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1. Introduzione

Strategie per la progettazione di peptidomimetici partire dal ligando naturale

Gli ormoni peptidici, i neurotrasmettitori, le citochine, i fattori di crescita, gli antigeni
ecc, costituiscono la gran parte dei ligandi regolatori negli animali superiori, e quindi
sono stati oggetto di ricerca e sviluppo per molti anni. Uno dei principali obiettivi di
queste ricerche e’ stato quello di determinare le proprieta strutturali, conformazionali,

topografiche e dinamiche dei ligandi peptidici che determinano la loto attivita (cioé la

delucidazione della conformazione bioattiva del farmacoforo) .

Negli ultimi 30 anni, si é iniziato a sviluppare un valido metodo di progettazione
razionale di peptidomimetici, con particolare attenzione alle metodologie per bloccare le
catene peptidiche dei residui aminoacidici chiave, nella conformazione bio-attiva.

Gli studi pionieristici sugli effetti conformazionali dell” uso della B-dimetil cisteina
(penicillamina) in peptidi ciclici con ponte disolfuro e la possibilita di isomeria cis e
trans intorno al legame R-CO-N- all’ azoto prolinico, dimostrarono 1’ importanza di
usare una conformazione ristretta nella progettazione di ligandi peptidici. Allo stesso
tempo inizio ad essere evidente che il target per questi ligandi erano le proteine di
membrana e sia i ligandi che i loro recettori, oggi comunemente noti come recettori
accoppiati a una proteina G (GPCRs) controllano e/o modulano molti dei procesi

biologici cruciali dell” uvomo (come: sensazione di appetito e di paura, pigmentazione,



assuefazione, comportamenti sessuali, risposta allo stress, funzione cardiovascolare,
apprendimento e processi cognitivi).
Oggi € noto che piu del 50 % dei farmaci disponibili esplicano la loro attivita attraverso

I’ interazione con recettori di membrana.

Successivamente Ramachandran e collaboratori, studiarono lo spazio conformazionale
accessibile al backbone peptidico, che e definito da tre angoli torsionali ¢, v, e w.
Usando semplici metodi computazionali, essi dimostrarono che solo certe
conformazioni spaziali limitate sono disponibili per la maggior parte degli a-aminoacidi
(eccetto la glicina) e che le conformazioni accessibili a bassa energia erano, le o eliche,
i B sheets, altre strutture estese, y e B turns. Piu tardi sono stati applicati campi di forza
piu sofisticati e calcoli quanto-meccanici, ma le conclusioni di base rimangono le stesse,
e ulteriori studi cristallografici con x-ray hanno verificato significativamente gli studi di
Rachamandran?.

La tabella 1 fornisce un riassunto dei piu’ importanti approcci che sono stati sviluppati

per la modifica di peptidi bioattivi.



Tab. 1 Approccio schematico alla progettazione di peptidomimetici.

1) Identificazione del Lead Compound Bioattivo: (da prodotti naturali, 0 da uno
screening ad ampio spettro di librerie di prodotti).

2) Determinazione degli aminoacidi critici o essenziali per la bioattivita: scan dell’
alanina, scan con D-amino acidi, troncamenti e eliminazione di residui
aminoacidici.

3) Identificazione del farmacoforo lineare ed eventualmente differenziazione tra
sequenze che determinano 1’ attivita’ e sequenze che determinano la selettivita’.

4) Identificazione della conformazione bioattiva: Costrizioni locali, costrizioni
globali mediante 1’ uso di ciclizzazioni, aminoacidi chimera, aminoacidi
topograficamente costretti e templati.

5) Valutazione di diversi scaffold non peptidici per il posizionamento degli
elementi chiave del farmacoforo.

6) Progettazione e sintesi di peptidomimetici non peptidici.

Sebbene i peptidi naturali attivi abbiano un grande potenziale di applicazione medica,
essi richiedono spesso di essere modificati per bypassare i problemi inerenti le strategie
moderne del rilascio farmaceutico. Tra le proprieta desiderate (spesso non presenti o
non ottimizzate nel ligando naturale) abbiamo: selettivita accettore/recettore; alta
potenza; stabilita contro 1’ inattivazione proteolitica, appropriata biodistribuzione e
biodisponibilita.

La ricerca sui peptidomimetici e drammaticamente avanzata nelle ultime 2 decadi e
quello che si é evoluto un approccio gerarchico alla progettazione razionale dei
peptidomimetici®.

