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SAMMENDRAG

CXCR4 er en kjemokinreseptor som er involvert rekke biologiske prosesser i kroppen,
blant annet angiogenese, neurogenese og danndiedaeller i embryostadiet. | voksne er
CXCRA4 funnet & veere involvert i sykdommer som H&(matoid artritt og kreft.

| litteraturen finnes det potente CXCR4 antagonigd@1D3100, KRH1636, FC131) som har
vist effekt mot HIV-1, reumatoid artritt og kreffyklopentapeptidet FC131 er av de mest
potente og har vist hgy anti-HIV-1 aktivitet. FCli8heholder to aminosyrer (Atgg 2-

Nal*) som er helt avgjgrende for antagonistisk aktivitdenne oppgaven har det blitt
syntetisert analoger av FC131, der 2°Nwlr blitt byttet ut med andre aromatiske aminasyre
for & studere struktur-aktivitets-sammenhengeng \é&lnye aminosyrer har basert seg pa

egenskaper til den aromatiske naftylgruppen i KR36l6g FC131.






INTRODUKSJON

Peptider som legemidler
Endogene proteiner og peptider har en viktig rotegulering og samhandling av

kroppsfunksjoner. De opptrer med hgy spesifisigepotens. Enzymer, hormoner, antistoffer,
hemoglobin, myoglobin, hud, hér, brusk og musktealle peptider eller proteiner som er
viktig for organismert.En utfordring med peptider som legemidler er latilgjengelighet

p& grunn av polaritet, stor molekylstarrelse otkaigor produksjon av antistofférPeptider
som legemidler eksisterer, men peptider i sin opplige form er ustabile, da de brytes ned
av peptidaser til aminosyrer i gastrointestinalieak Administrering av peptider skjer i dag
via injeksjon (intravengst, intramuskuleert og subkt). Insulin administreres for eksempel
subkutant. Utvikling av legemidler som kan admirgsts peroralt er viktig for & oppna god
compliance og dermed gkt effekt av legemiddelet.@delerfor gnskelig a lage legemidler
som har egenskapene til et peptid, men som ikketf@dringene nevnt ovenfor.
Peptidomimetika blir laget for a etterligne eksistele peptider i den hensikt & forbedre
stabilitet og biotilgjengelighet. Ofte utvikles d&a peptider som har vist god effekt og har
potensial som legemiddel. Syntese av peptidomimétikebaerer endringer av peptider som
ikke ville skjedd naturlig, som for eksempel endrav backbone og bruk av unaturlige

aminosyrer.

CXCR4 og terapeutisk potensial
CXCR4 er en kjemokinreseptor som tilhgrer famili@mprotein koplet reseptorer (GPCR).

Reseptoren bestar av sju transmembrane alfahetkseer knyttet sammen av ekstra- og
intracellulzere looper. CXCR4 har en tilneermet mamodigand som heter CXCL12, ogsa
kalt stromal cell-derived factor (SDF-1)CXCL12 induserer forskjellige fysiologiske
funksjoner i embryostadiet som kjemotakse av leyter? angiogenedeng neurogenese.

Det viser seg at CXCR4 reseptoren kan veere et pspuekt i behandlingen av AIDS.’

Humant immunsviktvirus type 1 (HIV-1) har blitustert og man vet i dag hvordan HIV-1
angriper immunforsvaret (fig.1). Ved binding til @Dindergar kapselproteinet gp120 pa
HIV-1 en konformasjonsendring som eksponerer, daogestabiliserer bindingen til
koreseptoren CCRS5 eller CXCR4. Bindingen mellom2§pag en av koreseptorene farer til
penetrering av en annen kapselenhet, gp41, soar t8Bf-1-kapselen til membranen. Dette
farer til dannelsen av en trimerstruktur som fgitenembranfusjon og HIV-1 entrer

vertscellerf



Figur 1.° Skisse av HIV-1 fusjon. | den molekyleere mekanistileHIV-1 blir
kapselproteinet gp120 pa virusoverflaten bunderflateproteinet CD4 samt en
koreseptor. Det fagrer til en membranfusjon hvousat trenger inn i cellen og infeksjonen

kompletteres.

HIV-1 blir vanligvis overfart av R5 stammer. Forkelsen R5 kommer av at viruset bruker
koreseptoren CCR5 som reseptor for 8 komme inhdrcd senere stadier ved utvikling av
AIDS er det mer vanlig med X4 stammer som brukeOB4 som en koreseptor for 8 komme
seg inn i T-cellené For en oversikt, se Tsutsumi §.ag Bergef. De nyeste anti-HIV-1
legemidler angriper koreseptoren CCR5. | dag firdetsSCCR5-antagonister pa markedet som
for eksempel Vicriviroc® og Maraviroc®. Det finnémrelgpig ikke CXCR4-antagonister pa

markedet mot HIV.

CXCR4 er ogsé involvert i kreftmetastas®f! Det er blitt rapportert at reseptoren CXCR4
uttrykkes pa overflaten av flere typer kreftcelleg, at det er hgye nivaer av CXCL12 i indre

organer som er primaere mal for kreftmetastaserefaversikt, se Tsutsumi o.a. 20607.

| tillegg er det litteratur som viser at CXCR4 kaaere et angrepspunkt i behandling av
reumatoid artritt (RA)?** RA er hovedsaklig forarsaket av CD4+ T minnecedtem hoper
seg opp i betent synovium. CXCR4 er hgyt uttrykbpérflaten av T minneceller og
konsentrasjonen av CXCL12 er ekstremt forhgyehosyum til RA pasienter. CXCL12
stimulerer migrering av T minneceller, og bindingligand inhiberer i tillegg apoptose av T

minneceller*



Kjemokinreseptor CXCR4 er et viktig og attraktigtapeutisk mal for behandling av
sykdommene nevnt ovenfor. Cyklopentapeptider reprteser et godt utgangspunkt for
peptidomimetiske CXCR4 antagonister. Videre undeziser av struktur-aktivitets-
sammenhenger for X4aFC131, vil veere et viktig bidrag for & utvikleptidomimetiske

CXCR4 antagonister.

