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CAPITOL 1. INTRODUCCIO

Els péptids s6n un dels principals components dels essers vius. Aquests estan
involucrats en un gran nombre de processos fisioldgics com, per exemple, en la
transmissi6 de senyals extracel-lulars (son neurotransmisors, hormones, o
neuromoduladors) i també en processos de metabolisme i defensa immune. A més
moltes interaccions péptid-proteina estan involucrats en el desenvolupament de
processos patologics.

Les propietats biologiques d’'un péptid venen donades per la seva estructura primaria,
es a dir, la seqlencia d’'aminoacids que el constitueixen. Per0, en realitat de la manera
com es disposin aquests residus en I'espai conformacional dependra la eficacia de la
unié entre el péptid i el receptor, es a dir de la seva estructura secundaria. Aquesta
estructura secundaria o conformacié depén de diferents factors, com poden ser
I'entorn de la moléecula, les interaccions esteriques i electrostatiques entre les cadenes
laterals de l'esquelet peptidic, la configuracié dels diferents residus i la formacié
d’enllagos d’hidrogen intramoleculars.

En els darrers anys hi ha hagut un augment considerable de farmacs peptidics
disponibles, que inclouen un ampli ventall d’indicacions terapéutiques. Es conegut que,
malgrat el gran potencial terapéutic que tenen els péptids, presenten serioses
limitacions, sobretot pel que fa a la seva biodisponibilitat per via oral. Per aquesta rad,
molts esforgos s’han centrat a trobar maneres de reemplagar certes parts dels peptids
biologicament actius per estructures no peptidiques. Aquests compostos que
presenten estructures no peptidiques perd que son capaces de mimetitzar o
antagonitzar I'accié biologica del peptid natural del qual deriven es defineixen com
peptidomimétics. Els peptids en disolucié existeixen com una barreja de conformers en
equilibri. Una de les maneres de obtenir peptidomimétics es la ciclacié' o la introducci6

en el seu esquelet d’aminoacids de conformacio restringida.?

! Hruby, V. J.; Life Science, 1982, 32, 189-199.

2 a) Hugues, J.; Smith, T. W.; Kosterlitz, H. W.; Fothergill, L. A.; Morgan, B. A.; Morris, H. R., Nature, 1975,
258, 577-579. b) Freidinger, R. M.; Veber, D. F.; Perlow, D. S.; Brooks, J. R.; Saperstein, R.; Science
1980, 210, 656-658. c) Freidinger, R. M.; Perlow, D. S.; Veber, D. F.; J. Org. Chem.1982, 47, 104-109. d)
Scott, W. L.; Martynow, J. G.; Huffman, J. C.; O’Donnell, M. J.; J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 7077-7088.
e) Krasavin, M.; Parchinsky, V.; Shumsky, A.; Konstantinov, |.; Vantskul, A.; Tetrahedron Lett. 2010, 51,
1367-1370.



Idealment aquests peptidomimétics mantenen la disposicié en I'espai apropiada dels
grups funcionals essencials pel reconeixement del receptor i a més eviten algunes de
les propietats no desitjades dels péptids.® Degut a la capacitat dels peptidomimétics
per disposar-se de manera semblant al péptid natural al qual imiten, aquests es poden
unir als receptors i enzims desplagant als seus lligands naturals. Es per aixd que els
peptidomimétics poden augmentar els efectes del péptid original (agonistes) o bé
reduir-los (antagonistes).*

Normalment, els peptidomimetics es preparen mantenint la seqiéncia del peptid
natural, alterant minimament el seu entorn amb aminoacids o enllagcos amida
modificats (pseudopeptids) o introduint enllagos no amidics com, per exemple, un
enllag ester (depsipeptids)® o heterocicles com lactams® o espirolactams’ de diferents
mides. Fins i tot pot ser que no tinguin estructura peptidica.® En tots els casos el que
s’aconsegueix es una major resisténcia metabolica ja que aquests peptidomimétics no
son reconeguts per les proteases. A més la modificacié introduida tendeix a reduir la
llibertat conformacional respecte al péptid natural del qual deriven, el que pot fer
augmentar la seva selectivitat front al receptor. A més, els peptidomimétics ens poden
donar informacié de la conformacioé bioactiva del peptid natural (lligand) aixi com
també del seu receptor.®

8 a) Piserchio, A.; Han, Y.; Chorev, M.; Mierke, D. F.; Biopolymers, 2002, 64, 16. b) Goodman, M.; Zapf,
C.; Rew, Y.; Biopolymers, 2001, 60, 229-245.

* Nozawa, D.; Okubo, T.; Chaki, S.; Okuyama, S.; Nakazato, A. Chem. Pharm. Bull. 2007, 55, 1232-1239.
®Li, W.; Schlecker, A.; Ma, D. Chem. Commun., 2010, 46, 5403-5420.

6 Hanessian, S.; McNaughton-Smith, G.; Lombart, H. G.; Lubell, W. D., Tetrahedron, 1997, 53, 12789-
12854,

7 Gutiérrez-Rodriguez, M.; Martin-Martinez, M.; Garcia-Lépez, M. T.; Herranz, R.; Cuevas, F.; Polanco, C.;
Rodriguez-Campos, |.; Manzanares, |.; Cardenas, F.; Feliz, M.; Lloyd-Williams, P.; Giralt, E., J. Med.
Chem., 2004, 47, 5700-5712.

8 Mwakwari, S. C.; Guerrant, W.; Patil, V.; Khan, S. I.; Tekwani, B. L.; Gurard-Levin, Z. A.; Mrksich, M.;
Oyelere, A. K., J. Med. Chem. 2010, 53, 6100-6111.

9 a) Nikiforovich, G. V.; Marshalll, G. R.; Achilefu, S. Chem. Biol. Drug Des. 2007, 69, 163-169. b)
Marshall, G. R. Biopolymers 2001, 60, 246-277.



1.1. Estructures secundaries: girs p i girs y

Sovint els peptids biologicament actius adopten en la seva estructura secundaria
conformacions com girs, que poden augmentar la unié6 amb la diana terapéutica.'® Hi
ha dos tipus de conformacions anomenades girs B i girs 7. Aquestes estructures
secundaries reben el nom de girs perqué provoquen un canvi en la direccié de la
cadena peptidica i s6n aquests els que fan que la molécula sigui més aviat globular
que lineal. A més aquests girs també son presents en proteines als llocs on es
produeixen canvis conformacionals o plegaments. Els residus que formen part d’ells
estan situats a la superficie de les proteines i per tant son importants zones de
reconeixement d’anticossos i també zones d’interaccié amb altres péeptids i proteines o
bé amb el DNA. Es conegut que els aminoacids que formen part d’'un gir § juguen un

paper clau en processos de reconeixement molecular i en determinacié antigenica.

El gir beta va ser identificat per primer cop per Venkatachalam'' I'any 1968 i proposava
la preséncia de 3 tipus diferents de girs B, basant-se en els valors dels angles phi i psi.
Va establir aixi que hi havia girs  de tipus I, Il'i lll i els va diferenciar dels girs amb els
angles phi i psi de signe oposat (imatges especulars) que s’anomenaven I, I’ i 1II’
respectivament. Tots aquests girs formaven un pont d’hidrogen entre el carbonil de
I'aminoacid en posicié (i) i el grup amino del residu en posicié (i+3) formant un
pseudocicle de 10 membres.

Posteriorment, Lewis i col-laboradors' van estudiar els girs B que es trobaven en
diverses proteines i van establir que per a la formacié d’'un gir B calia que: (a) la
distancia entre el Ca del residu (i) i el Ca del residu (i+3) fos menys de 7A i (b) que el
residu (i+1) i (i+2) no es trobin formant part d’'una hélix. Aixi, doncs, un gir B es pot
definir com una regi6 de la proteina que inclou 4 residus consecutius d’'una zona no
helicoidal que provoca un canvi en la direccié d’aquesta cadena i en que la distancia
entre (i) i (i+3) és inferior a 7 A. Aplicant aquests requisits van obtenir un total de 10
tipus de girs beta (I, I, II, IV, 1, 1P, 1V, V, VI, VII).

10 a)Hruby, V. J., Wilkes, B. C., Cody, W. L., Sawyer, T. K., Hadley, M. E., Pep. Protein Rev. 1984, 3, 1-64.
b) Haubner, R.; Gratias, R.; Diefenbach, B.; Goodman, S. L.; Jonczyk, A.; Kessler, H., J. Am. Chem. Soc.
1996, 118, 7461-7472. c) Schumann, F.; Miller, A.; Koksch, M.; Miller, G.; Sewald, N., J. Am. Chem. Soc.
2000, 722, 12009-12010.

" Venkatachalam, C. M. Biopolymers 1968, 6, 1425-1436.

2 Lewis, P. N.; Momany, F. A.; Scheraga, H. A. Biochim. Biophys. Acta 1973, 303, 211-229.



Lewis també va observar que només el 60% dels girs B presentaven el pont d’hidrogen
entre els residus (i) i (i+3) formant un pseudocicle de 10 membres. A vegades també
es pot formar un segon pont d’hidrogen que consolida aquesta estructura. Aquells girs

B que no presenten pont d’hidrogen s’anomenen girs oberts.

Més tard, 'any 1994, Hutchinson i Thornton'™ han suggerit I'existéncia de 9 tipus
diferents de gir beta (LI IL,II'1V, Vla1, Vla2, VIb i VIII) basant-se en els angles phi i psi.
En la seglent taula es mostren els nou tipus de gir beta segons aquesta classificacid
amb els corresponents angles diedres ideals per cadascun d’ells.™

Tipus Angles diedres
de gir B D Vit D Vit

| 60 30 90 0
I’ 60 30 90 0
I 60 120 80 0
Ir 60 120 80 0
Iv 61 10 53 17
Viai 60 120 90
Via2 120 120 60 0
! Vib 135 135 75 160
Vil 60 30 120 120

Taula I. Classificacio dels girs p segons Thornton i Hutchinson.™

Els angles o dels enllagos peptidics son generalment plans i constants, normalment
180° (trans), tot i que en ocasions poden ser de 0° (cis). Una altra caracteristica dels
girs beta es que la longitud de l'enllag C=0O**N-H (3 esta compresa entre 1,8 i 2,5 A.
Els girs B que es troben més freqlentment en la natura son els de tipus |, Il i VIII.
Malgrat que els girs de tipus | representen el 42% dels girs trobat en estructures

cristal-lines de proteines, la majoria dels mimétics de gir p descrits son de tipus Il II'"® |

en menor mesura de tipus 1 o VI.'®

'3 Hutchinson, G.: Thornton, J. M., Protein Science, 1994, 3, 2207-2216

4 Per a classificacions detallades de tipus de girs-B, veure: a)Rose, G. D.; Gierasch, L. M.; Smith, J. A.
Adv. Protein Chem., 1985, 37, 1-109. b) Wilmot, C. M.; Thornton, J. M., Prot. Engineer., 1990, 3, 479-493.
¢) Rotondi, K. S.; Gierash, L. M. Biopolymers (Peptide Science), 2006, 84, 13-22.

15 a) Raghavan, B.; Skoblenick, K. J.; Bhagwanth, S.; Argintaru, N.; Mishra, R. K.; Johnson, R. L., J. Med.
Chem., 2009, 52, 2043-2051. b) Angell, Y.; Burgess, K., J. Org. Chem., 2005, 70, 9595-9598. c¢) Somu, R.
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Figura 1.1. Estructura general d’'un gir-p i d’un gir-y.

D’altra banda, els girs y estan formats per 3 aminoacids generant pseudocicles de 7
membres. En aquest cas es forma un enllag d’hidrogen entre el carbonil del residu (i) i
la amida del residu (i+2) perd unicament queda un residu intern."” Els angles diedres

(¢ i ) que pot adoptar un gir-y van ser determinats per Némethy i Printz.'®

{I+1}.
(i+2)
[le - |
. Giry Lo Yis1
? -

"“l

; d 9
oo ? Normal 70/85 ~60/-70

Invers -70/-85 60/70
i) ’

Taula Il. Tipus de girs y en funcié dels seus angles diedres.

