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RESUMEN

El fragmento carboxilo terminal, rico
en cisteinas, de la proteina 1 de superficie
del merozoito (MSP-1) desempefa un pa-
pel importante en la invasion del mero-
zoito de la malaria al eritrocito. Anticuer-
pos contra esta region de MSP-1 inhiben
la invasion. La identificacion de secuen-
cias peptidicas que sean reconocidas por
anticuerpos antiproteina MSP-1, puede
ser un punto de partida para el desarrollo
de vacunas. Se sintetizo una serie de pép-
tidos lineales que abarcaban la totalidad
de la secuencia de los dominios del extre-
mo carboxilo de la proteina MSP-1, para
ser ensayados con un suero de conejo an-
tiproteina MSP-1, la cual fue extraida de
lacepa FCR3 de P. falciparum. No se ob-
servo ninguna reaccion con los péptidos
lineales en el ensayo de ELISA. Sin em-
bargo, péptidos ciclicos correspondientes
a los bucles B de los dos dominios tipo
EGF del fragmento carboxilo terminal
reaccionaron con el suero de conejo. Esto

imdica que péptidos restringidos confor-
macionalmente pueden ser usados para
identificar anticuerpos contra epitopes
conformacionales que no pueden ser de-
tectados con péptidos lineales, lo cual tie-
ne una significancia préctica general.

ABSTRACT

The cysteine-rich C-terminal frag-
ment of merozoite surface protein 1
(MSP-1) plays an important role in the in-
vasion of erythrocytes by malaria mero-
zoites. Antibodies to this region of
MSP-1 have been shown to inhibit inva-
sion. Identification of peptide sequences
that are recognized by MSP-1 antibodies
could therefore be a starting point for
vaccine development. A series of over-
lapping linear peptides spanning the enti-
re length of the C-terminal domains of
MSP-1 were synthetized and used 1o
screen rabbit antiserum that was raised
against MSP-1 from the FCR3 strain of
P. falciparum. No reaction of the antise-
rum was observed with the linear pepti-
des in ELISA. However, cyclic peptides
corresponding to the B-loops of the two
EGF-like domains of the C-terminal frag-
ment reacted with the rabbit antiserum.
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This indicates that constrained peptides
can be used to identify antibodies to con-
formational epitopes that can not be iden-
tified with linear peptides which could
have general practical significance.

INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad parasi-
taria que aflije a unos 270 millones de in-
dividuos anualmente y es la causante di-
recta de al menos dos millones de muertes
al ano, especialmente en nifios menores
de cinco afos. En estas dltimas décadas se
ha observado que el parisito ha desarro-
llado muiltiple resistencia a las drogas, y
¢l desarrollo de una vacuna ha llegado a
seruna prioridad para el control y erradi-
cacion de la enfermedad. El parasito de la
malaria, el plasmodium, presenta un ciclo
de vida complejo en dos hospederos, el
hombre y el mosquito, en cada uno de los
cuales pasa por varios estadios con carac-
teristicas antigénicas diferentes.

El parasito es transmitido al hombre,
en la forma de esporozoito, por 1a hembra
del mosquito anofeles. Después de entrar
al torrente sanguineo, €l esporozoito in-
vade las células del higado y evoluciona a
la forma merozoito e invade los globulos
rojos. El merozoito, procedente de las cé-
lulas del higado o de un glébulo rojo, pue-
de infectar globulos rojos adyacentes. Al-
gunos merozoitos evolucionan a formas
sexuales o gametos, los cuales son ingeri-
dos por el mosquito. Una vez en el mos-
quito, los gametos se fusionan para for-
mar un zigoto, el cual se alarga para
formar un ooquineto. El ooquineto pene-
tra las paredes del estomago del mosquito
y se transforma en un oocito, el cual da lu-
gar a miles de esporozoitos. Cuando se
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rompe el oocito, los esporozoilos migran
a las glandulas salivares del mosquito, en
donde pueden ser inyectados en ¢l hospe-
dero humano completandose el ciclo.

