimetry). Es una técnica usada para
calcular de manera directa los parametros termodindmicos de una
interaccion en disolucién. En la mayoria de los casos, se usa para estudiar la
unién de pequefias moléculas (ligandos) con macromoléculas como por
ejemplo glicoproteinas.[®”

Los parametros termodinamicos que podemos medir con esta técnica son la
constante de afinidad (Ka) (es importante destacar que en realidad se calcula
la constante de disociacion Kad), los cambios de entalpia (AH), asi como la
estequiometria de la interaccion (n), es decir el nimero de ligandos que se
unen a cada glicoproteina. Ademas con estas medidas, también podemos
calcular las variaciones en los valores de la energia libre de Gibss (AG) y de la
entropia (AS), usando la siguiente ecuacion: AG = RTInKa = AH —TAS (donde R

es la constante de los gases ideales y T es la temperatura absoluta)

Instrumental

Un equipo para llevar a cabo microcalorimetrias estd compuesto de dos
celdas idénticas que estan hechas de un material con una alta eficacia para
conducir el calor y que ademas es quimicamente inerte, por ejemplo oro.
Estas celdas se encuentran rodeadas por una camisa adiabatica.l” Otro

componente son los circuitos, se utilizan circuitos termopila/termopar para



detectar las diferencias de temperatura entre las celdas, una tiene agua o
buffer y la otra la macromolécula. Antes de afadir el ligando, se aplica una
potencia constante (menor de 1 mW). De esta manera, un circuito de
retroalimentacién activa un calentador en la celda que contiene la muestra
y también en la celda de referencia. Durante el experimento, el ligando se
valora en la celda de la muestra (receptor) en alicuotas con concentraciones
perfectamente conocidas. Cuando la interaccién entre las dos moléculas
(ligando-receptor) se produce podemos medir si la variacion de calor es
positiva o negativa, dependiendo de la naturaleza de la interaccion. Las
medidas se realiza directamente sobre la potencia de entrada, es decir, el
microcalorimetro mantiene la temperatura constante en ambas celdas, por
lo tanto, si el proceso es exotérmico, la temperatura en la celda aumentara
y entonces el circuito debe disminuir la potencia para que se mantenga la
igualdad de temperatura entre ambas celdas. Si por el contrario el proceso
es endotérmico, la potencia que se aplica debe aumentar.

Las medidas se representan como la potencia necesaria para mantener la
misma temperatura en ambas celdas con respecto al tiempo. Como
resultado, los datos experimentales consisten en una serie de picos de flujo
de calor (que esta relacionada con la potencia), y cada uno de ellos
corresponde a una adicién de ligando. Estos adiciones o pulsos ocurren
durante un tiempo, al final se obtiene una cantidad total de calor
intercambiada por cada alicuota de ligando.

Del patrén de estos efectos de calor, representado como una funcién de la
proporcién molar [ligando]/[macromolécula], se extraen los pardmetros

termodinamicos de la interaccidn que se esta estudiando.



Estudio de microcalorimetria realizado en la presente tesis doctoral

En esta tesis en particular, se ha empleado el equipo Microcal AUTO-ITC200
para medir constantes de disociacién entre los ligandos 36 y 37 y las
macromoléculas SBA y HPA. Todos los experimentos se llevaron a cabo a 25
°C con concentraciones de lectinas entre 10 y 20 uM, y las concentraciones
de glicopéptidos se encontraban entre 300 uM y 1 mM, en 10 nM de Tris, y
a pH 7.5. Para el procesamiento de los datos, integracidn, correccion y

analisis se uso el Origin 7 (Microcal). La estequiometria en este caso fue 1.
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