V.; Johnson, R. L., J. Org. Chem., 2005, 70, 5954-5963. d) Oishi, S.; Miyamoto, K.; Niida, A.; Yamamoto,
M.; Ajito, K.; Tamamura, H.; Otaka, A.; Kuroda, Y.; Asai, A.; Fuijii, N., Tetrahedron, 2006, 62, 1416-1424.

16 a) Liu, J.; Brahimi, F.; Saragovi, H. U.; Burgess, K., J. Med. Chem. 2010, 53, 5044-5048. b) Vartak, A.
P.; Johnson, R. L., Org. Lett., 2006, 8, 983-986. c) Verbist, B. M. P.; De Borggraeve, W. M.; Toppet, S.;
Compernolle, F.; Hoornaert, G. J., Eur. J. Org. Chem., 2005, 14, 2941-2950.

7 a) Chon, K. C.; Anal. Biochem., 2000, 286, 1-16. b) Rosenstrom, U.; Skoéld, C.; Plouffe, B.; Beaudry, H.;
Lindeberg, G.; Botros, M.; Nyberg, F.; Wolf, G.; Karlén, A.; Gallo-Payet, N.; Hallberg, A., J. Med. Chem.,
2005, 48, 4009-4024.

18 Némethy, G.; Printz, M. P., Macromolecules, 1972, 5, 755-758.
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Es poden formar dos tipus de gir-y segons si la cadena lateral del residu (i+1) queda
orientada en equatorial (C7-eq), cas en el que es forma un gir y invers, o en axial (C7-

ax) en que es formara el gir y classic molt menys comu.™

Rs R, H
Oy —N. N-—Rs
Tier S
= N
N—=
R, —% H R,
Dir1=_704a-85° Dir1= 7042 85°
Yi+1 = 60a70° Yi+1 = -60a-70°
Invers Classic
Cs-eq C-ax

Figura 1.2. Tipus de gir-y.

El fet que es formi un gir o un altre depen de la naturalesa dels residus que hi
participen, aixi com també de la posicid6 que ocupen dintre el gir i la configuracio
relativa dels aminoacids de les posicions (i+1) i (i+2).%° Per exemple, es conegut, que
la preséncia d’un residu de prolina en la posicié (i+1) o glicina en la (i+2) afavoreix la
formacié de gir-B.2" L’anell de pirrolidina en la L-prolina restringeix 'angle ¢ a -60°. Per
tant la prolina amb un enllag peptidic trans es troba preferencialment en posicié (i+1)
de un gir B de tipus | o de tipus Il. D’altra banda també es coneguda la influencia,
quant a la quiralitat, dels residus centrals del gir (i+1) i (i+2) en el tipus de gir B que es
forma.? En general seqliéncies homoquirals, es a dir (L-L) o (D-D) afavoreixen la
formaci6 de girs-p de tipus | i I' respectivament i seqliencies heteroquirals (L-D) o (D-L)
afavoreixen la formacié de girs-b de tipus Il i II.2®

Aquest fet s’explica per les interaccions estériques entre la cadena lateral del residu
(i+1) amb el carbonil (i+1) i el NH (i+2), afavorint les conformacions en les que aquests
grups es troben allunyats. Els girs-p més abundants son, per tant, els de tipus |, degut
a que els aminoacids naturals son L-aminoacids. Altres residus que es fan servir per

restringir la conformacié sén els N-metil aminoacids, que possibiliten la isomeria cis-

"9 Statchel, S. J.; hu, H.; Van, Q. N.; Shaka, A. J.; Van Vranken, D. L. Bioorg. Med. Chem. 1998, 6, 1439-
1446.

2 Boussard, G.; Marraud, M., J. Am. Chem. Soc., 1985, 107, 1825-1828.

21 a) Fu, H.; Grimsley, G. R.; Razvi, A.; Scholtz, J. M.; Pace, C. N., Proteins, 2009, 77, 491-498. b)
Kessler, H.; Bermel, W.; Friedrich, A.; Krack, G.; Hull, W. E., J. Am. Chem. Soc., 1982, 104, 6297-6304.

2 Feng, Y.; Pattarawarapan, M.; Wang, Z.; Burgess, K., J. Org. Chem., 1999, 64, 9175-9177.

= Brenner, V.; Piuzzi, F.; Dimicoli, |. ; Tardivel, B. ; Mons, M., Angew. Chem. Int. Ed., 2007, 46, 2463-
2466.
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trans de I'enllag peptidic, els a-substituits, que donen lloc a estructures semblants a o-
helix 340, 0 els aminoacids a,pB-insaturats, i els a,o-disubstituits (per exemple Aib) que

també donen lloc a altres tipus de girs-B.>*

La disposicié de les cadenes laterals dels aminoacids contigus es un altre factor
influent en el tipus de gir que es formara.® L’esquelet peptidic es disposara d’'una
determinada manera segons els angles que formin les cadenes laterals entre elles, i
aquest canvi de conformacié depenent de la orientacié de les cadenes laterals dels
residus es un factor critic en la selectivitat dels peptids pels seus receptors.

1.2. Peptids ciclics

Com s’ha comentat anteriorment, una de les maneres de fixar la conformacié d’una
determinada regi6 sén les estructures cicliques." Els péptids ciclics sén un tipus de
compostos poc freqlents que van ser descoberts per primer cop als microorganismes,
degut a les seves propietats bioldgiques. L'interés pels péeptids ciclics comenga amb el
descobriment de l'antibidtic gramicidina S d’estructura ciclica.?® Aquest decapeptid
ciclic va ser un dels primers farmacs peptidics sintetitzats® i es comercial des dels
anys 50. Posteriorment, s’han trobat a la natura des de péptids ciclics amb activitat
antimicrobiana, com la bacitracina®® | la polimixina B, fins a immunosupresors com la
ciclosporina. També s’han descobert toxines naturals amb estructura de péptid ciclic,
com per exemple les amatoxines, com la amanitina A que prové del génere dels bolets

amanita.

Aquests compostos han adquirit una gran importancia com a potencials fonts de nous
farmacs, ja que presenten diferents avantatges respecte als lineals. En primer lloc

gaudeixen d’una major estabilitat metabdlica,® es a dir, sén molt més resistents a les

24 Hruby, V. J.; Al-Obeidi, F.; Kazmierski, W., Biochem. J., 1990, 268, 249-262.

% a) Otvds, F.; Gembitsky, D. S.; Murphy, R. F.; Lovas, S., International Journal of peptide research and
therapeutics, 2007, 13, 329-336. b) Stites, W. E.; Meeker, A. K.; Shortle, D., J. Mol. Biol., 1994, 235, 27-
32.

% a) Gause, G. F.; Brazhnikova, M. G., Am. Rev. Sov. Med. 1944, 2, 134-138. b) Gause, G. F.;
Brazhnikova, M. G. Nature (London), 1944, 154, 703.

a a) Schwyzer, R.; Sieber, P., Helv. Chim. Acta, 1957, 40, 624-626. b) Schwyzer, R.; Sieber, P., Helv.
Chim. Acta, 1958, 41, 2186-2190.

2 Johnson, B.; Anker, H.; Meleney, F., Science, 1945, 102, 376-377.

® Hess, S.; Linde, Y.; Ovadia, O.; Safrai, E.; Shalev, D. E.; Swed, A.; Halbfinger, E.; Lapidot, T.; Winkler,
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proteases. Aquest fet s’explica perqué aquests peptids no tenen extrems lliures i per
tant no son reconeguts pels enzims exopeptidasa encarregats de [inici del
metabolisme de les proteines.

A més, els péptids ciclics tenen una polaritat menor que els seus analegs lineals
afavorint, aixi, la permeabilitat a través de les membranes cel-lulars i augmentant la
poténcia farmacologica. Degut a aquesta elevada permeabilitat aquests péptids tenen
una gran utilitat com a transportadors o carriers.®® Aixd vol dir que poden ser
dissenyats per transportar farmacs que per si sols no travessarien les barreres
fisiologiques. Si el farmac a transportar es un altre peptid, aquest pot ser inclos en la
estructura ciclica del peptid.

Pel que fa a la selectivitat, aquests s6n més selectius degut a la reduccié de llibertat

conformacional que presenten.®’

Aquestes caracteristiques especifiques dels péptids ciclics son degudes, no solament
a la seva estructura circular sin6 també a la seva biosintesi, que normalment incorpora

compostos poc comuns, per exemple aminoacids de configuracié D.

Pel que fa a la seva classificacio, els peptids ciclics es diferencien segons el tipus
d’enlla¢ que uneixen els diferents residus del peptid. Aquests poden ser homodetics o
heterodétics. En els cas dels primers, I'anell esta format exclusivament per aminoacids
units unicament per enllagos amida. En el cas dels heterodétics, existeixen altres tipus
d’enllag entre els aminoacids que formen el cicle, com per exemple enllagos tipus ester,
éter, tioéter, enllacos C-C o més frequientment ponts disulfur formats per la oxidacié
dels tiols presents a la cadena lateral dels residus de cisteina.

I.; Gabinet, Y.; Faier, A.; Yarden, D.; Xiang, Z.; Portillo, F. P.; Haskell-Luevano, C.; Gilon, C.; Hoffman, A.,
J. Med. Chem., 2008, 51, 1026-1034.

s a) Prakash, J.; de Jong, E.; Post, E.; Gouw, A. S. H.; Beljaars, L.; Poelstra, K., J. Controlled release,
2010, 745, 91-101. b) Sasaki, Y.; Minamizawa, M.; Ambo, A.; Sugawara, S.; Ogawa, Y.; Nitta, K., FEBS
Journal, 2008, 275, 6011-6021. c) Dumy, P.; Favrot, M. C.; Boturyn, D.; Coll, J. L., PCT Int. Appl., 2004,
WO 2004026894 A2 20040401.

81 a) Hruby, V. J., Nat. Rev. Drug Discovery, 2002, 1, 847. b) Byk, G.; Halle, D.; Zeltser, |.; Bitan, G;
Selinger, Z.; Gilon, C., J. Med. Chem., 1996, 39, 3174-3178. ¢) Afargan, M.; Janson, E. T.; Gelerman, G.;
Rosenfeld, R.; Ziv, O.; Karpov, O.; Wolf, A.; Bracha, M.; Shohat, D.; Liapakis, G.; Gilon, C.; Hoffman, A.;
Stephensy, D.; Oberg, K., Endocrinology, 2001, 142, 477-486. d) Linde, Y.; Ovadia, O.; Safrai, E.; Xiang,
Z.; Portillo, F. P.; Shalev, D. E.; Haskell-Luevano, C.; Hoffman, A.; Gilon, C., Biopolymers, 2008, 90, 671-
682.

14



Alhora, els péptids homodetics poden classificar-se segons els aminoacids que
intervenen en la formacio6 del cicle. Podem trobar ciclopéptids homodetics “cap-cua” en
els que la ciclacié es dona per un enllag amida entre el residu N-terminal i C-terminal.
Si el cicle esta format per la cadena lateral de un residu i el grup N-terminal o C-
terminal parlem de ciclopeptids “cadena lateral-terminal” i si el cicle es forma per
conexié de les cadenes laterals de dos residus parlarem d’'un peptid “cadena lateral-
cadena laterla”

Hi ha una amplia varietat de péptids ciclics en la natura formats per un nombre divers
de residus, trobant-se des de tripéptids i tetrapeptids fins a péptids de deu residus com
la ciclosporina A o la gramicidina S. Malgrat tot els més comuns sén els pentapéeptids i
hexapéptids ciclics.

p¢Se @Y -

o [e) HN \ o
HNn/ N "
NG 0 J\/H
(@)
0
Sansalvamida A (San A) Tentoxina Segetalina A

Ciclosporina A Gramicidina S

Figura 1.3. Exemples de ciclopéptids aillats de la natura.
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1.3. Propietats conformacionals dels péeptids ciclics

Els ciclopéptids han estat extensament estudiats per tal de conéixer la seva
preferéncia a disposar-se d’'una o una altra manera. Un dels motius pot ser per
exemple, la presencia de ponts d’hidrogen entre les diferents regions de la sequéncia.