Las investigaciones se han centrado en
la determinacion de aquellas proteinas de
superficie del plasmodium que son impor-
tantes en cl proceso de una respuesta in-
mune protectiva (1). Solo pequefios frag-
mentos de las proteinas generan respuesta
inmunologica: estos son los denominados
determinantes antigénicos o epitopes. El
precursor del mayor antigeno de superfi-
cie del merozoito, referido aqui como
MSP-1, se sintetiza durante la fase esqui-
zogonica del pardsito y estd presente como
un complejo de fragmentos derivados por
procesos proteoliticos. A un fragmento de
83 kDa del extremo amino-terminal le si-
guen los fragmentos de 30 kDa, 38 kDay
42 kDa. Este ultimo se subdivide en un
fragmento de 30 kDay un fragmentode 19
kDa, rico en cisteina, del extremo carbo-
xilo-terminal. Existe evidencia de que el
fragmento de 19 kDa es llevado por el pa-
rasito dentro del globulo rojo y que anti-
cuerpos contra este fragmento pueden
inhibir la invasion (2-5).

La proteina MSP-1, en el extremo
carboxilo (fragmento de 19 kDa), pre-
senta dos dominios con unaestructura si-
milar al factor de crecimiento de la epi-
dermis, conocidos como dominios tipo
EGF (Epidermal Growth Factor) (6). El
dominio tipo EGF estd presente en un
amplio espectro de proteinas extracelu-
lares con una gran variedad de funciones
en los procesos bioldgicos, tales como el
desarrollo y crecimiento celular, la ad-
hesién celular y la coagulacién de la san-
gre (7). Este dominio contiene entre 40-
50 residuos de aminodcido y seis cistei-
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nas formando tres enlaces disulfuro (cis-
teinas 1-3, 2-4y 5-6). Estos enlaces disul-
furo inducen v estabilizan un manojo de 3
a4 estructuras en bucle, denominadas bu-
cle A, bucle B, bucle C v bucle D. Lapre-
diccion de estructura por medio del algo-
ritmo GORBTURN de las secuencias del
fragmento de 19 kDa de la proteina
MSP-1 para las cepas K-1 y FC-27 de
Plasmodium falciparum (figura 1), mos-
iré que los bucles B de los dominios
EGF-1 y EGF-2 eran los mds prominen-
tes y estaban mds expuestos al solvente,
lo'cual los convertia en potenciales blan-
cos de una respuesta de anticuerpos. Re-
sultados cristalograficos recientes con-
firmaron las estructuras predichas y
aportaron elementos de distancia antes
desconocidos (8).

Dominio EGF-1

X
K-1

FC-27 |_Q

MAD 302, especifico contra los dominio
tipo EGF de la proteina MSP-1 del pard-
sito de malaria de roedores Plasmodium
yoelii, puede proteger ratones de la infec-
ci6n por inoculacion del parasito (10). El
epitope reconocido por el anticuerpo
MADb 302 fue localizado en el primer do-
minio tipo EGF de la proteina MSP-1, es
dependiente de la formacion de los enla-
ces disulfuro y es discontinuo (11). Sin
embargo, algunos resultados sugieren
que los dos dominios tipo EGF son nece-
$arios para generar una respuesta protec-
tiva in vive (12). Con el fin de identificar
la posible existencia de epitopes confor-
macionales continuos en los dos dominios
tipo EGF de la proteina MSP-1, se sinteti-
zaron péptidos lincales y con restriccion
conformacional a la estructura en bucle,

Bucle B
25 50

ODMLNISQHQCVKKQCPENSGCFRHLDEREECKCLLNYKQEGDKCVENPN

B I

Dominio EGF-2

Bucle B
51 75 100
K-1 PTCNENNGGCDADATCTEEDSGSSRKKITCECTKPDSYPLFDGIFCSSSN
FC-27 | [ K | NG ] |
1

Figura 1. Secuencia de aminodcidos del extremo carboxilo de la proteina MSP-1 de las cepas K-1
y FC-27 de Plasmodium falciparum, que muestra los enlaces disulfuro. Las secuencias co-

rrespondientes a los bucles B estin indicadas.