Una volta che la struttura naturale € stata delucidata, la prima fase di questo approccio

razionale ¢ costituita dall’ identificazione degli aminoacidi chiave necessari al



riconoscimento recettoriale. Simultaneamente, vengono create costrizioni locali sul
backbone del ligando (per fissare valori degli angoli ¢, ¢, ®) per favorirne il
riconoscimento molecolare.

Alternativamente, si puo introdurre una costrizione globale per formare un templato
rigido che porta tutti gli elementi strutturali che compongono il farmacoforo. Sono cosi
prodotti peptidi con una conformazione rigida o semirigida e le strutture piu attive
possono essere selezionate per studiare le relazioni conformazione-attivita.

La terza fase ¢ I’ analisi attenta dell” arrangiamento 3D delle catene laterali responsabili
dell” attivita. Questi studi necessitano di esperimenti spesso complessi di spettroscopia
NMR, Raggi X e, se possibile, misure di dicroismo circolare e metodi computazionali
(calcoli di dinamica e meccanica molecolare).

In molti casi, studi simili possono portare a farmaci candidati, altamente potenti, efficaci
e selettivi, che saranno poi il punto di partenza per futuri studi mirati al design di
peptido-mimetici non peptidici. In gesto ultimo caso, il lavoro piu’ difficile ¢ quello di
trovare altre molecole non peptidiche che possano rimpiazzare lo scaffold peptidico e

posizionare gli elementi cruciali per il riconoscimento col recettore, nelle posizioni

corrette.
Bibliografia
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2. Aminoacidi chimerat

In letteratura sono presenti numerosi lavori che riguardano la 4-idrossiprolina (Figura 1)
come punto di partenza per la sintesi di nuovi aminoacidi chimera, non proteinogenici,
che sono mimetici a conformazione ristretta di altri aminoacidi. In paricolare, nel nostro
laboratorio abbiamo deciso di sfruttare 1’ analogia strutturale della 4-carbossi-prolina

con I’ acido glutammico e della 4-thiometil-prolina con la metionina.
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Figura 1. Alcuni aminoacidi chimera della prolina
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2.1 Prolina-Glutammato. Sintesi ed attivita biologica di analoghi del

glutatione conformazionalmente ristretta

Il glutatione nella sua forma ridotta (GSH) € il tripeptide y- L-glutammil- L-
cisteinilglicina; esiste soprattutto come GSH ma e anche presente come dimero
disolfuro (GSSG)

Gli aspetti chimici piu interessanti di questo composto sono la presenza di un
gruppo SH libero e di un legame y-glutammil isopeptidico fra il carbossile della catena
laterale del glutammico e il gruppo amminico della cisteina, lasciando cosi I’altro
carbossile vicino al gruppo amminico terminale. La natura isopeptidica del legame
glutammilico lo rende resistente alla scissione da parte della maggior parte delle
peptidasi. La struttura elettronica dell’atomo di zolfo (disponibilita di orbitali-d che
permettono 1’overlap durante la formazione dello stato di transizione e la dissipazione di
elettroni trasferiti da radicali) € responsabile dell’alta reattivita del solfidrile nei riguardi
dell’addizione nucleofila, reazioni di ossidoriduzione (attraverso meccanismo ionico o
radicalico) e chelazione di metalli. Tutte queste proprieta sono connesse con gli effetti
antiossidanti e detossificanti di composti naturali contenenti il gruppo SH.

I ruoli rilevanti e multifunzionali giocati dal glutatione in una varieta di
processi biologici, fra cui detossificazione xenobiotica e protezione contro le radiazioni-
continua a stimolare studi teorici e sperimentali.® Inoltre, la semplicita strutturale ed il
basso peso molecolare rende la molecola del GSH un obbiettivo attraente per
modificazioni chimiche; cosi, un gran numero di analoghi strutturali sono stati

progettati e sintetizzati.>'® Come risultato di queste ricerche si & ottenuta una miglior



comprensione delle interazioni con 1 siti catalitici dell’enzima e sono stati sviluppati
inibitori piu potenti, stabili e selettivi.