Det kan veere risikabelt & blokkere CXCR4-CXCL12.GR4 uttrykkes ved utvikling av
endotelceller i karsystemet. Forsgk viser at mas s@angler CXCR4-CXCL12 har defekt
form pa de store blodarene som forsyner gastrdingdsakten. | tillegg viser det seg at mus
som mangler CXCR4 dgr i livmoren og har defektalotdaredannelse, defekt produksjon av

blodceller (hematopoese) og utvikling av hjertetribryo®®

CXCR4 antagonister i litteraturen
Det har blitt utviklet flere potente CXCR4 antagsiri*® To av dem er KRH1636(fig.2) og

AMD3100"™® *°(fig.3). Disse lavmolekyleere strukturene har sis & inhibere HIV-1 via
CXCR4 antagonisme.
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Figur 2. CXCR4 antagonisten KRH1636 har vist anti-HIV-1 egjeaper.



AMD3100

Figur 3. CXCR4 antagonisten AMD3100 har vist anti-HIV-1 eglkaper.

Utgangspunktet for FC131 var et cyklisk peptid paatninosyrer isolert fra
hesteskokrabbeartene (Tachypleus tridentatus oglusmpolyphemus)® Fra dette peptidet
ble det optimalisert gi-sheet liknende peptid pa 14 aminosyrer (T140) giste god effekt
mot HIV-12* De strukturkrav som var ngdvendig for & bind€MCRA4 viste seg & vaere fire
aminosyresidekjeder. Det var Ar@-Naf, Tyr’ og Arg"’. 12003 klarte Fuijii 0.4% & redusere
peptidet pa 14 aminosyrer til et cyklopentapefdd.oppdaget at cykliske sekvenser basert pa
Arg-Arg-2-Nal-Gly-Tyr viste anti-HIV-1 aktivitet. forsgket pa & forkorte peptidet ble det
benyttet L/D-Arg, L/D-2-Nal og L/D-Tyr i tillegg LiGly som spacer. Av de ulike variantene
som ble syntetisert, viste strukturen [cyclo-(AAyg®-2-NaP-Gly*-D-Tyr")], i dag kjent som
FC131 (fig.4), @ ha mest potent CXCR4 antagonistigkvitet. Per dags dato er FC1314C
=4 nM) regnet som lead compound for peptidomirkeliXCR4 antagonister og vil veere

utgangspunktet for denne mastergradsoppgaven.
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Figur 4. Strukturformel til CXCR4 antagonisten FC131. Degrres som lead compound for

utvikling av peptidomimetiske antagonister for CXCR

Fellestrekk for AMD3100, KRH1636 og FC131 er aedte strukturene innehar en

kombinasjon av basiske sentre med positiv ladningromatiske benzenringer.

Struktur-aktivitets-studier for FC131
Studier har vist at n&r aminosyrene Xa&*ble byttet ut med alanin, ble det en signifikant

lavere CXCR4 antagonistisk aktivitet og anti-HI\&&tivitet sammenlignet med FC131.

A erstatte aminosyre Afga FC131 med alanin gav ingen markant nedgarfglktafa
antagonistisk aktivitet (AREC131 1Go = 63 nM). Ard og 2-Naf ble vist & vaere absolutt
ngdvendig for CXCR4 antagonistisk aktivitet. Vebyiting av de respektive aminosyrene
forsvant aktiviteten totalt (1§ > 1000nM§? (tabell 1). | en studie av Ueada o.a. 26@ie D-
Tyr! byttet ut med D-Al& Det viste seg at forbindelsen fortsatt hadde maidsktivitet
(Ala’FC131 I1Go = 130 nM). Det betyr at fenolgruppen p& D-Tgg guanidingruppen pa

Arg?ikke spiller en kritisk rolle i reseptorbindingen.



Siden 2-Ndl, sammen med Afger avgjerende for vesentlig aktivitet, har dét lgjort noen
forsgk p& & optimalisere 2-Nahed flere analoger. 2-Ndiar blitt erstattet med tryptofan
(Trp) og (X)-2-amino-3-benzothiazol-2-yl-propionic acid (Bthyor begge analogene viste
sterk CXCR4 reseptoraffinitet, henholdsvis (FP131 1Go=13nM) og (BtHFC131 1Go

=18 nM), men fortsatt litt lavere enn lead compo(ir@131 1Gy= 4 nM (tabell 1).
Aminosyrer i posisjon Xdaned D-konfigurasjon har vist lavere aktivitet endtdnfigurasjon.
For D-Bth var aktiviteten 14 ganger lavere ennf@131 og for D-2-Nal var aktiviteten mer
enn 20 ganger lavere enn for FC¥3(39)-2,3,4,9-tetrahydroH-b-carboline-3-carboxylic
acid (Tpi) er kovalent bundet til backbone, noe soedfarer begrensninger i
konformasjonell frihet (fig.5). Her viste det segumstig og ingen gkt aktivitet (TIHC131
ICs0 = >1000 nM)?* Selv om 2-Ndl viser seg & veere essensiell for aktivitet er detdisse
tre forsgkene litteraturen har a vise til. Med dkssnye forbindelsene syntetisert i denne

mastergradsoppgaven vil det totalt veere ni fortigede
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(2S5)-2-amino-3-benzothiazol

(35)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-B- -2-yl-propionic acid (Bth)

carboline-3-carboxylic acid (Tpi)

Figur 5. Tpi: sidekjeden (indolringen, jfr. Trp) er kovatdsundet til backbone, noe som
medfarer en mer last konformasjon sammenlignet fimeeksempel Bth.