El fragmento carboxilo terminal de 19
kDa de la proteina MSP-1 gs altamente
conservado en el Plasmodium, ya sea el
que infecta a humanos, a primates o a roe-
dores (9). El anticuerpo monoclonal

por medio de mimos covalentes de los
puentes de hidrégeno (13-14). La base
ledrica de este enfoque se basa en qué

‘péptidos constrefidos a imitar la estructu-

ra tridimensional de los epitopes de mala-
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ria deberdn servir como mejores antige-
nos e inmunogenos, loda vez que la
Teaccion antigeno-anticuerpo se presume
que se incrementara significativamente
cuando se alcance la complementaridad
espacial. Anticuerpos generados contra
péptidos estructurados deben, presumi-
blemente, ser mas especificos y unirse
mas fuertemente a la proteina comple-
mentaria.

PARTE EXPERIMENTAL

Preparacion de los ligandos. El 1i-
gando J (icido 5,5-dimetoxi-1-pentanoi-
co) se sintelizd como metilésier en fres
pasos de acuerdo con la metodologia des-

CH,04, , OCH,

HC
Fmoe-NCH,COOH

|
>
i A J

Figura 2. Farmula estructural de los ligandos 1 y Z utilizados

con fuerza. Luego se adiciond HCI | N
hasta pH 3, se separd la fase orgédnica y se
llevaron a cabo dos exiracciones mas en
fase liquida con acetato de etilo. Las frac-
ciones de acetato de etilo se combinaron y
se adicioné MgSQOs por 25 min. La solu-
cion se filtro, se rotaevapord y el residuo
oleoso (ligando J) se dejo al vacio por 5
min. El ligando Z (acido [(1-propilide-
no-2-Fmoe)hidracino] acético) se sinteti-
70 de acuerdo con la metodologia descrita
por Cabezas y Satterthwait (16). Las es-
tructuras de los ligandos J y Z se mues-
tran en la figura 2.

Sintesis de los péptidos. Se sintetiza-
ron 10 péptidos lineales de 20 residuos
que comprendian los residuos
1-19, 10-28, 19-37, 28-46,
37-55, 46-64, 55-73, 64-82,
73-91, 82-100 (véase figura
1), mas un residuo de cisteina

W COOH en su extremo carboxilo, y 4

peptidos ciclicos correspon-
dientes a las estructuras en
bucle B de los dominios
EGF1 y EGF2 para las cepas
FC-27 y K-1. La sintesis se
llevo a caboen un sintetizador
miiltiple de péptidos ACT

en la sintesis de péptidos ciclicos (estructiras en bucle) usando 350 (Advanced Chemtech,

un enlace de mdrazona como mimo de puente de hidrogeno.

crita por Stevens y Lee (15). Para la hi-
drolisis de J-metiléster se adiciono | g
(0.00568 mol) de J-metiléster a una diso-
lucion que contenia 0.3038 g (0.00757
mol) de NaOH disueltos en 10 ml de me-
tanol/agua 1:1, y se dejo en reaccion por
2 horas a temperatura ambiente. La mez-
cla de reaccion se rotaevapord, el residuo
se disolvié en 20 ml de acetato de etilo, se
adicionaron 5 ml de¢ agua fria y se agité
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Louisville, KY, USA) por la
estrategia Fmoc de sintesis de
péptidos en fase solida (17-18) sobre una
resina Rink MBHA (0.47 meq/g, Nova-
biochem, San Diego, CA, USA). Parala
sintesis de péptidos con restriceidon con-
formacional a bucle, sé introdujeron los
ligando J ¥y Z en los extremos de la se-
cuencia correspondiente a la estructuraen
bucle (figura 3), Debido a la dificultad
para acoplar la glicina que le sigue al li-
gando Z en la secuencia, ésta se acoplo
como cloruro de acilo. A la resina se le
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adiciond una disolucion ¢ue contenia 3
equivalentes (con respecto a la resina) de
Fmoc-Gly-Cl disueltos en NMP, se agitd
por 1 min, luego se adicionaron 6 equiva-
lentes de DIEA y se dejo en reaccion por
15 min. Una vez finalizada la sintesis con
los ligandos J y Z en los extremos de la se-
cuencia, la resina-péptido se