Come estensione di questi studi, abbiamo progettato gli analoghi 1 e 2 in cui
I’intera unita y-glutammilica € sostituita dal residuo della cis e trans 4-carbossi-L-

prolina, rispettivamente (Fig. 1).
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Figura 1. GSH e suoi analoghi contenenti un residuo di Pro/Glu chimera cis (1) o trans (2)

La prolina e il solo amminoacido proteinogenico che possiede una
conformazione naturalmente ristretta, caratterizzata dalla presenza di un anello
pirrolidinico in cui il legame N-C“ ¢ inserito; cosi, I’uso dell’anello prolinico chirale e
completamente rigido come templato per supportare funzionalita tipiche di altri
amminoacidi (vale a dire chimere prolina-amminoacido) € un approccio attivamente
seguito per ottenere peptidomimetici dotati di specifiche restrizioni locali e migliorata

stabilita metabolica.*'? Per quanto concerne chimere prolina-glutammato, un esame



della letteratura mostra che, mentre cis-e trans- 4-carbossi-L-proline sono state
sintetizzate ed esaminate per la loro attivita in processi della neurotrasmissione come
mimici del conformero glutammato,*® la loro incorporazione in peptidi biologicamente
attivi ¢ molto limitata e non ci sono dati riguardanti I’uso della prolina come templato
del residuo glutammilico.'* Cosi i composti 1 e 2 rappresentano i primi esempi riportati
di analoghi isopeptidici in cui é stata applicata questa strategia di modifica. Infine, si
puo osservare che entrambi i nuovi analoghi mantengono, se confrontati con il GSH
nativo, tutti i gruppi funzionali capaci di stabilire efficienti interazioni non leganti;
’unica differenza, riguardo a queste proprieta, é infatti rappresentata dalla presenza di
un gruppo amminico secondario al posto di quello primario alla parte N-terminale della
molecola. Inoltre, la rilevante restrizione conformazionale imposta sul backbone
dall’anello pirrolidinico come pure 1’opposta orientazione spaziale del carbonile-y
ammidico nei due analoghi puo influenzare profondamente la reattivita verso enzimi
dipendenti dal GSH e rendere 1 e 2 utili strumenti per ottenere informazioni sulle

caratteristiche strutturali dei siti attivi coinvolti.

Risultati e Discussione

E’ stata presa in considerazione come una conveniente via agli analoghi del
GSH 1 e 2 I’incorporazione dei residui di cis-e trans- 4-carbossi-L-proline (Cpc e Cpt,
rispettivamente) nel frammento Cys-Gly. Cosi sono stati sintetizzati i due cis-e trans-N-
(benzilossicarbonil)-4-carbossi-L-prolina-1-metilesteri Z-Cpc-OMe 3 e Z-Cpt-OMe 4
come intermedi chiave (Schema 1). In accordo con la procedura precedentemente

riportata da Bridges ed altri‘’la trans-4-idrossi-L-prolina commercialmente disponibile
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¢ stata usata come materiale di partenza per sintetizzare entrambi i diesteri Z-
Cpc(OMe)-OMe e Z-Cpt(OMe)-OMe (Schema 1). La successiva idrolisi regioselettiva
del gruppo estereo al C-4 rappresenta un passaggio critico. Dopo diversi tentativi
abbiamo trovato che si puo ottenere un’alta selettivita accompagnata da buone rese di
entrambi gli isomeri cis e trans 3 e 4 quando i corrispondenti dimetil esteri vengono
trattati con una quantita equimolare di NaOH 1N in tetraidrofurano acquoso (Schema

1).
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Schema 1. Reagenti e condizioni (vedi anche rif. 17): (a) CICO,CH,Ph, NaHCO3, H,0, PhCHg, 16 h,
rt; (b) EtOH, p-TsOH, 16 h, reflux; (c) TsCl, py, 72 h, rt; (d) NaCN, DMSO, 80 °C, 4 h; (e) HCI,
MeOH, 84 h, rt; (f) Jones reagent, acetone, 10 min, -5 °C then 2.5 h, rt; (g) NaBH,, MeOH, 20 h, -5
°C; (h) THF, NaOH 1 N, 0.5 equiv., 30 min, 0 °C then 1 h, rt.
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La struttura come anche la stereochimica dei monometil esteri 3 e 4 sono in
chiaro accordo con i loro spettri *H NMR. Cosi quando si esamina lo spettro del cis
monometilestere 3 e si confronta con quelli dei relativi dimetil esteri, il singoletto
corrispondente al gruppo -OMe al C-4 é assente e si puo osservare solo la coppia di
singoletti che sono tipici del gruppo OMe al C-1 e sono dovuti, come aspettato, alla
ristretta rotazione intorno al legame CO-N della prolina. Inoltre i diversi patterns di
risonanza esibiti dai monoesteri cis e trans permette 1’esclusione di una cross-
contaminazione dovuta all’epimerizzazione ad uno dei due centri chirali durante
I’idrolisi. Analoghe considerazioni, dedotte dall’analisi degli spettri *H NMR, sono state
fatte a proposito della stereochimica del trans monometil estere 4.