En el cas dels peptids ciclics hi ha dos tipus de restriccions conformacionals. En primer
lloc trobem una restricci6 deguda al propi cicle i d’altra banda hi ha les restriccions
locals, degudes a la preséncia de certs residus en la seqiéncia com per exemple D-

aminoacids, glicina, prolina, etc. %

Una altra caracteristica que afecta a la conformacié dels péptids es la preséncia
d’enllagos d’hidrogen que poden ser intra o intermol-leculars. En el cas dels enllagos
intramol-leculars, aquests poden estabilitzar la conformacié de la cadena peptidica
degut a la formacio6 de girs-p o v. En el cas dels enllagos de hidrogen intermol-leculars,

aquests poden estabilitzar I'estructura mitjangant interaccié amb un medi polar.

De la mateixa manera que en el cas dels péptids de cadena oberta, la disposicié de
I'esquelet peptidic tendeix a minimitzar 'impediment esteric entre les cadenes laterals.
Aix0 fa que hi hagi preferéncies per determinades conformacions pel que fa als angles
diedres ¢ i v.*® Hi ha una forta tendéncia a que I'angle diedre ¢ adopti valors de -120°
donant lloc a una orientacié paral-lela de I'enlla¢ amida amb el enlla¢ Ca-H de cada
residu. L’angle y no esta tan ben definit. Aquest pot tenir valors de 120° (corresponent
a una fulla B) o de -60° (com s’observa en les a-hélices), essent -60° la conformaci6
predominant ja que, en aquest cas, és la que permet la ciclacié dels péptids al quedar
les amides dels L-aminoacids orientades cap a la mateixa direccio.

En general es coneixen les conformacions dels peptids ciclics de 3 a 7 residus
constituits unicament per aminoacids L,* perd en el cas dels peptidomimeétics que
incorporen en la seqiiéncia aminoacids de configuracié D, mimetics de gir, els peptoids
o altres tipus de restriccid, la prediccié de la conformacio del ciclopéeptid és complicada.

% Kiose, J.; Ehrlich, A.; Bienert, M., Lett. Pept. Sci., 1998, 5, 129-131.
% Heller, M.; Sukopp, M.; Tsomaia, N.; John, M.; Mierke, D. F.; Reif, B.; Kessler, H., J. Am. Chem. Soc.,

2006, 128, 13806-13814.

3 a) Kessler, H.; Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1982, 21, 512-523. b)Loiseau, N.; Gomis, J. M.; Santolini,
J.; Delaforge, M.; Andre, F., Biopolymers, 2003, 69, 363-385. c) Mierke, D. F.; Kurz, M.; Kessler, H., J. Am.
Chem. Soc., 1994, 116, 1042-1049. d) Morita, H.; Kayashita, T.; Takeya, K.; ltokawa, H.; Shiro, M.,
Tetrahedron 1995, 51, 12539-12548.
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Les conformacions dels ciclopéptids venen dictades per la quiralitat del residus que els
constitueixen. Com ja s’ha comentat la configuracié L o D de la prolina juga un paper
important en la conformaci6 del péptid.?' Una altra forma de modular la conformaci6
dels ciclopéptids es la N-metilaci6.*® La metilacié del N de I'enllag peptidic en primer
lloc redueix la diferencia energética entre la configuracié cis i trans® i normalment
I'enllag N-metilat es un enllag cis.*” A més el fet de estar substituit provoca interaccions
esteriques i la pérdua del H fa que no pugui formar ponts d’hidrogen, la qual cosa
influeix en la conformacié final del peptid, fent-ne dificil la seva prediccié. Aquests
péptids sén d’interés perqué permeten presentar les cadenes laterals (farmacofor) amb
una disposicié espacial diferent perd sense modificar la seva constitucidé (connectivitat).

Les técniques més efectives per determinar la conformacié dels ciclopéptids son la
difraccio de raigs X i les tecniques de ressonancia magnética nuclear (RMN). Degut a
que la obtenci6 de cristalls de péeptids ciclics petits es dificil, els experiments mono i
bidimensionals de RMN, juntament amb calculs de dinamica molecular (DM) son els
experiments més emprats per determinar I'estructura espacial del péptid.

1.4. Aminolactams com a mimeétics de gir beta

El primer a fer servir un compost amb estructura d’'aminolactam com una forma de
restringir la conformacié d’un péptid fou Freidinger I'any 1980 * quan va demostrar
que la introduccié d’'un anell de lactam en una cadena peptidica induia la formacié de
girs B. Posteriorment, en treballs anteriors del nostre equip, ® es va observar la
capacitat de I'estructura de lactam per a la inducci6é de girs de tipus y (Figura 1.4).
Normalment, perd aquests lactams s’utilitzen per substituir un dipéptid a la zona

central d’un gir B de tipus II’.

% a) Chatterjee, J.; Mierke, D.; Kessler, H., Chem. Eur. J., 2008, 14, 1508-1517. b) Chatterjee, J.; Mierke,
D.; Kessler, H., J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 15164-15172.

% Kessler, H.; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1970, 9, 219-235.
57 Kessler, H.; Anders, U.; Schudok, M., J. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 5908-916.

% Fernandez, M. M.; Diez, A.; Rubiralta, M.; Montenegro, E.; Casamitjana, N.; Bogan, M. J.; Giralt, E.; J.
Org. Chem., 2002, 67, 7587-7599.
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Figura 1.4. Representacié de mimeétics de girs i y.

Amb la introduccié de I'anell lactamic I'angle o es fixa en la seva conformacié trans i es
restringeix I'angle y; ja que aquests angles queden dins del lactam. La proximitat de
I'anell també provoca una restriccié dels angles diedres de la cadena peptidica ¢; i ¢i,1
ja que aquests dependran de la conformacio de cadira que adopti I'anell de piperidona.
% A més la diferent mida de I'anell modifica la conformacié de I'esquelet peptidic de
diferent manera (Figura 1.5).

C-terminal
N- | Rﬂ
termina / i H i1 W; (I} st
S {(S(Q O N
C- termlnal ‘VEE(&J)
n
Pro;N o X
N-terminal n=0,1i2

Figura 1.5. Angles de torsi6 que restringeix I'anell lactamic.

Per a que aquests lactams siguin Utils per la sintesi peptidica, aquests s’han de poder
introduir a la cadena peptidica emprant els procediments estandards, per la qual cosa
s’han de protegir amb els grups protectors que s'utilitzen per la sintesi peptidica. A
més la seva sintesi no ha de ser complicada i ha de permetre introduir les diferents
cadenes laterals dels diferents aminoacids.

La incorporacié en I'esquelet peptidic d’'una estructura de “lactam de Freidinger” ha
estat ampliament utilitzada per a una gran varietat de dianes terapéutiques
rellevants,*® Perd aquests anells lactamics també s’han trobat en les estructures de

% Freidinger, R. M., J. Med. Chem., 2003, 46, 5553-5566.
40 a) Samanen, J.; Cash, T.; Narinday, D.; Brandeis, E.; Adams, W. Jr.; Weideman, H.; Yellin, T., J. Med.
Chem., 1991, 34, 3036-3043. b) Thorsett, E. D.; Harris, E. E.; Aster, S. D.; Peterson, E. R.; Snyder, J. P.;
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diferents productes naturals. Es molt conegut el cas dels B-lactams que es troben

presents en antibiotics, com per exemple la Penicil-lina G. Més recentment s’han trobat

casos de y-lactams en I'Argadina®

(producte aillat d’'un fong) i d-lactams en un

producte aillat de la llebre marina Dolabella auricularia anomenat Dolastatina *?

O

OCHj

COOH
Penicilina G Dolastatina
Penicillium sp. Dolabella auricularia
0,
HN
HOOGC NH
R/ﬁ\ NH
H
N CHs
HN o CHs OH O H H 0
o = . N, /CHS
o N} HsC Y g N
M X OH OH O
N
HO H O
Argadina Bengamida F

cuktiu fungic Clonostachys esponja marina Jaspidae

Figura 1.6. Exemples de productes naturals que contenen lactams

El nostre grup compta amb una gran experiéncia en la sintesi de lactams de Freidinger de
6 membres i en I'aplicacié d’aquests en I'estructura de compostos d’'importancia bioldgica.
Actualment disposem d’'una col-lecci6 de diversos lactams (vegeu figura 1.7) que hem
emprat com a “scaffolds”, o esquelets de suport de grups funcionals, com a inductors
d’estructures secundaries de tipus gir B i v, 0 bé com a substituts de dipéptids en
estructures més complexes.

Springer, J. P.; Hirshfield, J.; Tristram, E. W.; Patchett, A. A.; Ulm, E. H.; Vassil, T. C., J. Med. Chem.,
1986, 29, 251-260. c) Semple, J. E.; Rowley, D. C.; Brunck, T. K.; Ha-Uong, T.; Minami, N. K.; Owens, T.
D.; Tamura, S. Y.; Goldman, E. A.; Siev, D. V.; Ardecky, R. J.; Carpenter, S. H.; Ge, Y.; Richard, B. M,;
Nolan, T. G.; Hakanson, K.; Tulinsky, A.; Nutt, R. F.; Ripka, W. C., J. Med. Chem., 1996, 39, 4531-4536. d)
Forns, P.; Pir6, J.; Cuevas, C.; Garcia, M.; Rubiralta, M.; Giralt, E.; Diez, A., J. Med. Chem., 2003, 46
5825-5833.

41 a) Arai, N.; Shiomi, K.; Yamaguchi, Y.; Masuma, R.;
Pharm. Bull., 2000, 48, 1442-1446.

42 Pettit, G. R.; Kamano, Y.; Herald, C. L.; Dufresne, C.; Cerny, R. L.; Herald, D. L.; Schmidt, J. M.; Kizu,
H., J. Am. Chem. Soc., 1989, 111, 5015-5017.

Iwai, Y; Turberg, A.; Koelbl, H.; Omura, S., Chem.
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Per exemple, el lactam 1 s’ha emprat en la sintesi d’'una quimioteca d’inhibidors de triptasa
d’estructura dimérica,* i el lactam de tipus 10 es va fer servir per obtenir el derivats
restringits de Met 11 que es van assajar com a inhibidors del transport hepatic del glutatié
(GSH).*

0
o 0
WP CO,Bu OH OH
H ( O N 0 N
X7 ToBn .,
HoN BnO,C /N HaN Z OR
R
1 2 3 4

Org. Biomol. Chem., 2004, 1633  J. Org. Chem., 2003, 9541 Tetrahedron: Asymmetry, 2002, 995 Tetrahedron Lett., 1999, 4865

o)
R._-CO,Bu R.__CO,Bu
CO,CH
o T b oo
O. N o N O, N 0 N N
HoNT N Nu” Y ~OBn RHN™ N
R NHR
5 6 7 8

J. Org. Chem., 2003, 9541 J. Org. Chem., 2002, 7587 Tetrahedron: Asymmetry, 2002, 995 Tetrahedron Lett., 2002, 4343

rcozsn RYCOZ’BU RYCOZR

BocHN o N HoN' SCH; N

9 10 11 12
Tetrahedron, 2001, 157 Tetrahedron, 1999, 10173 Tetrahedron, 1996, 7727 J. Org. Chem., 2000, 6992

HaCO,C,

Figura 1.7. Estructures dels lactams de que disposa el grup.

El lactam de tipus 2 s’ha emprat principalment per a la funcionalitzacié de la posicié 4
de I'anell mitjangant addicions conjugades,*i per tant I'obtenci6 de lactams de tipus 5
(R4=indole, derivats de Trp). La funcionalitzacié de la posicid6 5 es va dur a terme

aplicant la reactivitat de compostos organizinzics, i es va obtenir la 3-amino-5-hidroxi-

4 Garcia, M.; del Rio, X.; Silvestre, S.; Rubiralta, M.; Segarra, V.; Loyoza, E.; Diez, A., Org. Biol. Chem.,
2004, 2, 1633-1642.