Tabell 1. Ala® eller Ala’-substituerte analoger 3,4,7,8 viste signifikantené CXCR4
antagonistisk- og anti-HIV-1-aktivitet opp til 10004. L/D-Ala’-substituerte analoger, 2 og
6, og D-Ald-substituert analog 5 opprettholdt moderat effBlet viser at sidekjedene i Atg

og 2-Naf er essensielle for CXCR4 antagonistisk aktivitet.

Peptid | Sekvens 1Go(NM)
1 cyclo(-D-Tyr-L-Arg-L-Arg-L-2-Nal-Gly-) 4

2 cyclo(-D-Tyr-L-Ala-L-Arg-L-2-Nal-Gly-) 63

3 cyclo(-D-Tyr-L-Arg-L-Ala-L-2-Nal-Gly-) >1000
4 cyclo(-D-Tyr-L-Arg-L-Arg-L-Ala-Gly-) >1000
5 cyclo(-D-Ala-L-Arg-L-Arg-L-2-Nal-Gly-) 130

6 cyclo(-D-Tyr-D-Ala-L-Arg-L-2-Nal-Gly-) 230

7 cyclo(-D-Tyr-D-Arg-L-Ala-L-2-Nal-Gly-) >1000
8 cyclo(-D-Tyr-D-Arg-L-Arg-L-Ala-Gly-) >1000
9 cyclo(-D-Tyr-L-Arg-L-Arg-L-Trp-Gly-) 13

10 cyclo(-D-Tyr-L-Arg-L-Arg-L-Bth-Gly-) 18

11 cyclo(-D-Tyr-L-Arg-L-Arg-L-Tpi-Gly-) >1000

Malet med oppgaven
Med utgangspunkt i det cykliske pentapeptidet FOdiBdet bli syntetisert seks nye FC131

anologer hvor aminosyren i posisjon 4 er endrégn hensikt & undersgke struktur-aktivitets-

sammenheng.






RESULTATER OG DISKUSJON

Design av malforbindelse 1-6

Aminosyrene er valgt pa bakgrunn av naftylgruppee potente CXCR4 antagonistene
KRH1636 og FC131. | fig.6 og fig.7 er de nye amyrese satt inn. De strukturtrekk de har
til felles med 1-Nag og 2-Nal er farget radt. Erei®ikt over aminosyresekvensen for

malforbindelsene i denne oppgaven er gitt i tabell

1-Nag (KRH1636)

-

H5N
L-1-Nal L-Phe
1-naftyl-L-alanin L-fenylalanin
(@ Ji\/©
H2N HzN/:i H,N H,N
L-h-Phe L-B-sty-Ala

L-homofenylalanin B-styryl-L-alanin

|
; ; Ji©/ |
» . i H2N£©

L-Phg

L-Phe(4-1)

L-fenylglycin
vigly 4-iodo-L-fenylalanin

Figur 6. Struktursammenligning for naftylglycin i KRH163§ de utvalgte aminosyrene i
oppgaven. Ragd struktur er det den utvalgte amiroskar til felles med naftylglycin i
KRH1636.



2-Nal (FC131)

HoN H,N
L-1-Nal

1-naftyl-L-alanin

H,N HoN
L-h-Phe

L-homofenylalanin

H,N
[H,N 2

L-Phg

L-fenylglycin

o
'ed

H,N
L-Phe

L-fenylalanin

H,N
L-B-sty-Ala

B-styryl-L-alanin

HoN
L-Phe(4-1)

4-iodo-L-fenylalanin

Figur 7. Struktursammenligning for 2-naftyl i FC131 og dealgte aminosyrene i oppgaven.

Rad struktur er det den utvalgte aminosyren héeltés med 2-naftyl i FC131.
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Tabell 2. Oversikt over malforbindelsene som vil bli syntetts cyklisert og avbeskyttet.

Forbindelse | Forkortelse Sekvens

1 L-1-Nal'FC131 Cyclo(D-Tyl-Arg*-Arg>-1-Naf-Gly)

2 L-Phé'FC131 Cyclo(D-Tyt-Arg*-Arg>-Phé-Gly°)

3 L-h-PhéFC131 Cyclo(D-Tyt-Arg*-Arg>-h-Phé-Gly>)

4 L-B-sty-Ala'FC131 | Cyclo(D-Tyl-Arg*-Arg®-p-sty-Ala’-Gly”)
5 L-Phg'FC131 Cyclo(D-Tyt-Arg*-Arg>-Phd-Gly’)

6 L-Phe(4-IfFC131 | Cyclo(D-Tyl-Arg*-Arg>-Phe(4-1J-Gly)

Syntese av malforbindelse 1-6

Syntesestrateqgi

Den overordnede strategien for syntesé-&v

1
2
3.
4

. syntetisere linesere pentapeptideil@) ved hjelp av fast-fase peptidsyntese

head-to-tail cyklisering i lgsnind.8-18

avbeskyttelse av sidekjeder

rensing

Peptidene er nummerert etter hvilket syntesetranerd. Det betyr for eksempel at peptid