empacd en bolsas de tela de poli-

semipreparativa y de 0-100%B en 15 min
para la columna analitica, a una longitud
de onda de 210 nm. El solvente A es
0,1%TFA en agua y el B, 0,1%TFA en
acetonitrilo. Para confirmar la identidad
de los péptidos se usé un espectromeiro
de masas tipo FAB.

propileno para su ciclizacion. J-TEEDSGSSRKKIT-GZG-NH-Resin

Las bolsas se sumergieron en
una disolucién que contenia 2
equivalentes (con respecto a la
resina) de HCI 4N en dioxano
(Pierce, Rockford, IL, USA) di-
sueltos en 10% TFE / DCM (15

HCI/TFE/DCM, 15 min

mil por. bolsa dei100'mg de resi- J-TEEDSGSSRKKIT-GZG-NH-Resin

na), y se dejaron en reaccion por

15 min. La disolucion se dese-
cho y las bolsas se lavaron 5 ve-

ces con DCM y se secaron. La  Figura 3. Sintesis en fase sélida de un péptido ciclico (con
desproteccion de las cadenas 1a-  estructura en bucle) haciendo uso de un mimo de puente de
terales de los aminodcidos y la hidrogeno representado en un enlace hidrazonaentre J y Z.

liberacion del péptido de la resi-

na se llevé a cabo con dos disoluciones:
paralos péptidos lineales se utilizd una di-
solucion que contenia 92,5% TFA, 2,5%
agua, 2,5% EDT y 2,5% TIS, y para los
péptidos ciclicos, una disolucion que con-
tenia 95% TFA y 5% agua, siguiendo
procedimientos va descritos (17).

Caracterizacion de los péptidos. Los
péptidos se purificaron por cromatografia
liquida de alta eficiencia en fase reversa
(RP-HPLC), en una columna C18-AR
cosmosil semipreparativa (20 x 250 mm;
Phenomenex, Torrance, CA, EE.UU.) y
las fracciones recogidas analizadas por
RP-HPLC, en una columna analitica RP-
18 Lichrosorb (4 x 250 mm; Merck,
Darmstadt, Alemania), con un gradiente
de 20-60%8B en 40 min para la columna