4 a) Estiarte, M. A.; De Souza, M. V. N.; del Rio, X.; Dodd, R. H.; Rubiralta, M.; Diez, A., Tetrahedron
1999, 55, 10173-10186. b) Colell, A.; Garc ia-Ruiz, C.; Rodriguez, R.; Estiarte, M. A.; Diez, A.; Kaplowitz,
N.; Rubiralta, M.; Fernandez-Checa, J. C., Hepatology, Part 2 Suppl. S, 1996,24, 51.

4 Ecija, M.; Diez, A.; Rubiralta, M.; Casamitjana, N.; Kogan, M. J.; Giralt, E., J. Org. Chem., 2003, 68,
9541-9553.
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2-piperidona que presentava una activitat com a inhibidor de I'enzim convertidor
d’angiotensina.*® Un dels lactams que ha tingut més aplicacions fins al present és el
compost polihidroxilat 4.*" Entre daltres es va emprar per la obtencié de beta-
aminoacids de conformacio restringida de tipus 7.

Finalment, també hem desenvolupat la sintesi i algunes aplicacions de derivats

% 8% 12.5° Aqui cal destacar que

biciclics com els compostos com els compostos 6,
les oxazolopiperidones son inductors de girs B de tipus I, mentre que els

espirolactams van mostrar ser inductors de girs de tipus gamma.

Més recentment, ens hem proposat com a nou repte I'aplicacié d’aquestes estructures
lactamiques a la sintesi de quimioteques pseudopeptidiques d’activitat biologica
determinada. Amb aquesta finalitat modifiquem péptids naturals d’activitat biologica
coneguda substituint alguns dels aminoacids per analegs sintétics de conformacié
restringida.

Aquest nou repte implica una etapa prévia de cerca dels peptids natius que ens interessen,
un disseny dels derivats, la sintesi dels lactams amb la funcionalitzacié necessaria, la

sintesi de les quimioteques, i els assaigs biologics dels compostos.

Fa uns anys, es van descriure derivats sintétics de la hormona humana o-MSH
(melanotropina o hormona estimulant dels melanocits). L'a-MSH és una hormona que
segrega la hipofisi (glandula pituitaria), i per tant és una del grup d’hormones que

regulen el funcionament de I'organisme huma.

Donada la importancia d’aquesta hormona en la regulacié de moltes de les funcions
del nostre organisme, ens hem decidit a estudiar-la. En el present capitol es fa una
introduccié del sistema melanocortinic, s’expliquen els precedents i es recullen els
darrers avangos en aquest camp, per després plantejar els objectius que ens vam
plantejar en aquest treball.

“® Estiarte, M. A.; Diez, A.; Rubiralta, M.; Jackson, R. F. W., Tetrahedron, 2001, 57, 157-161.

*” Pir6, J.; Rubiralta, M.; Giralt, E.; Diez, A., Tetrahedron Lett., 2001, 42, 871-873.

48 Pird, J.; Forns, P.; Blanchet, J.; Bonin, M.; Micouin, L.; Diez, A., Tetrahedron: Asymm., 2002, 13, 995-
1004.

49 Escolano, C.; Kogan, M. J.; Rubiralta, M.; Giralt, E.; Diez, A., Magnetic Ressonance in Chemistry, 2003,
41,219-222.

% Estiarte, M. A., Rubiralta, M.; Diez, A.; Thormann, M.; Giralt, E., J. Org. Chem., 2000, 65, 6992-6999.
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1.5. El sistema melanocortinic

El sistema melanocortinic inclou les hormones peptidiques melanocortiniques (a-MSH)
i la corticotropina (hormona estimulant adreno-cortical, ACTH). Fins fa uns anys, els
péptids melanocortinics (a, B i -MSH) eren d’interés només en un ambit reduit de
I'endocrinologia perd el descobriment, en aquesta darrera década, dels diferents tipus
de receptors melanocortinics, ha fet que l'interés per aquest tipus de péptids s’estengui
a la industria farmacéutica degut a les seves possibles aplicacions cliniques.

Els péptids melanocortinics estan evolutivament relacionats i comparteixen una
sequeéncia central tetrapeptidica His-Phe-Arg-Trp que constitueix el lloc actiu dels
péptids. També tenen una certa homologia estructural entre ells en els seus extrems
N- i C-terminal (Fig.1.8).

ACTH Ser'-Tyr-Ser-Met*-GlulR R LRG|y '°-Lys-Pro-Val'®-

a-MSH Ac-Ser'-Tyr-Ser-Met*-Glul R BL RCy '°-Lys-Pro-Val'®-NH,

B-MSH Asp'-Glu-Gly-Pro*-Tyr-Lys-Met’-Glu{p N iRt lLi} Gy '°-Ser-Pro-Pro '~

+MSH Tyr'-Val-Met®-GlyJia[ER e Bty Asp®-Arg-Phe-Gly'

Figura 1.8. Homologia estructural dels péptids melanocortinics amb la seva zona central
idéntica.

Tots aquests peéptids, deriven dun llarg precursor proteic anomenat
proopiomelanocortina (POMC). Aquest precursor s’ha trobat en diferents
localitzacions. Depenent del diferent perfil enzimatic de la cél-lula, aquesta prohormona
sera processada per donar lloc al péptid especific per cada tipus de cel-lula (Fig. 1.9).
Per exemple, a-MSH en cél-lules melanotrofiques i ACTH per les corticotrofes de la
hipofisi).
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Figura 1.9. Processat de la prehormona POMC especific per cada teixit .

La hormona a-melanocit-estimulant (a-MSH) que deriva de la proteina precursora
proopiomelanocortina, és un tridecapéptid secretat per la glandula pituitaria. Tot i que
'a-MSH exhibeix diferents efectes bioldgics tant a nivell central com periféeric,
I'hormona és particularment coneguda pel seu paper en la regulacié de la pigmentacio
cutania en molts vertebrats. L'a-MSH és sintetitzada i alliberada per les cél-lules
melanotrofiques de la hipofisi i actua com a hormona sistémica per estimular la
melanogénesi (sintesi de melanina) als melanocits de I'epidermis de molts animals
(Fig. 1.10). Es creu que en humans, 'a-MSH i les melanotropines derivades so6n
sintetitzades pels queratinocits de I'epidermis i per una accié paracrina als melanocits,
estimulen la melanogénesi per tal de produir un augment de la pigmentacié cutania.

Ac-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH,

rm-I anina

rll'-'l:lrllrl:l -

OQUERATINOCIT MELAMNOCIT

Figura 1.10. Alliberament de la melanina per part dels melanocits als queratinocits veins.
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Al cervell, la localitzacié de la prehormona POMC a les neurones suggereix que un o
més peptids melanocortinics puguin tenir funcions de neurohormona o
neurotransmisor. En aquest sentit, els péptids melanocortinics han mostrat propietats
d’augment de les habilitats cognitives, retencié de la memodria, induccié de sacietat,
comportament sexual i altres activitats d el SNC.

Com la majoria d’hormones peptidiques lineals, 'a-MSH té una curta durada d’acci6
degut a la seva rapida degradacio per enzims proteolitics. Un dels objectius és, per
tant, el disseny d’analegs d'a-MSH amb elevada potencia i una durada d’accié

perllongada.

Durant els darrers 25 anys s’han sintetitzat i estudiat bioldgicament nombrosos
analegs de I'a-MSH ' .Alguns d’aquests mostren una superpoténcia i activitat
perllongada pel que fa a les propietats melanogéniques, és a dir, donen lloc a un
enfosquiment de la pell. A més, pero, també presenten propietats interessants com la
resisténcia a la degradacié produida per enzims proteolitics. Dos d’aquests analegs,
MT1 i MT2, han estat extensament estudiats i actualment es troben en assaigs de fase
clinica Il. En la taula | es recullen les possibles aplicacions dels dos analegs agonistes

superpotents de 'a-MSH, el melanotan-1 (MT1) i el melanotan-2 (MT2).

Melanogeénesi MT1 i MT2 per estimular la melanogénesi cutania i desenvolupar nous

farmacs fotoprotectors o cosmeétics.

Diagnostic de Peptids basats en MT conjugats amb marcadors fluorescents per us en

melanoma L , .,
la detecci6 i localitzacié del melanoma.

Quimioterapia per Conjugats de peptids MT amb agents anticancerosos per alliberament

melanoma especific del farmac en melanoma
Desordres Peptids MT o agonistes/antagonistes peptidomimétics per Us en
alimentaris

tractament d’obesitat/anoréxia

51 Hruby, V. J.; Wilkes, B. C.; Hadley, M. E.; Al-Obeidi, R.; Sawyer, T. K.; Staples, D. J.; de Vaux, A. E;
Dym, O.; Castrucci, A. M. L.; Hintz, M. E.; Riehm, J. P.; Rao, R., J. Med. Chem., 1987, 30, 2126-2130.

24



Inflamacioé Peéptids MT o agonistes peptidomimétics per tractament d’inflamacio

cutania.

Disfuncio erectil Peptids MT o peptidomimétics agonistes per Us en la diagnosi i/o

tractament de la disfuncio6 erectil.

Taula lll. Possibles usos clinics del melanotan-1 (MT1) i del melanotan-2 (MT2).

1.5.1. Receptors melanocortinics

Els peptids melanocortinics realitzen la seva accié a través de receptors MCRs que
son especifics per certs teixits. Actualment es coneixen 5 tipus de receptors humans
diferents. Tots ells s’han clonat, expressat i caracteritzat bioquimicament. Sén
receptors acoblats a proteina G, caracteritzats pels seus 7 dominis transmembrana, o-

helix i “loop” intracel-lulars (Fig. 1.11).

Extracel lular

HEMBERAHA
CEL-LULAR

Figura 1.11. Receptor melanocortinic associat a proteina G.

El receptor de melanocortina MC1R es localitza als melanocits de I'epidermis i als seus
progenitors malignes, les cél-lules de melanoma. ** Els receptors MC2R sén
basicament sensibles a ACTH i es troben a les céllules adrenocorticals que

52 Loir, B.; Perez Sanchez, C.; Ghanem, G.; Lozano, J. A.; Garcia-Borron, J. C.; Jimenez-Cervantes, C.,
Cell. Mol. Biol., 1999, 45, 1083-1092.
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produeixen cortisol. Els receptors de tipus MC3R i MC4R es localitzen al cervell. La
majoria dels MC3R els trobem en zones de l'hipotalem i el sistema limbic (nucli
arquejat, preoptic, hipotalamic ventromedial, etc.) tot i que també es poden trobar a
I'hipocamp, talem i tronc de I'encéfal i fins i tot en alguns teixits periférics com la
placenta, cor, estémac, pancreas, testicles i ovaris, teixit muscular i ronyé.* Els
receptors MC4R es troben ampliament distribuits per gairebé totes les regions
cerebrals, incloent-hi I'escorca cerebral, I'hipotalem, el talem, el tronc encefalic i la

medul-la espinal, >

mentre que el receptor MC5R esta ampliament distribuit per
'organisme (ronyons, pulmons, nodes limfatics, leucocits, glandules mamaries, ovaris,

testicles, etc).>® (Veure Taula 1)

Receptor Localitzacio Lligands primaris Funcioé
MC1R o-MSH o-MSH Pigmentacio
MC2R ACTH ACTH Esteroidogenesi
MC3R a-MSH, y-MSH a-MSH, y-MSH Homeostasi energética
MC4R o-MSH o-MSH Homeostasi energetica, activitat

erectil i regulacié de I'estat d’anim

MC5R o-MSH, ACTH o-MSH, ACTH Secreci6 de glandules sebacies

Taula IV. Receptors melanocortinics, lligands i funcions observades.

Mentre que l'activitat fisiologica de MC1R i MC2R esta clarament definida, el paper
fisiologic de les melanocortines que interaccionen amb els receptors MC3R, MC4R i
MC5R es manté encara sense definir. Tots aquests receptors pertanyen a la
superfamilia dels receptors acoblats a proteina G i estan lligats a la formacié d’AMPc
degut a I'activacié de I'adenilat ciclasa per part d’'una proteina Gs.