1,7,13 har samme peptidsekvens, hvor 1 er malfdetsen.
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Syntese av linesere pentapeptider 7-12

Fast-fase peptidsyntese (FFPS) ble fgrst beskesvigterrifield > FFPS er en synteseteknikk
hvor den C-terminale enden blir bundet til et resmkopling av aminosyrer skjer i fra C-
terminal til N-terminal retning. Den generelle pedgren er repeterende sykluser med kopling
og avbeskyttelse. Aminosyren som koples pa detemde peptidet er beskyttet pa N-terminal
ende og eventuelt sidekjeden for & hindre sidejeakSyntese av en peptidkjede pa et
ulgselig fast stoff har apenbare fordeler. Sepanaay midlertidig peptid fra reagenser og
lgsningsmiddel kan effektivt gjgres ved filtreriog vasking. Det kan brukes et overskudd av
reagenser for & sikre at reaksjonen blir fullstgrodj tap av produkt kan bli minimalisert ved
at peptidet forblir festet til resinet under heyatesen. Synteseteknikken lar seg automatisere
og i denne oppgaven er alle lineaere peptider sgatetved bruk av en halvautomatisk

syntesemaskin, PTA Tribute.
Prinsippet for synteseteknikken FFPS er vist 8fig.

Strukturen til de linesere beskyttede pentapeptiagenvest i fig.12 side 21.
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PEG—RESIN

Repetisjon
Piperidine/DMF

.
O
ol (-
\_\
O PEG—RESIN

Fmoc-Xaa/HBTU/DIPEA

H,N
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|) Piperidine/DMF
||) HFIP/DCM

O

R
NH\/[k
HoN OH

O

Figur 8. Den C-terminale aminosyren er festet til en syinélatk, her 4-carboxytrityl. De
reaktive sidekjedene er beskyttet med syrelabikyieelsesgrupper. En base, 20 %
piperidine i DMF, blir tilsatt for & avbeskytte Fmpa den N-terminale enden av aminosyren.
Kopling av neste aminosyre skjer i en lgsning avfDiled koplingsreagens. Nar alle
koplingene er utfgrt flernes produktet fra resimetd en syre, for eksempel TFA eller den

sure alkoholen HFIP.
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Resin

Resin er det ulgselige faste stoffet som den Citerle enden er festet i. Resinet svelles med
diklormetan (DCM) og koplingen av aminosyrer foreiye i den polymere matrisen. Det
finnes forskjellige resiner som polystyren, polydrog polyetylenglykol. | dag er
polyetylenglykol foretrukket, da de andre har #stidenser til nedbrytning og ujevn fordeling
av reagenser i resingtl denne oppgaven ble det brukt Fmoc-Gly NovaSyiT §6m er

basert pa polyetylenglykol. Fmoc-Gly NovaSyn TGT &a syrelabil trityllinker som i denne
oppgaven er utmerket ved klgyving.

Linker

Til resinet er det koplet en syrelabil linker. Diemgerer som et bindeledd mellom resinet og
C-terminale enden glycin. Det gjgr at man har eengbel kopling mellom peptidet og

resinet, i tillegg oppnar man beskyttelse av deer@iinale enden av glycin. Valg av linker er
viktig med tanke pa klayving. Det er gnskelig at dgrelabile linkeren skal bli klgyvd og
samtidig beholde de syrelabile beskyttelsesgruppérsidegruppene intakt. Det er derfor
valgt en linker som er mer syrelabil enn sidegruygsebeskyttelsesgrupper. | denne oppgaven
er det valgt 4-carboxytrityllinker som klgyves naeh sure alkoholen hexafluoro-2-propanol
(HFIP) 2’

14



Klgyving fra resin

Til klgyving av resinet ble det brukt HFIP/DCM irfwldet 1:3. HFIP er en sur alkohol som
klgyver av den syrelabile linkeren (fig.9) og sddke avbeskytter beskyttelsesgruppene pa
sidekjedene. Resinet blandes med HFIP/DCM i treutten og filtreres. Under klgyvingen
dannes det kationer og det er ngdvendig a filfiaréd unnga mulige sideraksjoner. Prosessen

blir gjentatt to ganger.

Klgyving med AcOH:TFE:DCM (1:1:3), som er anbefat produsent, gir peptider som ikke

2
0
4\ O NH/\PEG—RESINI
D-Tyr'-Arg?-Arg>-Xaa® NN

TO

er egnet for cykliseringf

Figur 9. Klgyving fra resin. Karbonylgruppen protoneresH+P (1) og 4-
carboxytrityllinkeren klgyves av(2).
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Beskyttelsesgrupper pa sidekjedene

De aminosyrene som har reaktive sidegrupper maytieskor a hindre at de funksjonelle
gruppene binder seg til det voksende peptidetfibees flere beskyttelsesgrupper og valget
avhenger av funksjonell sidegruppe og hvor syrelaskyttelsesgruppe som gnskes. | denne
oppgaven er det behov for beskyttelsesgrupperdekjsidene til tyrosin (Tyr) og arginin

(Arg). For Arg finnes det flere beskyttelsesgrupaeelge mellom. 2,2,5,7,8-
pentamethylchroman-6-sulfonyl (Pnfdbrukes i FFPS i dag, men erstattes oftere av
Pentamethyl-2,3-dihydrobenzofuran-5-sulfonyl (PBBf° er den mest syrelabile
beskyttelsesgruppa og et farstevalg. For Tyr finegsButyl (tBu), trityl (Trt), tert-
butyldimethylsilyl (TBDMS).tBu anbefales i rutinesyntedk.