La sintesi dei due analoghi del GSH conformazionalmente ristretti 1 e 2 e stata
condotta secondo lo schema 2. In vista delle blande condizioni di reazione per la
protezione, si ¢ scelto il gruppo acetammidometil (Acm) per proteggere la funzione
tiolica della cisteina. Quindi, gli Acm-derivati 7 e 8 sono stati sintetizzati condensando
Z-Cpc-OMe o Z-Cpt-OMe 3 e 4, rispettivamente, con il Cys(Acm)-Gly-OMe
trifluoroacetato 6 (Schema 2) seguendo le metodologie della chimica dei peptidi in

soluzione.
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Schema 2. Reagenti e condizioni: (a) DCCI, NMM, THF, 0 °C, 3 h then 5 °C, 16 h; (b) TFA, 1 h, rt; (c)
isobutyl chloroformate, TEA, THF, -15 °C, 15 minthen 0°C, 2hand 5°C, 16 h; (d) I,, MeOH, 4 h, rt; (e)
NaOH 1 N, THF, 0 °C, 30 min then 16 h, rt; (f) HBr/CH3COOH, 5 h, rt; (g) 2 N ag. ammonia, rt, 30 min; (h)
(n-But)sP, n-PrOH-H,0, 3 h, rt.

Spettri *H NMR dei due tripeptidi 7 e 8 non evidenziano la presenza di specie
diasteromeriche, confermando cosi I’integrita stereochimica dei monoesteri di partenza

3 e 4. La rimozione selettiva (I in MeOH a temperatura ambiente) del gruppo
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proteggente Acm ha permesso la conversione diretta di 7 e 8 nei disolfuri simmetrici N-
protetti 9 e 10. La successiva rimozione in due tappe di tutti i gruppi proteggenti,
seguita da trattamento dei risultanti bromidrati con ammoniaca acquosa ha portato agli
analoghi del GSSG 13 e 14 completamente deprotetti, con buone rese. | desiderati
analoghi del GSH 1 e 2 in forma tiolica sono stati ottenuti per scissione riduttiva del
legame disolfuro con tri-n-butilfosfina (1,2 equivalenti) in soluzione di acqua/n-
propanolo, operando a pH 8.5 (ammoniaca acquosa). Spettri di massa di 1 e 2 mostrano
i picchi piu abbondanti corrispondenti alle specie M*1 (320 m/z). Le strutture assegnate
agli analoghi del GSH 1 e 2 sono in accordo con le loro proprieta spettroscopiche (vedi
parte sperimentale). Un aspetto caratteristico dello spettro 3C di 1 e 2 & rappresentato
dalla risonanza del carbonio B della cisteina che & sciftato a campo piu alto (32,45 e
25,43 ppm) se confrontato con i corrispondenti atomi nei precursori disolfuro 13 e 14
(38.90 e 38.87 ppm, rispettivamente). Questo aspetto negli spettri 13C rappresenta, come
recentemente notato,'® un’attendibile caratteristica diagnostica che permette di

distinguere fra forme contenenti cisteina o cistina.

Conclusioni

Questi analoghi rappresentano i primi modelli in cui la liberta conformazionale del
nativo GSH ¢ stata ridotta con I’introduzione di un equivalente ciclico del residuo
glutammato.

Come precedentemente descritto, 1attivita biologica degli analoghi 1 e 2 e stata

testata sulla y-GT e sulla GST. | composti 1 e 2 non sono né substrati né inibitori della
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v-GT; questi risultati mostrano chiaramente che il backbone conformazionalmente
ristretto di questi analoghi non sembra compatibile con il binding al sito donatore della
v-GT rendendo cosi questi modelli resistenti alla degradazione enzimatica da parte di
questo enzima.