Acoplamiento de los péptidos a
BSA. Para llevar a cabo las pruebas de
ELISA, los péptidos se acoplaron a ma-
leimida-BSA activada (Pierce, Rockford,
IL, EE.UU.). Se prepararon discluciones
acuosas de los péptidos (5 mg/ml) y de
maleimida-BSA activada (10 mg/ml). A
101 dé la disolucién de péptido se adicio-
naron 10 | de la disolucion de maleimida-
BSA y 20 | de una disolucion tampén de
acoplamiento de maleimida (Pierce), y la
mezcla se dejo en reaccion por 2 horas. El
monitoreo de la reaccion se llevo a cabo
por RP-HPLC, inyectando 25 1 una mues-
tra que contenia 4 | de la mezcla de reac-
cion, 2 1 de una disolucion acuosa de
DMEF (1 I/ml) como control interno y 22 |
de agua.
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Prueba de ELISA. Parallevar a cabo
la pruebade ELISA, se utilizaron los pép-
tidos unidos a maleimida-BSA activada
siguiendo el protocolo del productor
(Pierce). Como primer anticuerpo se usé
el suero policlonal de conejo R294 anti-
proteina MSP1. Este suero fue obtenido
por Perkins (Rockefeller University,
Nueva York, N.Y., EE.UU.) al inyectar
conejos con la proteina MSP-1 purifica-
da, proveniente de lacepa FCR3 de Plas-
modium falciparum. Se usaron diluciones
del suero anti-MSP-1 de 1/50, 1/100,
1/200, 1/400y 1/800. Como segundo an-
ticuerpo se uso anti-IgG (H+L) de conejo
producido en cabras, purificado y acopla-
do a una losfatasa alcalina (Pierce). Para
la deteccion se usé como sustrato de la
fosfatasa el p-nitrofenilfostato disadico
(la reaccién genera una coloracion amari-
lla). El resultado se leyo en un titulador de
ELISA aunalongitud de onda de 415 nim.
Como blanco se utiliz6 una linea de la pla-
ca de ELISA sin péptido y se tomé como
resultado positivo para cada dilucién (ti-
tule) una diferencia en la densidad optica
0.2 con respecto al blanco. Se realizaron
dos ensayos: uno con los péptidos lineales
comprendiendo la totalidad de la secuen-
cia del fragmento de 19 kDa y otroensayo

con los péptidos con restriccion confor-
macional a bucle.

RESULTADOS Y DISCUSION

Inicialmente, se llevo a cabo un ensayo
de ELISA con los péptidos lineales, pero
no se observo reaccion alguna del suero
policlonal de conejo R294 antiproteina
MSP-1. Estos péptidos tenian sus secuen-
cias sobrelapadas y cubrian toda la region
del extremo carboxilo terminal de la pro-
teina. Los resultados obtenidos con los
péptidos lineales indicaban que si en el
suero de conejo R294 antiproteina MSP-1
habia anticuerpos policlonales contra el
fragmento carboxilo terminal, éstos se
habian formado contra epitopes confor-
macionales. Para el segundo ensayo de
ELISA se toma como control uno de los
péptidos lineales ensayados inicialmente,
el cual contenia la secuencia correspon-
diente al bucle B del segundo dominio
tipo EGF (EGF-2), el cual era el mds pro-
tuberante y, por tanto, el mas expuesto
(figura 1) a cualquier respuesta de anti-
cuerpos. Los péptidos con restriccion
conformacional a bucle utilizados se
muestranen latabla 1. Comoenel primer
dominio tipo EGF, la secuencia en la re-
gion del bucle B es comtin a las dos cepas

Tabla 1. Conjugados péptido-BSA utilizados para el segundo ensayo de ELISA. Los
corchetes cuadrados indican la parte ciclizada con el enlace de hidrazona.

Secuencia Estructura Dominio / alelo
[J-TEEDSGSNGKKIT-GZ]|C-BSA bucle _ |EGF2/ K1
[J-TEEDSGSSRKKIT-GZ]C-BSA bucle EGF2 / FC27
[J-FRHLDEREE-GZ|C-BSA bucle EGF1 / FC27, K1
[J-FRHLDEREE-GZ]GGCG-BSA bucle EGF1/FC27, K1
| Ac-ATCTEEDSGSSRKKITCECC-BSA lineal EGF2 / FC27
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Figura 4. Titulos del suero R294 antiproteina MSP-1 contra los bucles B del dominio tipo EGF2
de las cepas K- (1) y FC-27(2) de P. falciparum, el bucle B del dominio EGF1 sin (3) y conespa-

ciadores (4), v el péptido lineal (5).

de P. falciparum analizadas (FC-27 y
K-1), se decidio sintetizar este bucle con
tres aminoacidos como espaciadores para
evaluar cualquier posible diferencia en el
ensayo de ELISA.