Pbf ogtBu avbeskyttes begge med bruk av TFA i 30 minuttdenne oppgaven er
beskyttelsesgruppetBu benyttet for Tyr. For Arg er det benyttet Pbé Br ofte anvendte
beskyttelsesgrupper for de respektive aminosyregiogod beskyttelse. De blir ikke klgyvd
av HFIP.
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Koplingsreagens for syntese av linezert peptid

For & fa dannet den gnskede amidbindingen er diztendig a aktivere karboksylsyregruppen
ved hjelp av en koplingsreagens. Det finnes fldifeeuyper reagenser, blant annet 1-H-
Benzotriazolium,1-[bis(dimethylamino)methylene]-p8ide, hexafluorphosphate(1-)

(HBTU), 2-(7-Aza-1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3+@tnethyluronium hexafluorophosphate
(HATU), Benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-ptsphonium hexafluorophosphate
(PyBOP) og diisopropylcarbodiimide (DIC).

HATU danner 9-azabenzotriazolylester og har goagmskpper ved vanskelige koplinger.
HBTU og PyBOP danner en benzotriazolylester. Eddbmed disse to reagensene er at de
har en ekstremt rask aktiveringsprosess. Alle dmdendelsene er svake aktivatorer noe som
er viktig for & bevare selektivitet. En for stekiaering av karboksylsyregruppen kan gi
overaktiverte intermediater som gir sidereaksjohdenne oppgaven ble det brukt HBTU,

som gir en aktivert Obt-ester (fig.10).

For & aktivere karboksylgruppen pa Fmoc-beskytteéhasyrer under kopling og cyklisering,
er det ngdvendig & bruke en base. Basen ma vaask $tieadret for & unnga klayving av
Fmoc. For alle koplinger i denne oppgaven ble densk hindrede basen

diisopropyletylamin (DIPEA) valgt (fig.10).
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Figur 10. Reaksjonsmekanisme for HBTU som resulterer i OBtaktester.
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N-terminal beskyttelsesgruppe

| den originale artikkelen til Merrifiefd blir det brukt aktiverte aminosyrer mea
butoxycarbonyl (Boc) beskyttelse under syntesenhker aminosyre som blir koplet pa
innebaerer det avbeskyttelse av Boc med en svalseyndor eksempel TFA. Dette medfarer
at beskyttelsesgruppene pa sidekjedene og koplimg#iom aminosyre og resin er ngdt til &
veere mer syrestabile. For a fierne disse beskgtigisippene brukes hydrogenfluorid (HF).

Det er en syre som det kan veere risikofylt a joiieel, da den er etsende.

FmoctBu FFPS* er en parallell syntesestrategi til Merrifield.rDer basert pa en strategi
hvor man benytter baselabilesNFmoc aminosyrer. Pa de funksjonelle sidekjedene og
mellom resin og farste aminosyre bruker man syile@ajsupper. Ved a anvende syre- og
baselabile reagenser pa respektive steder oppledsideet. Det gjgr at man kan fierne en
midlertidig beskyttelsesgruppe (Fmoc) med en base & forstyrre de syrelabile
beskyttelsesgruppene. Det er ogsa en fordel desbpyk av HF, som kan veere farlig i bruk.

Det finnes i dag linkere som frigjgr peptidet vedibav sveert svak syre eller fluorididh.
Det er nyttig hvis man gnsker & beholde beskysglsmpene pa sidekjedene inntakt ved

frigjagring av peptid fra resinet, som i dette adwti

| denne oppgaven er det valgt Fmoc (9H-fluorenfgthoxycarbonyl). Det er en N-terminal
beskyttelsesgruppe som kan bli klagyvt med en dasefarer til at de syrelabile
beskyttelsesgruppene pa sidekjedene og den kogateptingen til linker holdes intakt.
Fmoc blir klgyvt med 20 % piperidine i DMF (fig.11)

Det er kjent at i lengre peptider kan avbeskyt@e Fmoc veere ufullstendig, selv med hgye
konsentrasjoner av piperidine. 1,8-diazabicycla[fuhdec-7-ene (DBU) er en sterkere base
og kan veere et alternativ, da den har vist rasksiyitelse. Tilsetting av 2 % piperidine vil

veere nyttig for a fange opp dibenzofulvene.
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Figur 11. Avbeskyttelse av Fmoc fra en aminosyre. Piperigigker opp et proton og det

s
NH

dannes et carbanion, dibenzocyclopentadienide akiektronparet slar ut og danner
dibenzofulvene. Det er et sideprodukt som blir mirapp av piperidine. Mekanismen for

klgyving er en Elcb (elimination conjugate base).

Kaiser test

Kaiser test er en sensitiv testmetode for 4 tastelet er frie aminer tilstede under

koplingsprosessen i Fmoc fast-fase peptidsyntese.
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Figur 12. En oversikt over de syntetiserte lineaere pentagepd. Forbindelse 7-12 ety L-
1-Nal'FC131,8) L-Phé'FC131,9) L-h-PhéFC131,10) L-B-sty-Ala’FC131,
11) L-Phd'FC131 ogl2) L-Phe(4-IfFC131.
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Etter syntese av de lineaere peptidene ble det mi@ssespektrometri (MS). Resultatene er

samlet i tabell 3 og unntak i forbindelse med syateer kommentert under.