1.5.2. Estudis de relacions estructura-activitat de I'a-MSH

Per estudis de relacions estructura-activitat de més de mil analegs de 'hormona o-

MSH, el grup de Victor Hruby,”' va determinar el fragment minim del péptid natiu

% Gantz, |.; Konda, Y.; Tashiro, T.; Shimoto, Y.; Miwa, H.; Munzert, G.; Watson, S. J.; Del Valle, J.;
Yamada, T., J. Biol. Chem., 1993, 268, 8246-8250.

54 Cowley, M. A.; Pronchuk, N.; Fan, W.; Dinulescu, D. M.; Colmers, W. F.; Cone, R. D., Neuron, 1999, 24,
155-163.

%% Chhajlani, V., Biochem. Mol. Biol. Int., 1996, 38, 73-80.
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necessari per l'activitat biologica. Concretament va realitzar els bioassaigs classics
sobre pell de granota i de llangardaix i va determinar que el minim fragment requerit de
'a-MSH per la seva activitat agonista era la seqiiéncia tetrapeptidica, His®-Phe’-Arg?®-
Trp® com va demostrar al sintetitzar I'analeg Ac-His-Phe-Arg-Trp-NH,. Amb aquest
assaig també va poder determinar quina era la contribuci6 de cadascun dels
aminoacids de la seqiiéncia tridecapeptidica de I'a-MSH en I'activitat bioldgica’. Hruby
també va aportar evidéncies en contra de la hipotesi de Eberle i Schwyzer® que
suggerien un segon lloc actiu centrat en la seqiiencia propera a I'extrem C-terminal Ac-
Lys-Pro-Val-NH,, al sintetitzar aquest tripéptid i comprovar que no era actiu, ni tant sols

a concentracions tan elevades com 0’2 mM.

oa-MSH  Ac-Ser'-Tyr?-Ser®-Met*-Glu®-His®-Phe’-Arg8-Trp®-Gly'%-Lys''-Pro'2-Val'3-NH,

Figura 1.12. Seqiéncia minima d’a-MSH amb activitat melanotropica.

Mitjangant la sintesi d’un analeg macrociclic d'a-MSH, c[Cys*,Cys']-a-MSH, que
resultd ser un agonista molt potent en l'assaig realitzat en pell de granota®, es va
observar que en la “conformacié bioactiva” de 'a-MSH, podria existir una conformacio
de gir de tipus revers en la seva sequéencia activa de His-Phe-Arg-Trp. Amb aquesta
hipotesi es van dur a terme un gran nombre d’estudis de relacié estructura-
conformacié-activitat amb analegs lineals i ciclics de 'a-MSH per tal d’explorar les
propietats tridimensionals de la hormona a-MSH en relacié amb la seva unié amb el
receptor, és a dir, el reconeixement molecular, i I'activacié d’aquest (transducci6 del
senyal). Aquests estudis es van dur a terme tant en receptors d’a-MSH de melanocits
de granota i llangardaix,®® cél-lules de melanoma huma i de ratoli,” aixi com també

més recentment en receptors humans clonats de MC1R.®°

% Eperle, A.; Schwyzer, R., Helv. Chim. Acta, 1975, 58, 1528-1535.

57 Hruby, V. J.; Wilkes, B. C.; Cody, W. L.; Sawyer, T. K.; Hadley, M. E., Pep. Protein Rev. 1984, 3, 1-64.
%% Al-Obeidi, F.; Hruby, V. J.; Pettitt, B. M.; Hadley, M. E., J. Am. Chem. Soc., 1989, 111, 3413-3416.

5 a) Abdel-Malek, Z. A.; Kreutzfeld, K. L.; Marwan, M. M.; Hadley, M. E.; Hruby, V. J.; Wilkes, B. C,,
Cancer Res., 1985, 45, 4735-4740. b) Hadley, M. E.; Abdel-Malek, Z. A.; Marwan, M. M.; Kreutzfeld, K. L.;
Hruby, V. J., Endocr. Res. 1985, 11, 157-170.

® Haskell-Luevano, C.; Miwa, H.; Dickinson, C.; Hadley, M. E.; Hruby, V. J.; Yamada, T.; Gantz, |., J. Med.
Chem. 1996, 39, 432-435.
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1.5.3. Estudis d’epimeritzaci6 de I'a-MSH i disseny de I'MT1

En aquest afany per conéixer les caracteristiques estructurals i conformacionals de
’hormona endogena o-MSH que permetien la seva uni6 amb els seus receptors i
donar lloc a una activitat fisioldgica concreta, es van sintetitzar un gran nombre
d’analegs d’aquesta. Una de les diferéncies que presentaven la majoria d’analegs d’o-
MSH és la presencia de la D-Phe en la seva sequéncia activa, en lloc de la Phe de
configuracié oposada. Aquesta substitucid resulta critica per la obtencié d’'analegs amb
activitat superagonista sostinguda, i fou el resultat de nombrosos estudis en els que es
duia a terme I'epimeritzacié de I'a-MSH i d’'un analeg d’aquesta, la [Nle*Jo-MSH per

tractament térmic alcali. ®

El resultat d’aquest tractament fou un augment en
'enfosquiment de la pell quan es va assajar amb granota. Per tant, s’intuia que la
epimeritzacié conduia a un augment de les propietats melanotropiques. Utilitzant
metodes de CG per comprovar el grau d’epimeritzacié (conversié de L-aminoacids a la
seva forma D) s’observa que la Phe-7 s’epimeritzava molt més del que s’esperava.

Aquest fet explica el perque de la substitucié de Phe per I'analeg restringit D-Phe.

Un dels analegs superagonistes de l'a-MSH que es va sintetitzar va ser el
tridecapéptid [Nle*, D-Phe’]a-MSH al qual es va donar el nom de Melanotan-1%? (MT1)
que va mostrar una activitat biologica sostinguda. La seva estructura mantenia la
seqgléncia activa central, His-D-Phe-Arg-Trp que adopta una conformacioé de gir invers
quan s’uneix al receptor MC1R.

La sintesi d’'MT1 va demostrar que la substituci6 de Phe per D-Phe li conferia a la
molécula un increment en la poténcia i una activitat melanotropica sostinguda com es

va demostrar en diferents assaigs biologics que es van realitzar.

1.5.4. Estudis sobre MT1: minima seqliéncia activa

Un cop trobat aquest agonista melanocortinic d’accié sostinguda es van dur a terme
estudis d’estructura-activitat modificant principalment la seqiéncia activa de I'MT1.
L’equip de Victor Hruby va dur a terme estudis per trobar la minima sequéncia activa

en els analegs superpotents de a-MSH.®® Prenent IMT1 com a molécula de referéncia

%" Bool, A. M.: Gray, G. H.: Hadley, M. E.: Heward, C. B.: Hruby, V. J.: Sawyer, T. K.: Yang, Y. C., J.
Endocrinology, 1981, 88(1) 57-65.

62 Sawyer, T. K.;Sanfilipo, P. J.; Hruby, V. J.; Engel, M. H.; Heward, C. B.; Burnett, J. B.; Hadley, M.E.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1980, 77, 5754-5758.

& Haskell-Luevano, C.; Sawyer, T. K.; Hendrata, S.; North, C.; Panahinia, L.; Stum, M.; Staples, D. J.; De
Lauro Castrucci, A. M.; Hadley, M. E.; Hruby, V. J., Peptides 1996, 17, 995-1002.
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volien cercar fragments simplificats estructuralment que tinguessin activitat agonista
aixi com també identificar “leads” que tinguessin una activitat melanotropica
perllongada. Per aixd, van fer el mateix que havien fet anteriorment en el cas de l'o-
MSH,' es a dir, van estudiar I'activitat de diferents seccions del péptid en pell de
granota i d’aquesta manera van identificar el tripéptid Ac-D-Phe-Arg-Trp-NH, com el
minim fragment amb activitat agonista i d’acci6é perllongada. Aixi, van demostrar que

en I'MT1 la His® no és necessaria per I'activitat bioldgica.

A continuacid, i per tal d’explorar aquest analeg tripeptidic, es van proposar fer series
d’analegs modificant la seva estereoquimica i les seves propietats estructurals.
D’aquests analegs, dos van incrementar I'activitat respecte al tripéptid de referéncia. El
compost resultant del canvi de I'Arg® per la D-Arg® (Ac-D-Phe’-D-Arg®-Trp®-NH,)
augmentava la poténcia perd sense activitat perllongada, perd el que presenta una
poténcia més gran va ser el tripéptid en el que s’havia modificat el Trp® pel seu analeg
D-Trp? (Ac-D-Phe’-Arg®-D-Trp®-NH,), que a més tenia una accié perllongada.
Sorprenentment, el compost on tots els residus tenien una configuracié D va resultar

inactiu.

Per tant es va voler estudiar la influencia de cada residu d’aminoacid en el tripéptid
amb major poténcia, es a dir, que van realitzar modificacions en Ac-D-Phe-Arg-D-Trp.

En el cas de la D-Phe’, totes les substitucions (per Gly o Ala) van resultar en analegs
sense activitat. A més tots els tripéptids amb L-Phe eren inactius.

Per determinar el paper especific de la Arg®, van variar aquesta estructuralment.
Modificacions d’aquesta per Lys conduien a una disminuci6 de la poténcia i a més la
seva activitat no era perllongada. Si la substitucié que es feia era per Ala o Gly,
I'analeg resultant era actiu perd sense activitat bioldgica residual i si aquesta Arg® es
substituia per una Gin el resultat era una péerdua en l'activitat.

Pel que fa a la His®, com que se sap que aquesta sol augmentar la poténcia, es va
afegir als tripeptids anteriors, per tal d’explorar I'efecte sinérgic. En alguns casos en
que els tripéptids eren inactius, I'addicié de la His® va fer que els tetrapéptids resultants
tinguessin activitat, com és el cas dels tripéptids amb L-Phe’, o aquells amb tots els
residus amb configuracié D. En el cas de compostos tripeptidics amb molt baixa
potencia, aquesta es veia augmentada amb l'addicié6 d’His®, tal com passa en els
tripéptids en els que s’havia substituit 'Arg® per Lys®, Ala® o Gly®. Sorprenentment, en
el cas dels tetrapéptids, la substitucié del D-Trp® per Trp® no va comportar un augment
de la seva poténcia, la qual cosa és contraria als estudis realitzats amb els tripéptids
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on el D-Trp augmentava la poténcia. D’aquests tetrapéptids que inclouen la His®,
només un resulta tenir activitat perllongada, I'Ac-His®-D-Phe’-D-Arg®-D-Trp®-NH,.

Aquests resultats suggerien la possibilitat de I'existéncia de diferencies en el mode
d’uni6 dels péptids de 3 residus respecte als tetrapeptids. A més també sembla que els
residus aromatics dintre d’aquesta “sequéncia missatge” sén la clau per un farmacofor

agonista minimament actiu.

Amb diverses modificacions sobre aquest analeg MT1, també es van trobar
antagonistes d’a-MSH. Un dels millors d’aquests antagonistes va resultar de la
substitucio de la His® i I' Arg® per Trp® i Nle® respectivament en un analeg dMT1. De
totes formes, no hi havia cap generalitat estructural que pogués explicar el perque eren
antagonistes, ja que altres compostos molt propers estructuralment van resultar ser

agonistes.

Aquests antagonistes han estat utilitzats com a eines de diagnostic o agents
transportadors de farmacs a cel-lules de melanoma degut a la seva unié amb receptors
MC1R®%.

1.5.5. Disseny de I'MT2

El disseny de 'MT2% es basava en la creaci6é d’'un analeg macrociclic de Ac-[Nle4, D-
Phe7]a-MSH(4-10)-NH, en el qual s’hi afegien 2 nous aminoacids flanquejant la
seqliéncia activa i que permetien formar el cicle lactamic a través de les seves
cadenes laterals, I'Asp® i la Lys'®. En aquest analeg ciclic s’ha demostrat tant per
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear com per modelatge molecular
assistit per ordinador la presencia proposada d’'una conformacié de gir revers en la
seqgléncia activa (Figura 1.13).