El suero de conejo R294 antiproteina
MSP-1 mostrd una reaccion positiva fuer-
te con los péptidos ciclicos correspon-
dientes al bucle B del dominio EGF-2, de
los alelas FC27 y K1, con densidades op-
ticas (DO) mayores a 2,0 a una dilucién
del suero de conejo de 1/50 (figura4). La
reaccion del suero R294 con los péptidos
ciclicos correspondientes al bucle B del

dominio EGF-1, con y sin aminodcidos

espaciadores, fue débil (DO 0,5-0,7 a la
misma dilucién), y casi nula (DO < 0,2)

con el control lineal. Ademas, el suero

preinmune, es decir, el suero de conejo
antes de inocularle la proteina MSP-1, no
mostro reaccion alguna con los péptidos
lineales ni con los péptidos ciclicos.

La importancia de lo observado radica
en que se pueden alcanzar significativos

incrementos en la antigenicidad por me-
dio del plegamiento de péptidos con mi-
mos covalentes de los puentes de hidrége-
no, tal como los usados en este trabajo.
Teniendo en consideracion que los pépti-
dos lineales no mostraron reaccion algu-
na con el suero policlonal R294, mientras
que sus contrapartes plegadas si lo hicie-
ron, este enfoque sintético de crear mi-
mos estructurales puede ser un medio
para la identificacion de anticuerpos que
definan epitopes conformacionales en la
proteina MSP-1 de P. falciparum.

A pesar de que generalmente se consi-
dera que los epitopes conformacionales
son discontinuos, estos resultados de-
muestran que epitopes conformacionales
continuos pueden estar incluidos en se-
cuencias cortas de aminodcidos. Los mé-
todos sintéticos que se han desarrollado y
empleado en este trabajo para el plega-
miento de péptidos con enlaces de hidrazo-
na come mimos de puentes de hidrogeno,
asi como los métodos desarrollados por
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otros grupos para cl plegamiento de pépii-
dos, permitird explorar este fendmeno
con una gran amplitud en un futuro cerca-
no. Las consecuencias practicas de este
ensayo llevan a la identificacion de nue-
vos epitopes neutralizantes y de secuen-
cias estructuradas candidatas a vacunas.

AGRADECIMIENTOS

Los autores exprésan su agradeci-
miento a Margareth Perkins de la Rocke-
feller University, New York, NY
10021-6399, USA., por facilitar el suero
de conejo anti-proteina MSP-1. Este pro-
yecto recibio el apoyo financiero de la
Agency for International Development
(DPE-5979-A-00-1035-00), to A.C.S.

REFERENCIAS

1. Patarroyo, M. E. (1989). El desarro-
llo de una vacuna antimaldrica. Tri-
buna Médica 80, 52-65.

2. Holder, A. A. (1988). The precursor
10 major merozoite surface antigens:
structure and role in immunology.
Prog. Allergy 41, 72-97.

3. McBride, J. S.; Heidrich, H. G.
(1987). Fragments of the polymor-
phic Mr 185,000 glycoprotein from
the surface of isolated Plasmodium
Jalciparum merozoites form an anti-
genic complex. Mol. Biochem. Para-
sitol. 23, T1-84.

4. Blackman, M. J.: Heidrich, H.G.:
Donachie, S.; McBride, J. C.; Hol-
der, A. A. (1990). A single fragment
of a malaria merozoite surface pro-
lein remains on the parasite during
red cell invasion and is the target of

22

10.

invasion-inhibiting  antibodies. J.
Exp. Med. 172, 379-382.

Burns, J. M.; Majarian, W. R.;
Young, J. F.; Daly, T. M.; Long, C.
A. (1989). A protective monoclonal
antibody recognizes an epitope in the
carboxyl-terminal cysteine-rich do-
main in the precursor of the major
merozoite surface antigen of the ro-
dent malarial parasite, Plasmodium
yoelii. J. Immunol. 143, 2670-2676,

Blackman, J. M.; Ling, I. T.; Ni-
cholls, S. C.; Holder, A. A. (1991).
Proteolitic processing of the Plasmo-
digm falciparim merozoite surface
protein 1 produces a membrane-
bound fragment containing two epi-
dermal growth factor-like domains.
Mol. Biocheni. Parasitol. 49, 29-34,

Campbell, 1. D.; Bork, P. (1993).
Epidermal growth factor-like modu-
les. Curr. Opin. Struct. Biol. 3,
385-392.