Tabell 3. Oversikt over teoretisk beregnet masse og den wddemmasse til de linesere
beskyttede pentapeptidene ved bruk av MS

Peptid Beregnet masse Observert masse [M+H]+ | Vedlegg
(g/mol) (g/mol)

7) L-1-Nal'FC131 1307,6 1252,7 1

8) L-Phé'FC131 1257,6 1258,7 2

9) L-h-PhéFC131 1271,6 1272,8 3

10) L-p-sty-Ala’FC131 | 1283,6 1284,4 4

11) L-Phg'FC131 1243,6 1244,5 5

12) L-Phe(4-1fFC131 | 13834 1384,5 6
Peptid 7

MS-spekter (vedlegg 1) viste en molekylmasse p2 J2§/mol for peptid 7. Det var ikke
teoretisk beregnet vekt for pentapeptidet (tabelP@ptidpraven ble liggende fire dager i
preveglasset, hvor det var tilsatt 0,1M maursyr€ @DH) i metanol. Det antas at

beskyttelsesgruppeart-butyl (57 g/mol) pa tyrosin har blitt spaltet aar et ble kjgrt MS.
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Head-to-tail cyklisering
| cykliske pentapeptider vil ringspenningen veepsret sammenlignet med cyklopeptider med

flere aminosyrer. Dette gjgr det vanskeligere é&ndamead-to-tail amidbinding.
Cyklodimerisering til et cyklodecapeptid kan inrfitee En effektiv mate a unnga det er & ha
fortynnet lgsning. Det vil gi starre avstand mellbwert peptid og intermolekylaere reaksjoner
unngas. Sterisk hindring har betydning for den @iteale aminosyren. Det viser seg at de
peptidene med sma C-terminale aminosyrer er en&lesklisere. For N-terminale

aminosyrer er orientering av sidekjeden i N-terd@raaninosyren (konfigurasjon) en
dominerende faktor for & oppna god cykliseringldgistarrelsen pa sidekjeden. Det er
holdepunkter for at cykliske pentapeptider som inubger bare en D-aminosyresidekjede er
enklere & syntetisere enn de som inneholdt to teélaraerliggende D-aminosyresidekjetfer.
Cyklisering vil skje mellom D-Tyrog Gly. Fordelen med & ha Gly som startaminosyre er at
den ikke har noen sidegruppe og er akiral. Det gj@nan unngar rasemisering. Biologisk
effekt av proteiner og peptider endogent avhengdwoafigurasjonen til backbone. Det er
viktig & unnga rasemisering i peptidsyntese, noe lsan skje i alle de 19 optisk aktive
aminosyrene. Det finnes ulike mekanismer for rasenrig. Protonet pékarbonet blir

ekstra surt nar karboksylgruppen er aktivert. Epro®nering aw-karbonet farer til at
carbanion-intermediatet kan reprotonere. Fiernipgapling av det sure protonet rett etterpa,
er en mekanisme for rasemisering. Gly er en litemasyre og derfor gunstig & ha pa den C-
terminale enden. D-Tyr har en konfigurasjon somguarstig for N-terminale enden. En

cyklisering mellom de to aminosyrene vil pa bakgraw dette veere gunstig.

Valg av aktivator til cykliseringen

| cykliseringen gnsker man a fa dannet en amidhindiellom den N-terminale og C-
terminale enden av pentapeptidet. En slik intrakydéer amidbinding vil ikke dannes uten
aktivator tilstede (fig.14). Tidligere har det blimtalt flere ulike aktivatorer. Det har vist seg
at PyBOP® har gitt hayt utbytte ved cykliseriffy®’, spesielt med C-terminal glycifiog er
derfor valgt som aktivator. PyBOP aktiverer kopéngred dannelse av benzotriazol-ester
(Obt-ester) (fig.13).
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Figur 13. Reaksjonsmekanisme for PyBOP som resulterer i KiiB&t ester.
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Figur 14. Reaksjonsmekanisme for dannelse av amidbindingakigert OBt-ester
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Etter cyklisering i 24 timer ble det utfart MS. Alspektrene viste et nytt tydelig signal, som
var det cykliske peptidet. Signalet fra de linegaptidene var borte. Det betyr at det ikke var
noe utgangsstoff tilstede og reaksjonen var ferbiadpell 4 gir en oversikt over beregnet og
observert masse. Peptid 13 viser lavere obsenassenenn beregnet, noe som skyldéerat

butylgruppen var blitt spaltet av far pragvetaking.

Tabell 4. Oversikt over teoretisk beregnet masse og den wddemasse til de cykliske
beskyttede pentapeptidene ved bruk av MS.

Peptid Beregnet masse Observert masse [M+H]+ | Vedlegg
(g/mol) (g/mol)

13) L-1-Nal'FC131 1289,6 1234,8 7

14) L-Phé'FC131 1241,6 1240,6 8

15) L-h-PhéFC131 1253,6 1254,8 9

16) L-B-sty-Ala’FC131 | 1265,6 1266,8 10

17) L-Phg'FC131 1225,6 1226,7 11

18) L-Phe(4-IfFC131 1366,4 1367,6 12

26



Avbeskyttelse av forbindelse 13-18
TFA har vist seg effektiv ved klgyving av beskyedgruppene Pbf agu. Ved klgyving av

beskyttelsesgruppene dannes det kationer som kgememed det ubeskyttede peptidet sine
sidekjeder. Det er derfor viktig & fange opp disationene. Triisopropylsilan (TIS) og.8

har vist seg effektiv i fange opp henholdsvis RigftBu-kationer*® Det ble benyttet en
blanding av TFA/TIS/HO i forholdet (95:2,5:2,5). Etter avbeskyttelse dét utfart MS, se
tabell 5. Unntak fra synteseprotokollen er kommenteder.