‘E ben noto che il residuo y-glutammilico e il principale determinante di binding
per I’interazione GSH-GST, dando interazioni polari multiple con specifici residui della
proteina, che sono Asp98, GIn64 e Ser65.1" I risultati qui riportati indicano che
I’arrangiamento spaziale transoide che coinvolge i gruppi carbossilici legati al C* e al
C¥ pirrolidinici, presente nell’analogo 2, rappresenta la conformazione favorita per il
binding al sito attivo della GST. Comunque, altre indagini sono necessarie al fine di
definire quali delle caratteristiche strutturali e conformazionali che distinguono gli
analoghi 1 e 2 dal GSH nativo sono specificamente responsabili della selettivita di
binding al sito attivo dell’enzima.

Si dovrebbe a questo punto ricordare che la superfamiglia delle GSTs puo
giocare un ruolo importante nella resistenza cellulare alle tossine elettrofile estranee
come pure a molti farmaci anticancro che hanno anch’essi una natura elettrofila.!® In
particolare, I’isoforma hGST P1-1 rappresenta un attraente bersaglio dal momento che
si € trovato che € sovra espresso in alcuni tumori solidi, diminuendo cosi I’efficacia di
farmaci citotossici.'® Di conseguenza la versatilita dell’approccio sintetico descritto
nella presente tesi, che si fonda sull’utilizzazione di uno scheletro della 4-carbossi-
prolina chirale come mimico conformero del glutammato potrebbe dare origine a nuovi
interessanti stabili inibitori GSH della peptidasi portando ad un potenziamento dei

convenzionali agenti antineoplastici nella terapia contro i tumori.
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2.2 Analoghi dell’ fMLF-OMe contenenti un residuo N-terminale Prolina-

Metionina chimera

Fin dalla prima scoperta che i peptidi contententi formil-methionina erano potenti
agonisti per i recettori chemotattici dei neutrofili, il peptide fMLF e il suo metilestere
sono stati scelti come molecole di riferimento per una ricerca sistematica sui
meccanismi biochimici e le relazioni struttura attivita [1,2]. | risultati di questi studi
stabiliscono con chiarezza 1’ importana della catena laterale contenente il gruppo
tioetere presente nella catena laterale della methionina, & essenziale per il
riconoscimento molecolare che per 1’ attivita biologica. Infatti, sebbene sono ben
tollerate, profonde alterazioni sul residuo della leucina e della fenilalanina, le
modificazioni sulla metionina sono piu’ critiche [3,4] e portano, eccetto rare eccezioni

[2-4] alla perdita dell” attivita.

Per spiegare questa situazione, e’ stato proposto un modello recettoriale, dove e’
presente un’ area che porta una carica positiva che interagisce con 1’ atomo di zolfo
della catena laterale della metionina [2]. Un accurato esame della letteratura rivela che

le modificazioni relative al residuo della metionina sono molto scarse [5-7].
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Figure 1. Aminoacid residues, containing the y-methylthio functionality, used to replace the
native methionine in synthetic fMLF analogues: (a) C*-Hydroxymethyl methionine (HmMet); (b) 2-[2’-
(methylthio)ethyl]methionine (BisMet); (c) B3-HMet.

E’ quindi sembrato interessante esaminare un nuovo analogo dell”’ fMLF-OMe che
incorporasse un residuo N terminale mimetico della metionina, ma che avesse delle

ristrezioni conformazionali relativamente all’ orientazione della catena laterale (angoli

v! e x?) (figura 2).

~ x2
S —s
Xl
OH
Xl
OH N
H,N H
o) (@]

Figura 2. y-space

Questo aminoacido, infatti, sembra essere adatto a dare informazioni relative all’

orientamento spaziale della catena laterale della metionina e le sue relazioni con 1’

attivita’ biologica.
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L’ aminoacido Chimera Pro-Metionina, nelle sue 2 forme stereoisomeriche cis e trans e’
stato quindi usato per la sintesi di 2 analoghi dell’ fMLF-OMe e dei relativi Boc
derivati.

Questi nuovi ligandi, mantengono la funzione tiometil-etere della methionina nativa, ma
essendo legata covalentemente all” anello pirrolidinico della prolina gli angoli y* e 2
vengono a trovarsi gia’ fissati. Inoltre al fine di valutare I’ effettiva validita’ dei modeli
ed escudere la possibilita’ che 1’ attivita’ dipendesse dalla presenza della prolina in
prima posizione, sono stati sintetizzati e testati anche gli analoghi contenti Pro non

sostituita.