&4 Hadley, M. A.; Hruby, V. J.; Jiang, J.; Sharma, S. D.; Fink, J. L.; Haskell-Luevano, C.; Bentley, D. L.; Al-
Obeidi, F.; Sawyer, T. K., Pigment Cell Res., 1996, 9, 213-234.
%% Al-Obeidi, F.; Castrucci, A. M. L.; Hadley, M. E.; Hruby, V. J., J. Med. Chem., 1989, 32, 2555-2561.
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Gir-B: Asp-His-D-Phe-Arg

~N N NH
(@) H O““‘IIIIH H
Nle N, 0
Asp

AcHN HN
© |
NH O Trp
Tancament de I'anell ] NH
per les cadens laterals m---;
de Aspilys
bys  #NH,

Figura 1.13. Caracteristiques estructurals dMT2.

Per estudis de relacions estructura-activitat de I'a-MSH previs, es va suggerir
I'existéncia d’'un pont sali entre les cadenes laterals del Glu® (COOH) i la Lys'" (e-NH,)
de 'a-MSH en la seva conformacié bioactiva. Malgrat aixd, no es van obtenir resultats
concloents ni per calculs teorics, ®® ni mitjancant la sintesi d’andlegs d’aquesta
hormona. Perd mitjancant estudis de dinamica molecular posteriors es va poder
suggerir que el canvi de Gly'® per Lys'® podria provocar amb una alta probabilitat una
interaccié intramolecular energéticament favorable entre la cadena lateral del Glu® i de

10

Lys

Per constatar aquesta hipotesi, es van sintetitzar un gran nombre d’analegs lineals
derivats de I'MT1, que contenien Unicament 7 residus d’aminoacid, amb una
estructura [Nle* Xxx°,Yyy’,Zzz'%oa-MSH,.10-NH,, on Xxx=Asp o Glu; Yyy=Phe o D-Phe;
i Zzz=aminoacid basic (Lys, Orn, Dba, Dpr) (Figura 1.11). Aquests derivats van mostrar

ser unes 10 vegades més potents que I'a-MSH.®’

&6 Nikiforovich, G. V.; Shenderovich, M. E.; Chipens, G. |., FEBS Lett., 1981, 126, 180-182.
%7 Al-Obeidi, F.; Hruby, V. J.; Castrucci, A. M. L.; Hadley, M. E., J. Med. Chem., 1989, 32, 174-179.
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Ac-Ser'-Tyr?-Ser3-Met*-Glu®-His8-Phe”-Arg®-Trp®-Gly '0-Lys''-Pro'2-Val'3-NH,
5 Receptors MCR
Hormona a-estimulant de melanocits = a-melanotropina = a-MSH

|

Ac-Ser'-Tyr?-Ser3-Nle*-GluS-His®- -Arg8-Trp®-Gly'-Lys''-Pro'-Val'3-NH,
Melanotan | = MT1

|

Ac- -His3- -Arg®-Trp®-Lys’-NH,

Potent, poc selectiu

Superpotent
Poc selectiu

Melanotan 2 = MT2

:

Ac-Nle'-Asp?-His3-D-Nal(2')*-Arg®-Trp®-Lys’-NH,
| |

Potent agonista MC1R i MC5R
antagonista MC3R i MC4R

SHU-9119

Figura 1.14. Disseny de 'MT2 a partir de 'a-MSH i el seu predecesor MT1.

A més de la sintesi dels compostos lineals també van dur a terme la sintesi dels
corresponents analegs lactamics ciclics, per obtenir estructures cicliques que variaven
en la mida de l'anell d’entre 20 i 24 membres. Cal destacar que els anells de 23
membres van ser els que van tenir una unes poténcies més elevades,® entre ells
I'MT2, que amb només 7 aminoacids (6 menys que a-MSH) posseeix entre 90-100
cops més potencia que la hormona de referéncia, i que a més té una activitat

perllongada.

1.5.6. Analegs de 'MT2

Tot i el disseny d’aquest nou derivat de 'ae-MSH, no es va lograr augmentar la
selectivitat per cap dels receptors. En un esfor¢ per optimitzar I'activitat biologica i la
selectivitat per un determinat tipus de receptor, es van dissenyar diversos analegs a
partir de 'MT2.%8%° Aquestes modificacions incloien canvis en el tamany de I'anell,
substitucié dels residus d’aminoacid i inversié de la quiralitat dels aminoacids.”’

El desenvolupament de lligands selectius pels diferents receptors melanocortinics, ha
estat obstaculitzat per l'abséncia del coneixement detallat dels requeriments

&8 Haskell-Luevano, C.; Boteju, L. W.; Mowa, H.; Dickinson, C.; Gantz, |.; Yamada, T.; Hadley, M. E;
Hruby, V. J., J. Med. Chem., 1995, 38, 4720-4729.

& Haskell-Luevano, C.; Nikiforovich, G.; Sharma, S. D.; Yang, Y-K.; Dickinson, C.; Hruby, V. J.; Gantz, I.,
J. Med. Chem., 1997, 40, 1738-1748.

0 Haskell-Luevano, C.; Toth, K.; Boteju, L.; Job, C.; Castrucci, A. M. L.; Hadley, M. E.; Hruby, V. J., J.
Med. Chem., 1997, 40, 2740-2749.

7 Hruby, V. J.; Lu, D.; Sharma, S. D.; Castrucci, A. M. L.; Kesterson, R. A.; Al-Obeidi, F.; Hadley, M. E.;
Cone, R. D., J. Med. Chem., 1995, 38, 3454-3461.
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estructurals dels lligands peptidics per una unié especifica als receptors

melanocortinics i la seva posterior activacié.

Com que esta demostrat que la part activa dels peptids melanocortinics és la
seqgléncia central His-Phe-Arg-Trp (a-MSH 6-9) i aquesta és necessaria per la uni6 a
tots els receptors melanocortinics, la selectivitat del lligand per un determinat receptor
pot estar determinada pels residus que queden fora d’aquesta regié ja sigui per una
interacci6 selectiva amb diferents subtipus de receptors, per que alterin el plegament
de la zona activa, o bé per una combinacié d’ambdds.

Canvis en la “sequencia missatge” de 'MT2 ens confirmen la importancia d’aquesta
per a l'activitat del peptid, ja que modificacions de cadascun dels aminoacids de la
sequeéncia per un aminoacid neutre (Ala) dona lloc a una disminucié tant en la unié del
péptid amb els diferents receptors, aixi com també una disminucié de la capacitat de
generar AMPc.”

L’excepci6 es produeix en el cas de la His® ja que la seva substitucié no modifica la
unié ni l'activitat agonista. Sembla que la His® no és essencial per a I'activitat de 'MT2.
Malgrat aix0, la deleccié de la His en 'MT2 dona lloc a un peéptid inactiu, la qual cosa
podria ser deguda a una reduccié en la mida de I'anell.

En els altres casos aquesta disminucié de I'activitat és molt clara. Per exemple, els
residus de D-Phe’ i Trp® sén necessaris per a l'activitat i sembla clau aquesta
preséncia aromatica per la uni6 del péptid al receptor.”

A més, com ja era d’esperar, el derivat “enantio” d'MT2 (Ac-D-Nle*-c[D-Asp®-D-His®-
Phe’-D-Arg®-D-Trp®-D-Lys'%-NH,), amb tots els residus amb inversié de configuracio,
no va resultar actiu en assaigs d’'unié amb els receptors humans ni tampoc en I'assaig
de transduccié de senyal. Aixo confirma la importancia de la topologia de les cadenes
laterals en la interaccié amb els receptors melanocortinics. Pel mateix motiu I'analeg
“retro” MT2 (Ac-c[Lys'®-Trp®-Arg®-D-Phe’-His®-Asp’]-Nle*-NH,), amb la direccié del
enllagos peptidics alterada, mostra que la interaccié de I'esquelet peptidic amb
aquests receptors juga un paper important en el reconeixement lligand-receptor. El
compost “retro-enantio” (Ac-c[D-Lys'’-D-Trp®-D-Arg®-Phe’-D-His®-D-Asp®]-D-Nle*-NH,,
hauria de tenir una disposicié de les cadenes laterals similar a la del compost model
(MT2) perd per estudis teorics s’ha comprovat que la superficie no seria
idéntica.Aquest compost tenia una poténcia 1000 vegades menor que la molécula de

2 Bednarek, M. A.; Silva, M. V.; Arison, B.; MacNeil, T.; Kalyani, R. N.; Huang, R-R. C.; Weinberg, D. H.,
Peptides, 1999, 20, 401-409.
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referéncia indicant novament una gran importancia de la disposicié de les cadenes

laterals i dels enllagos peptidics en la unié amb els receptors.

Estudis de RMN i modelatge molecular realitzats pel grup de Victor Hruby suggerien
una conformaci6 plegada preferida de I'esquelet peptidic en la majoria de conformers
de baixa energia.”*’* Malgrat aixd, estudis realitzats per Bednarek et al. de RMN no
revelen la predileccié per cap tipus de conformacid, cosa que esta d’acord amb els
estudis de modelatge molecular realitzats pel nostre grup. (veure capitol 2).

Una altra modificacié sobre 'MT2 va ser la N-metilacié de la D-Phe’ i I'Arg®. En el
compost amb I'Arg® N-metilada, [NMe-Arg®-MT2 es manté la capacitat d'uni6 als
receptors i l'activitat agonista de 'MT2 mentre que el péptid [NMe-D-Phe’]-MT2 va
resultar ser molt menys potent. Aixo pot voler dir que I'atom d’hidrogen NH de la D-
Phe’ participa en ponts d’hidrogen intramoleculars que estabilitzarien la conformacié
plegada activa proposada.

Amb aquestes modificacions també es van trobar antagonistes competitius de a-MSH.
En els casos en que es substituia la D-Phe’ de 'MT2, per un aminoacid aromatic
voluminds, es podien produir antagonistes potents i selectius pels receptors
melanocortinics MC3R i MC4R,”" perd agonistes dels receptors MC1R i MC5R. Un
dels més coneguts és el SHU-9119 resultant de la substitucié de D-Phe per D-Nal(2).

1.5.7. Efectes sobre el receptor MC1R. Enfosquiment de la pell

La pigmentacié cutania és deguda a la melanina, un pigment sintetitzat en els
melanocits de la pell en el procés de melanogénesi i que s’allibera en forma de granuls
cap als queratocits de la epidermis. La melanina constitueix el principal pigment de la
pell i se sintetitza com a resposta als raigs ultraviolats del sol com un mecanisme de
protecci6. En aquest procés de melanogénesi la tirosinasa és I'enzim clau ja que
catalitza la transformacié de la L-tirosina a L-dopaquinona, la qual posteriorment es
transforma en eumelanina, fosca i que confereix proteccié a lindividu, o bé
feomelanina, groga i que no protegeix de les radiacions solars (Fig.1.15). La hormona

o-MSH activa I'enzim tirosinasa i d’aquesta manera afavoreix la sintesi de melanines.

& Al-Obeidi, F.; O’'Connor, S. D.; Job, C.; Hruby, V. J.; Pettitt, B.M., J. Pept. Res., 1998, 51, 420-431.
& Ying, J.; Kéver, K. E.; Gu, X.; Han, G.; Trivedi, D. B.; Kavarana, M. J.; Hruby, V. J., Biopolymers, 2003,
71, 696-716.
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Fig 1.15. Sintesi de melanina als melandcits: melanogénesi.

Després de I'aprovacio de la FDA, el grup de Victor Hruby de la universitat d’Arizona
va investigar si 'analeg MT1 podria ser util per augmentar la pigmentacié cutania en el
cas dels humans. Com anteriorment s’havia demostrat utilitzant o-MSH”® i ACTH, van
comprovar un enfosquiment de la pell en individus voluntaris sans que havien estat
injectats per via subcutania amb MT1. Van demostrar aixi que el 'MT1 indueix un
increment de la expressié6 d’eumelanina’™ i un consegiient enfosquiment de la pell
sense exposicid a la llum solar. A més, 'MT1 no indueix I'expressié de feomelanina
induint aixi un augment en la proporcié eumelanina:feomelanina, la qual cosa implica
una major proteccié cutania. Amb I'MT2 també s’induia un enfosquiment de la pell,
perd també produia efectes parallels com una erecci6 immediata en voluntaris
mascles.”” Degut a aquest altre efecte de 'MT2 no s’han realitzat més estudis cutanis,
sind que s’ha centrat l'atencié en l'acci6 que aquest té quan actua sobre altres

receptors melanocortinics.