Tabell 5. Oversikt over teoretisk beregnet masse og den wddemasse til de cyklisk
ubeskyttede pentapeptidene (malforbindelsene) uaddy MS.

Peptid Beregnet masse Observert masse [M+H]+ Vedlegg
(g/mol) (g/mol)

1) L-1-Nal’FC131 729,4 730,3 13

2) L-Phé'FC131 679,4 680,3 14

3) L-h-PhéFC131 693,4 694,4 15

4) L-p-sty-Ala’FC131 | 705,4 706,2 16

5) L-Phd'FC131 665,3 666,3 17

6) L-Phe(4-IfFC131 | 805,7 806,3 18
Peptid 3

Ved avbeskyttelse ble det tilsatt 28,5 ml triisqgpisilan (TIS) i stedet for TFA. Det ble
ngdvendig a fordampe bort TIS pa rotavapor fgigékteagenser ble tilsatt.

De cyklisk avbeskyttede pentapeptidene er vig.16.
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/—/<O f\—@*OH X f—@OH

Figur 15. Oversikt over malforbindelsene etter cykliseringasipeskytting. Forbindelse 1-6
er:1) L-1-Nal*FC131,2) L-Phé'FC131,3) L-h-PhéFC131 4) L-p-sty-Ala’FC131,
5) L-Phd'FC131 ogp) L-Phe(4-IfFC131.
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Syntese av HN-D-Tyr }(tBu)-Arg 4(Pbf)-Arg *(Pbf)-Phg*-Gly>-OH

Forste forsgk p& & syntetisere fH@l31resulterte hovedsakelig i et tetrapeptid {6y. MS
viste ikke teoretisk beregnet molekylvekt for Bf@131. MS viste at PAGC131 var tilstede,
men med lav intensitet. Det var aminosyren phegglglsom ikke koplet til glysin.
Phenylglycin er mer sterisk hindret enn de andrmasyrene ved at benzenringen er koplet
til Ca karbonet. Det kan veere arsaken til at kopling&e e utfart i stor nok grad. Det
linezere pentapeptidet ble syntetisert pa nytt odséi tabell 5.

Det ble besluttet & cyklisere tetrapeptidet. Detaxainteresse a se om det var mulig &
cyklisere et sé kort peptid. Cykliske tetrapeptideutfordrende a cyklisere pa grunn av den

korte peptidkjeden som farer til en hgy ringspegnimolekylet.

Figur 16. Struktur av linegert beskyttet tetrapeptid T1.
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MS indikerte at det cykliske tetrapeptidet (fig. hddde blitt dannet (tabell 6).

0
HN  N—
o
H HN
o N
0
N HN\?NH
NH
|H2N/KNH ?

Figur 17. Cyklisk tetrapeptid bestaende av D-Tyr-Ag-Arg-Gly (T1.3)

Tabell 6. Oversikt over lineaert beskyttet (T1), cyklisk be$&ly(T1.2) og cyklisk avbeskyttet
(T1.3) tetrapeptid.

Peptid Beregnet masse Observert masse [M+H]+ | Vedlegg
g/mol g/mol

T1 11114 1112,4 19

T1.2 1093,4 1094,3 20

T1.3 532,6 533,3 21

Videre arbeid.

| arbeidet videre bgr det syntetiseres peptidomkadtvor man bytter ut backbone med en
struktur som ikke blir brutt ned av peptidaser,dasempep-aminosyrer. Det bgr forskes mer
pa de essensielle aminosyrene i FC131 og derdgdistiaktivitets-sammenheng. De mest
aktive aminosyrene bgr syntetiseres i ett moledgt,hvor man tar vare pa sidegruppene og

syntetiserer et backbone som er stabilt endogent.
4 Rensing

Da det har vaert umulig & skaffe til veie acetohilvar det ikke vaert mulig & kjgre HPLC eller
HPLC rensing, slik at pentapeptidene er ikke reranen var a rense sluttproduktene og
finne utbytte av det rene stoffet, noe som ikkeskg gjgre. Da det ikke har veert behov for &

rense noen mellomprodukt, er det ikke samlet nte fda utbytte eller renhet underveis.
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KONKLUSJON

Det har blitt syntetisert seks lineaere pentapepgtterfulgt av cyklisering. MS-spektrene
viser at malforbindelsene er laget. Synteseprotekaom er blitt brukt fungerer og valg av

reagenser har veert riktig.

Struktur-aktivitets-sammenhengen vil ikke veergdihgielig far peptidene er renset og testet
pa HIV-1-cellekulturer. Resultatene vil veere viktigvidere utvikling av et legemiddel mot
HIV-1, da det er publisert f& resultat hvor detigart endringer i Xaa

Det har vist seg mulig a syntetisere og cyklisetepeptider ved bruk av samme metode som
for pentapeptider.
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EKSPERIMENTELT