Chitarra, V.; Holm, I.; Bentley, G.
A.; Petres, S.: Longacre, S. (1999).
The crystal structure of C-terminal
merozoite surface protein 1 at 1.8 7
resolution, a highly protective mala-
ria vaccine candidate. Mol. Cell 3,
457-464.

Daly, T. M.; Burns, J. M.; Long, C.
A. (1992). Comparison of the carbo-
xy-terminal cysteine-rich domain of
the merozoite surface protein 1 from
several strains of Plasmodium yoelii.
Mol. Biochem. Parasitol. 52, 279-
282,

Majarian, W. R.; Daly, T. M.; Wei-
danz, W. P.; Long, C. A. (1984).



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 29, No ¢ DE 5000

1.

12,

13.

14

Passive protection against murine
malaria with.an [gG3 monoclonal an-
tibody. J. Immunol. 132, 3131-
3137.

Farley, P. J.; Long, C, A. (1995).
Plasmodium voetii 17TXL MSP-1: {i-
ne-specificity mapping of a disconti-
nuous, disulfide-dependent epitope
recognized by a protective monoclo-
nal antibody using expresion PCR
(E-PCR). Exper. Parasitol. 80,
328-332.

Calvo, P. A.; Daly, T.M.; Long, C.
A. (1996). Plasmodium yoelii: the
role of the individual epidermal
growth factor-like domains of the
merozoite surface protein-1 in pro-
tection from malaria. Exper. Parasi-
rol. 82, 54-64.

Arrhenius, T.; Satterthwait, A. C.
(1990). The substitution of an amide-
amide backbone hydrogen bond in an
-helical peptide with a covalent
hydrogen bond mimic. In: Peptides:
Chemistry, Structure and Biology;
Proceedings of the 1lth American
Peptide Symposium. (Eds: Rivier,
J.E.; Mershall, G.R.), ESCOM, Lei-
den, The Netherlands, pp. 870-872.

Chiang, L. C.; Cabezas, E.; Calvo,
J. C.; Satterthwait, A. C. (1993).
The conformational restriction of
synthetic peptides to the -helix, re-

15.

16.

18.

verse turn and loops with covalent
hydrogen bond mimics. In: Pepri-
des: Biology and Chemistry; Proce-
edings of the Chinese Peptide Sym-
posium 1992, (Ed: Du, Y.C.),
ESCOM, Leiden, the Netherlands,
pp- 204-206.

Stevens, R. V.; Lee, A. W. M.
(1979). On the stereochemistry of
the Robinson-Schopf Reaction. A
stereospecific total synthesis of the
ladybug defense alkaloids precocci-
nelline and coccinelline. J. Am.
Chem. Soc. 101, 7032-7035.

Cabezas, E.; Satterthwait, A. C.
(1999), The hydrogen bond mimic
approach: solid-phase synthesis of a
peptide stabilized as an -helix with a
hydrazone link. J. Am. Chem. Soc.
121, 3862-3875.

. Calvo, J. C.; Barrera, N. F.; Garcia,

I. A.; Guzmin, F.; Espejo, F.; Pata-
rroyo, M. E. (1999). Sintesis de la
oxitocina en fase solida usando ter-
butoxicarbonilo v fluorenilmetoxi-
carbonilo derivados. Rev. Colomb.
Quim. 28 (1), 19-25.

Llovd-Williams, P.; Albericio, F.;
Giralt, E. (1997). Chemical approa-
ches 1o the synthesis of peptides and
proteins, CRC Press, Boca Raton,
FL.

23