1.5.7.1. Melanotan-1 : Estudis clinics i comercialitzacio

En estudis de fase clinica | i Il es van fer assaigs de reflectancia dels canvis que 'MT1
produia en el color de la pell humana. Aquest estudi revelava que els efectes de la
llum solar, després de 5 exposicions diaries d’aproximadament 30 minuts en la pell
dels subjectes de l'estudi, provocava un bronzejat maxim a la setmana d’haver

comencat i que posteriorment retornava al nivell de pre-exposicié a les 7 setmanes’®.

Posteriorment es va voler comprovar la seguretat de l'administraci6 d’'MT1 en

combinacié amb I'exposicié a la llum solar. El que es va observar va ser una sinergia

"® Lerner, A. B.; McGuire, J. S., Nature, 1961, 185, 176-179.

76 Dorr, R. T.; Dvorakova, K.; Brooks, C.; Lines, R.; Levine, N.; Schram, K.; Miketova, P.; Hruby, V. J.;
Alberts, D. S., Photochem. photobiol., 2000, 72, 526-532.

" Dorr, R. T.; Lines, R.; Levine, N.; Brooks, C.; Xiang, L.; Hruby, V. J.; Hadley, M. E., Life Sci. 1996, 58,
1777-1784.

8 Dorr, R. T.; Ertl, G.; Levine, N.; Brooks, C.; Bangert, J. L.; Broome Powell, M., Arch. Dermatol., 2004,
140, 827-835.
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en el bronzejat de la pell. El grau d’enfosquiment era significativament superior a
assolit amb I'exposicié solar o I'administraci6 d’MT1 Unicament. A més a més,
administracié d’MT1 conjuntament amb I'exposicié a la llum solar provoca un
bronzejat de més llarga durada, que no retorna a I'estat inicial de reflectancia ni tan
sols 11 setmanes després del tractament amb MT1 i es necessari la meitat del temps
d’exposicié al sol per tenir el bronzejat maxim. Aix0 redueix la necessitat d’'una
exposicié substancial al sol per augmentar la pigmentacié cutania i per tant redueix el
dany de la pell deguda als raigs UV del sol, que s’han considerat un factor de risc de
cancer de pell. Cal remarcar també que I'administracié d’'MT1 sense exposicio a la llum
solar comporta un enfosquiment minim de la pell. Per tant, I'acci6 sinérgica de la llum

solar i 'MT1 en la duracid i la intensitat de la resposta pigmentaria és remarcable.

Préviament a aquests assaigs amb voluntaris humans, van ser necessaris assaigs
preclinics. Diversos assaigs tant in-vifro com in-vivo, van ser dissenyats per tal de
permetre valorar el farmac en l'administraci6 en humans. Aquests estudis van

demostrar que la molécula no és tdxica ni carcinogénica,’® ni in-vivo ni in-vitro.

En quant als assaigs clinics en humans, el farmac indueix pigmentacié en individus
amb diferents tipus de pell, tant aquells que responen facilment a la llum solar com
aquells que presenten una resposta menor. A més un tret Unic en humans és que
I'MT1 és capac de reduir la resposta toxica (cél-lules cremades pel sol) de la pell als
raigs UV solars en aquells individus amb pells escassament broncejables. Pero
'administracié subcutania diaria que es feia servir en els assaigs clinics provocava
efectes secundaris com fogots i nausees i ja s’esta canviant per una formulacié depot

subcutania,®® que fara que I'administracié d’'MT1 sigui més efectiva i més comoda.

L’empresa EpiTan s’ha fet amb els drets d'MT1 anomenant-lo CUV-1647. Aquests
laboratoris, recentment han provat una formulacié depot implantada sota la pell que
elimina els efectes secundaris i produeix un bronzejat més intens i durador.®' Per tot
aixo, 'MT1 pot formar part del primer “protector solar injectable” que podria ser util com
a prevenci6 per les persones amb riscos de desenvolupar un cancer de pell induit per

les radiacions solars.

" Dawson, B. W.; Ford, C. A.; Holloway, H.; Dorr, R. T.; Johnson, P., Toxicology, 1993, 77, 91-101.

80 Bhardwaj, R.; Hadley, M. E.; Dorr, R. T.; Dvorakova, K.; Brooks, C.; Blanchard, J., Pharmaceut. Res.,
2000, 77, 593-599.

8 Hadley, M. E.; Dorr, R. T., Peptides, 2006, 27, 921-930.
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1.5.8. Efectes sobre MC3R i MC4R. Tractament de I’obesitat i transtorns sexuals.

Els receptors MC3R i MC4R es troben ampliament expressats al cervell i es creu que
juguen un paper important en el comportament alimentari, comportament sexual i

transtorns de la conducta i estat d’anim.

1.5.8.1 Obesitat

La obesitat és un problema de salut comu als paisos industrialitzats que pertany al
grup de factors de risc de la diabetis i malalties cardiovasculars. La seva incidéncia ha
augmentat arreu en els darrers 20 anys. Aquesta malaltia és atribuible a un
desequilibri entre la ingesta d’aliments i la despesa energética. Un bon tractament
d’aquesta malaltia hauria d’incloure la supressié de I'aport energetic i 'increment de la
despesa d’energia.®

En condicions normals, l'individu manté el seu nivell de greixos corporals, malgrat les
diferencies diaries en els guanys i despeses energétiques. Aixd0 és degut a una
regulacié endocrina (“feedback loop”) en la que participa una hormona adipocitica, la
leptina, i els receptors melanocortinics MC3R i MC4R (fig. 1.11). La leptina circula en
proporcié al greix corporal i provoca respostes cerebrals que modulen l'apetit i la
despesa energética.®® Aquesta indueix I'expressié de proopiomelanocortina (POMC),

el precursor de I'a-MSH, principal agonista dels receptors MC3R i MC4R.

8 Chaki, S.; Nakazato, A., Drugs of the future, 2004, 29, 1065-1074.

8 Chen, A. S.; Marsh, D. J.; Trumbauer, M. E.; Frazier, E. G.; Guan, X-M.; Yu, H.; Rosenblum, C. I;
Vongs, A.; Feng, Y.; Cao, L.; Metzger, J. M.; Strack, A. M.; Camacho, R. E.; Mellin, T. N.; Nunes, C. N,;
Min, W; Fisher, J.; Gopal-Truter, S.; Macintyre, D. E.; Chen, H. Y.; Van der Ploeg, L. H. T., Nat. Genet.,
2000, 26, 97-102.
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Figura 1.16. Mecanisme de regulacié “feedback” del pes corporal.
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Durant els anys 90, una série d’estudis farmacologics i genétics van demostrar que els
péptids melanocortinics participen en la regulacié del pes corporal mitjangant efectes
en la ingesta d’aliments i la despesa energética.®* Ratolins mutats genéticament, que
expressaven un antagonista competitiu endogen (la proteina Agouti) a nivell central
eren obesos, aparentment per antagonisme del receptor MC4R i probablement de
'MC3R.%

Posteriorment es va trobar un gen homoleg al d’Agouti, que codifica un antagonista
d’'MC3R i agonista invers de MC4R,* anomenat “Agouti related protein” (AgRP) que
s’expressa en l'hipotalem. Injeccions intravenoses d’aquest AgRP provocaven un
augment de la ingesta d’aliments.

La confirmaci6é de la importancia dels péeptids melanocortinics en la regulacié del pes
corporal va arribar amb I'estudi de ratolins POMC Knock-out, en els que el gen de la
proopiomelanocortin (POMC) estava desactivat. La obesitat en aquests ratolins es

podia revertir per tractament amb un agonista com I'a-MSH.

Per comprovar la implicacié de cadascun dels receptors melanocortinics centrals, es
van estudiar ratolins MC3R i MC4R “Knock-out”. Aquests models demostren que el
receptor implicat en la regulacié del pes corporal es 'MC4R i que el receptor MC3R

8 Cone, R. D., Trends Endocrinol. Metab., 1999, 10, 211-216.

8 Lu, D.; Willard, D.; Patel, I. R.; Kadwell, S.; Overton, L.; Kost, T.; Luther, M.; Chen, W.; Woychik, R. P.;
Wilkinson, W. O.; Cone, R. D., Nature, 1994, 371, 799-802.

8 Nijenhuis, W. A.; Oosterom, J.; Adan, R. A., Mol. Endocrinol., 2001, 15, 162-171.
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juga un paper complementari.® Els ratolins amb el receptor MC3R inactivat
incrementen la massa grassa, redueixen la massa magra i tenen una eficiéncia
alimentaria més elevada.® Per tant sembla ser que el receptor MC4R estaria implicat
en la regulacié de la ingesta i la despesa energética, mentre que I'MC3R regularia
I'eficiéncia alimentaria i la participacié dels nutrients a la massa grassa. Aixi, 'MT2,
preferentment agonista MC4R, inhibiria la presa d’aliments, mentre que I'antagonista
SHU-9119 n’incrementaria la ingesta.

1.5.8.2. Disfuncio erectil

La disfuncié erectil es defineix com la inhabilitat per iniciar o mantindre una ereccio
suficient per una relacié satisfactoria. Nombrosos assaigs genetics, farmacologics i
anatomics han donat suport a la tesi que un o més peptids melanocortinics funcionen

com a neurohormones al cervell per regular diverses activitats sexuals.®

1.5.8.3. Melanotan-2 i PT-141 pel tractament de I'impotencia

Per accident, el grup de Hruby va descobrir que el MT2 regulava alguns aspectes de la
sexualitat tant en homes com en dones. En un assaig de fase clinica | per determinar
I'eficacia de I'MT2 com a inductor de I'enfosquiment de la pell en homes van notar que

el péptid produia erecci6.”’

Per tant, 'MT2 pot augmentar la pigmentacié cutania, regular el pes corporal i també
estimular I'ereccid. Per tot aixd és coneguda mediaticament com a “Barbie drug”. El
problema és, perd, que per obtenir un augment en la pigmentacié caldrien
dosificacions prolongades, el que podria provocar efectes secundaris indesitjables com

nausees i emesi. Per tant no seria apropiada aquesta denominacio.

La importancia clinica i comercial d’aquesta observacié va fer que 'MT2 fos venut per
lla Universitat d’Arizona a la empresa Palatin Technologies. Un metabolit de 'MT2, el
PT-141, va ser desenvolupat per aquests laboratoris.®' Aquest PT-141 difereix de

87 MacNeil, D. J.; Howard, A. D.; Guan, X.; Fong, T. M.; Nargund, R. P.; Bednarek, M. A.; Goulet, M. T.;
Weinberg, D. H.; Strack, A. M.; Marsh, D. J.; Chen, H. Y.; Shen, C-P.; Chen, A. S.; Rosenblum, C. [;
MacNeil, T.; Tota, M.; Maclntyre, E. D.; Van der Ploeg, L. H. T., Eur. J. Pharm., 2002, 440, 141-157.

8 |a eficiencia alimentaria és la percentatge de guany de pes respecte a la quantitat de menjar ingerit.