Kjemikalieliste med forkortelser

Kjemikalie Forkortelse | % | Produsent
Metanol 99,9| Merck KGaA
Dimethylformamide DMF 99,8 Malinchrodt Baker
— B.V. Deventer
Dietyleter 99,7| Merck KgaA
Trifluoracetic acid TFA 99,0 Sigma-Aldrich CH
Triisopropylsilane TIS 99,0| Sigma-Aldrich CH
N-N-Diisopropylethyl amine DIPEA 99,6Sigma-Aldrich
Dichlormethane DCM VWR International
Fmoc-3-(1-naphthyl)-L-alanine L-1-Nal 98| Fluka Ayiatal
Fmoc-4-iodo-L-phenylalanine L-Phe(4-1) 97  Fluka Migal
Fmoc-L-homophenylalanine L-h-Phe 98  Fluka Analytica
Fmoc$-styryl-L-alanine LB-sty-Ala | 98 | Fluka Analytical
Fmoc-Lu-phenylglycine L-Phg 98 | Fluka Analytical
Fmoc-L-phenylalanine L-Phe 98| Fluka Analytical
Fmoc-Arg(Pbf)-OH Arg Fluka Analytcial
Fmoc-D-Tyr(tBu)-OH Tyr 98 | Fluka Analytical
Fmoc-Gly-Novasyn TGT Novabiochem
Benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino- PyBOP Sigma-Aldrich
phosphonium hexafluorophosphate
1-H-Benzotriazolium,1- HBTU Sigma-Aldrich
[bis(dimethylamino)methylene]-, 3-oxide,
hexafluorphosphate(1-)
1,1,1,3,3,3 — hexafluor-2-propanol HFIP Fluka ghicél
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Kaiser testlgsning
Testen bestar av tre Ilgsninger som oppbevares dlasker med drapeteller.

Lasning A — 5 % (w/v) ninhydrin i etanol
Lasning B — 4 g/ml fenol i etanol
Lasning C - 0,02 mM kaliumcyanid i pyridin

Testen utfares ved & ta ut noen korn resin og ldgyeet lite testragr. Sa tilsettes tre draper av
lasning A, B og C. Deretter settes testrgret pabad 100 °C i 4-6 minutter. Lasningen vil

ha en gul farge. Hvis det er frie resinbundne antitstede, vil Igsningen skifte farge til mark
bla 3!

Massespektrometri
Massespekter ble utfart pa Waters Maldi micro M8 lveuk av MassLynx V 4.0 SCN534

programvare.

Generell prosedyre for FFPS av 7-12
Alle de lineaere peptidene ble syntetisert pa PTiaufe. Fmoc-Gly-NovaSyn TGT resin ble

benyttet for alle forbindelsene. Det ble brukt Onigol resin ved alle syntesene, som tilsvarer
652 mg resin. De Fmoc-beskyttede aminosyrene Isktti et overskudd pa fire

molekvivalenter.

Liste over aminosyrer

Fmoc-1-Nal-OH (263 mg, 0,6 mmol)
Fmoc-L-Phe (232 mg, 0,6 mmol)
Fmoc-L-h-Phe (241 mg, 0,6 mmol)

Fmoc$-Sty-Ala
Fmoc-L-Phg
Fmoc-Phe(4-1)
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH

Fmoc-D-Tyr(tBu)-OH

(248 mg, 0,6 mmol)
(224 mg, 0,6 mmol)
(308 mg, 0,6 mmol)
(389 mg, 0,6 mmol)

(276 mg, 0,6 mmol)
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Programvaren som fulgte med syntesemaskinen bk tiré utfare de fleste operasjoner.
Kopling av den fgrste aminosyren ble utfgrt manuésinet ble festet i maskinen og svellet
med DCM 6x30 sekunder. Deretter ble aminosyren HBIU og DIPEA/NMP tilsatt

resinet. Maskinen ble satt til & riste i 60 minutReretter ble det utfgrt Kaiser test. De andre
aminosyrene ble koplet pa automatisk ved bruk derb&ndsprogrammert oppsett, kalt
"extended cycle”. Det innebar pumping av 20 % pghae, vask med DMF, opplgsing av
Fmoc aminosyrer (4 ekvivalenter overskudd), HBTWK&ivalenter overskudd) og DIPEA
(4 ekvivalenter overskudd). Sa ble det utfart kogli 60 minutter og tilslutt vasket med
DMF. Syklusen ble repetert for alle de tre restdeesaminosyrene. Siste Fmoc ble klgyvt og
resinet vasket med DMF. Resinet ble manuelt svebaganger i DCM og filtrert. Det ble
tilsatt HFIP (5 ml, 33 % i DCM) til resinet og rdrtre minutter og filtrert. Prosessen ble
gjentatt to ganger. HFIP ble fjernet fra peptided Wruk av rotavapor. Peptidet ble bunnfelt i
kald eter i 30 minutter. Videre ble eteren dekdrdgrdet bunnfelte stoffet ble lufttarket over

natt.*°

Generell prosedyre for cyklisering og avbeskytting

Generell prosedyre for syntese av cykliske pepfidetineaere forbindelséf.

De lineeere forbindelsen&-12) ble lgst i 500 ml DMF/DCM (1:1) og tilsatt 0,06 BIPEA

og 0,19 g PyBOP (2-3 molekvivalenter overskuddsriagen ble satt pA magnetrgrer og
cyklisert i 24 timer. Etter cyklisering ble det kj#1S for & bekrefte at cyklisering har funnet
sted. Deretter ble lgsningen med peptidet satbia&apor hvor lgsemiddel og reagenser ble
fordampet. Det ble sa tilsatt 30 ml TFAMBITIS (95:2,5:2,5) som stod pa raring i 2 timer.
Det avbeskyttede cykliske peptidet ble sa bunnfed0 ml kald dietyleter. Etter to timer ble
eteren dekantert og operasjonen gjentatt. Pegiidietufttarke over natt og deretter lagret.
ProdukteneX-6) ble bekreftet med MS.
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