8 van der Ploeg, L. H. T.; Martin, W. J.; Howard, A. D.; Nargund, R. P.; Austin, C. P.; Guan, X.; Drisko, J.;
Cashen, D.; Sebhat, |.; Patchett, A. A.; Figueroa, D. J.; DiLella, A. G.; Connolly, B. M.; Weinberg, D. H.;
Tan, C. P.; Palyha, O. C.; Pong, S-S.; MacNeil, T.; Resenblum, C.; Vongs, A.; Tang, R.; Yu, H.; Sailer, A.
W.; Fong, T. M.; Huang, C.; Tota, M. R.; Chang, R. S.; Stearns, R.; Tamvakopoulos, C.; Christ, G.;
Drazen, D. L.; Spar, B. D.; Nelson, R. J.; Malcntyre, D. E., Proc. Natl. Acad. Sci., 2002, 99, 11381-11386.
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I'MT2 en el seu extrem C-terminal, ja que el grup -NH, es reemplazat per un grup —OH.
Els resultats demostren que el PT-141 és efectiu com a inductor de ereccions en
homes fins i tot en aquells que no responen al tractament amb sildenafil (Viagra®).®
Aquest farmac es presenta en forma de nebulitzador nasal i difereix del sildenafil i
altres farmacs relacionats en que aquest actua als receptors melanocortinics MC3R i
MC4R al SNC, on aquest activa el desig sexual i I'ereccié6 mitjangant un mecanisme

neuronal.

Malgrat ser un potent inductor d’ereccions, el PT-141, no presenta efectes secundaris
indesitjables. A més, l'activitat d’aquest al SNC fa que sigui util per tractar tant les
disfuncions sexuals organiques com les psicogeniques.

Quant a les dones, el 43% pateix disfuncions sexuals.’’ Estudis previs del PT-141
havien demostrat I'eficacia d’aquest compost en femelles. Aquest fet van fer que
s’iniciessin estudis amb dones. En aquests el PT-141 va resultar ser segur i produia un

augment de la irrigaci6 vaginal.*?

Actualment, aquest PT-141 s’anomena Bremelanotide, i ha finalitzat els assaigs de
fase clinica Il tant en disfuncions sexuals en homes, mentre que continua realitzan-se
en el cas de disfuncions sexuals femenines.*® L’empresa Palatin® t& previst comencar

els assaigs de fase clinica lll en homes a principis d’aquest mateix any.

Per tant, es demostra amb l'intent de comercialitzacié de 'MT2 i PT-141, aixi com
també de I'MT1, la importancia d’aquests compostos en el tractament de diverses
disfuncions fisiologiques.

1.5.8.4. Selectivitat MC3R/MC4R

Encara que tant 'TMC3R com I’'MCA4R reconeixen I'a-MSH, I'afinitat de la y-MSH és 50
vegades més gran pel receptor MC3R. El receptor de melanocortina 4 (MC4R) té una

afinitat elevada per 'a-MSH i la B-MSH pero una afinitat molt baixa per y-MSH.

En mamifers, la »-MSH (fig.1.5, pag.4) conté una Lys addicional al seu extrem N-
terminal, trobant-se en forma de Lys-y-MSH. Aquesta, al igual que a-MSH, conté la

sequencia missatge His-Phe-Arg-Trp, conté també un residu de Tyr a la posicid 2 i un

% Diamond, L. E.; Earle, D. C.; Garcia, W. D.; Spana, C., Urology, 2005, 65, 755-759.

" Lauman, E. O.; Paik, A.; Rosen, R. C., JAMA, 1999, 281, 537-544.

9 palatin Technologies reports phase-| data for PT-141, www.palatin.com , September, 26, 2002.

% Palatin Technologies, Development status of Bremelatonide in men and women, www.palatin.com.
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de Met a la posicié 4, mentres que els extrems N i C-terminal difereixen una mica

respecte a a-MSH aixi com també en el residu 5. (Fig. 1.17)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
o-MSH Ac- S Y S M E H F R W G K P V-NH,
Lys-y-MSH H- K'Y V. M G H F R W D R F G-OH

Figura 1.17. Comparacio de la seqiiéncia aminoacidica de a-MSH i y-MSH.

L’any 1998, el grup d’Oosterom i col-laboradors, va demostrar que I'’Asp'® en la Lys-y-
MSH determinava la selectivitat per 'MC3R.** Queda, perd, encara per demostrar, si el
residu d’Asp'® interacciona directament amb el receptor MC3R o bé si aquest residu
indueix una estructura peptidica que sigui favorable a MC3R. ElI fet que
[Nle4,Gly10]Lys-y-MSH i [Nle4]Lys-y-MSH tinguin una afinitat similar per MC3R fa
pensar que el residu Asp'® no interactua directament amb la zona d’'unié de MC3R siné
que aquest residu pot obstaculitzar la interaccié amb MC4R.

Aquest mateix grup un any més tard i mitjancant receptors quimerics en els que es
substituien diferents residus del receptor MC4R pels residus de MC3R va concloure
que el tercer loop extracel-lular del receptor (fig.1.8, pag.8) era el responsable de la
selectivitat per la y-MSH.*® Concretament es modifica el residu 268 del tercer domini
extracel-lular pel mateix residu del receptor MC3R (lle per Tyr) i s’arriba a la conclusié
que la selectivitat per la »-MSH residia Gnicament en aquest residu de 11e?®®. Tot i aixo,
i com ja havien postulat anteriorment, és necessari el residu de Asp' per que la
selectivitat es vegi augmentada, ja que analegs amb aquesta posicié6 modificada, com
és el cas de [Nle4, Gly10]Lys-y-MSH, exhibien una afinitat semblant pel receptor mutat
i per MC4R. A més, lintercanvi del residu de Tyr®® d’'MC4R al residu d’lle, també
provoca una disminucié en I'afinitat d’'un péptid melanocortinic ciclic com és 'MT2.

Per tant, una interacci6 lligand-receptor selectiva pot océrrer a través d’'un mecanisme
d’exclusid6 més que per un reconeixement especific. En aquest sentit, la Tyr*®® de
MC4R pot obstaculitzar la interaccié amb Lys-y-MSH. S’ha demostrat que la His?** del

receptor MC4R és essencial per a I'activacié d’aquest per part de la y-MSH.**Aquest

% Qosteron, J.; Burbach, J. P.; Gispen, W. H.; Adan, R. A., Eur. J. Pharmacol. 1998, 354, R9-11.

% Qosteron, J.; Nijenhuis, W. A. J.; Schaapert, W. M. M.; Slootstra, J.; Meloen, R. H.:; Gispen, W. H.;
Burbach, J. P.; Adan, R. A., J. Biol. Chem., 1999, 274, 16853-16860.
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residu és molt proper al residu de Tyr*® i podria emmascarar el residu His

aixi la interacci6 entre MC4R i la Lys-y-MSH (fig 1.18).

?6% impedint

Pel que fa al lligand, sembla ser que la preséncia de dos grups acidics propers en
lespai (Glu® i Asp'™®) condueix a una disminucié de I'afinitat tant per MC3R com en
MC4R, possiblement degut a la repulsid de les seves carregues negatives. Aix0 esta
d’acord amb els lactams ciclics, com 'MT2 en el que, en la conformacié activa, (fig.
1.13, pag. 28) els residus de les posicions 5 i 10 estan molt propers.

Figura 1.18. Model helicoidal de MC4R on s’observa la proximitat His®** / Tyr*®®

S’observa també un increment de la selectivitat per MC4R quan la “seqiéncia
missatge”, His-Phe-Arg-Trp, es troba en una conformacio restringida, com és el cas de
péptids ciclics, com per exemple 'MT2. En el cas dels peptids linials, com MT1,
I'afinitat es més gran per MC3R. Aixd voldria dir que, la ciclacié del péptid podria ser
apropiada pel disseny de lligands selectius MC4R, mentre que la modificacié de
péptids MSH podria ser de més utilitat per la selectivitat MC3R.¥’

Per tant, s’ha demostrat que uns mateixos residus de la seqiiéncia missatge, His-Phe-
Arg-Trp, no interaccionen de la mateixa manera amb residus conservats dels receptors
melanocortinics. Es podria dir, doncs, que els residus del lligand fora de la sequéncia
activa poden dirigir la conformacié d’aquesta, presentant-la a la zona d’unié al receptor
d’'una determinada manera, responsable de la selectivitat.

7 Haskell-Luevano, C.; Nikiforovich, G.; Sharma, S. D.; Yang, Y.K.; Dickinson, C.; Hruby, V. J., Gantz, I.,
J. Med. Chem., 1997, 40, 1738-1748.

42



1.6. Objectius

L’objectiu de la present tesi doctoral és l'obtencié d’una familia de pseudopeptids
derivats d’MT2, amb la intencié, de trobar algun compost que millori la selectivitat dels

compostos ja existents.

Les modificacions es pretenen dur a terme emprant pseudodipéptids rigids que s’han
de preparar previament en dissoluci6é. Aquests dipéptids tenen estructura lactamica o

de diazanorborna.

La farmacomodulacié de I'MT2 amb els nostres pseudopeptids es pot fer en tres zones
de la molécula. En uns casos s’afecta directament la zona del gir b que es produeix en
la conformacié activa i en altres es pot modificar la part més flexible de l'anell i
d’aquesta manera es pot orientar de manera diferent la disposicio espacial de la regi6é

activa.
Dipéptids restringits conformacionalment
2L
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rooZH HO/\QN N 2
NH
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Figura 1.19. Pseudopeptids amb els que modificarem les diferents regions de 'MT2.

El pla de treball consta de quatre fases: disseny, sintesi dels pseudosipéptids rigids,
sintesi dels pseudomelanotans i estudis conformacional per RMN.
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1.6.1. Disseny

El primer que s’estudiara és la validesa d’aquest plantejament, i quines sén les
modificacions estructurals que induim amb els nostres y—melanotans, mitjangant
calculs teodrics de modelitzaci6 molecular. Donat que I'estructura de I'MT2 ja ha estat
estudiada, podrem superposar els nostres derivats per avaluar les modificacions
estructurals que induiran.

1.6.2. Sintesi dels dipeptids conformacionalment restringits

El segon pas consisteix en la obtencié dels pseudodipéptids rigids necessaris per a la
sintesi de la quimioteca. En un treball anterior, tal com s’ha comentat, ja haviem
preparat un analeg restringit del triptofan {Trp-Gly}.*® En aquest cas farem servir {Trp-
Gly}, perd també volem preparar {Trp-Lys}, compost que presenta un centre
estereogénic en o respecte al nitrogen lactamic, la qual cosa fara que el plantejament

sintetic sigui molt diferent.

També prepararan pseudodipeptids rigids amb estructura de diazanorborna.
Concretament es sintetitzaran analegs de la Ser i de I'Arg. Aquests es prepararan per
desimetritzaci6 de bicicles meso, mitjangant una reacci6 d’hidroboracié

enantioselectiva.

Donat que les modificacions del centre actiu han estat ampliament estudiades,”
nosaltres comencarem per la modificacié de la zona flexible de la molécula, ja que
aquesta pot ser responsable de la selectivitat per un o altre receptor en orientar el gir
beta d’'una o una altra manera a I'espai. Aixi doncs, s’estudiaran, en primer lloc, les
sintesis de {Trp} i de {Lys}. Posteriorment, amb els derivats {azaArg} es modificara la
part activa de la molécula i els derivats {azaSer} substituiran a la Lys o bé
s’incorporaran en el lloc de I'His ja que aquesta no es imprescindible per I'activitat.

Finalment es sintetitzaran compostos mimétics de gir, bé amb estructura
d’oxazolopiperidona o amb estructura de diazanorborna. Amb aquests compostos es
preten rigidificar la part flexible de la molécula reemplacant el residu de Lys.

1.6.3. Sintesi de la quimioteca

Un cop es s’hagin obtingut els pseudodipeptids, s’iniciara la sintesi de la quimioteca
pseudopeptidica. Igualment es preparara 'MT2, ja que per una banda el necessitarem
com a patr6 en els posteriors assaigs biologics, i per altra, la seva preparacié servira

44



per establir el métode per la posterior sintesi de la quimioteca.

1.6.4. Estudi conformacional per RMN

Finalment es comprovara la disposicié dels péeptids en I'espai quan aquests incorporen
els pseudodipéptids o els mimeétics de gir i es comparara amb la molécula de

referéncia, 'MT2.
L’estudi es dura a terme realitzant espectres bidimensionals de correlacié 1H-1H

TOCSY i NOESY. Un cop assignats tots els protons dels pseudomelanotans, es faran

servir les dades com a restriccions per calculs tedrics de dinamica molecular.
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