Sintesi

In letteratura, la sintesi degli aminoacidi 4-cis e 4-trans-SMe-Pro, ¢’ stata affrontata da
diversi autori [8-11]. Sebbene gli stereoisomeri 4S, 2S e 4S, 2S non erano stati ancora
sintetizzati, la maggior parte delle sintesi pubblicate sfruttavano la reazione di
Mitsunobu per trasformare il gruppo alcolico dell’ idrossiprolina con gruppo tiolico.
Noi abiamo usato un approccio differente, e per certi aspetti (economici e pratici)

migliore (vedi schema 1).
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Scheme 1. Reagents and conditions: (a) SOCI/MeOH 2 h at rt, then 4 h at 45 °C (b) Boc:0,
Dioxane/Na,COs; (¢) MsCl, TEA, CH,Cl,, 20 min at 0 °C; (d) KSCOCH3/DMF, 4 h at 65 °C; (e) 1N
NaOH and Me0O,S0O, 30 min at rt, then 1N NaOH, 3 h at rt.

L’ analogo 10 N-Boc-Cis e’ stato ottenuto a partire dalla 4-trans-idrossi prolina, che e’
stato trasformato del corrispondente mesilato 8, che tramite sostituzione nucleofila con
potassio tioacetate ha dato luogo al relativo thioestere 9 con inversione di
configurazione in posizione 4. 1l tioestere e’ stato poi saponificato in condizioni blande
e il gruppo tiolico cosi’ ottenuto e’ stato metilato. Il residuo trans 17, e’ stato
sintetizzato a partire dala Boc bidrossiprolia, secondo lo schema 2. La riduzione
stereoselettiva mediante NaBH4 [12] dell” intermedio chetonico 12, ha fornito la Boc-
cis idrossiprolina, dalla quale poi tramite la via precedentemente illustrata per 1’ isomero
cis, ha permesso di arrivare all’ isomero trans (doppia inversione di configurazione). |
residui di Pro-met chimera cosi’ ottenuti, sono stati poi condensati con il dipeptide H-
Leu-Phe-OMe, e successivamente i 2 tripeptidi cosi’ ottenuti sono stati formilati

secondo la procedura di Lajoe-Kraus (schema 3).
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Scheme 2. Reagents and conditions: (a) CrOs/Py, 30 min at 0 °C, then 90 min at rt; (b) NaBHJ/H.0,
MeOH, 1 hat 0 °C and 15 h at 4 °C; (c) Diazomethane/MeOH; (d) MsCI, TEA, CHCl;, 20 min at 0 °C;

(e) KSCOCHs3, DMF, 4 h at 65 °C; (f) IN NaOH and (Me0),SO>, 30 min at rt, then 1N NaOH 3 mmol, 3
hatrt.
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Scheme 3. Synthesis of N-protected tripeptides 1-4 and 18-19. (a): i-BuOCOCI, NMM; (b): HCOOH,
EEDQ.

Studi conformazionali NMR

Allo scopo di capire quali fossero gli arrangiamenti spaziali dei 2 peptidi chemotattici, e
capire 1’ influenza del residuo prolina-methionina chimera sulla struttura
tridimensionale, sono stati fatti degli studi NMR in soluzione. Dagli spettri NOESY,

possiamo ricavare le interazioni spaziali dei diversi atomi di idrogeno (vedi tabella 1).
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Table 1. Observed nuclear Overhauser effects (NOEs) in the NOESY spectra of HCO-cis-4-
mercaptomethyl-Pro-Leu-Phe-OMe (2) and HCO-trans-4-mercaptomethyl-Pro-Leu-Phe-OMe (4)

NOEs Compounds @ NOEs Compounds
2 4 2 4
ProC*H - Leu NH S S LeuCH - Leu NH m m
ProC®Ha - H-CO m m LeuC*H Phe NH s s
ProC*H - Pro C*H w - LeuNH - Phe NH w w
ProC’Ha - Pro C*H m - Phe C*H Phe NH m m
ProC’Hg - Pro C*H -- m ProC5Ha Pro SCH3 - w

&5 =strong; m = medium; w = weak.

In particolare, i Noe diagnostici per 1’ interpretazione della conformazione sono
ProC“H...leuNH and LeuC*H...PheNH. Questi NOEs successivi (C%Ni+1H) sono

indicativi di un ripiegamenti a doppio y-turn (c7)*3.

Ulteriori informazioni sono state ottenute dallo studio dei legami idrogeno
intramolecolari. I legami idrogeno intramolecolari, possono essere messi in evidenza in
soluzione, attraverso 1’ analisi degli shift NMR dei segnali dei protoni ammidici, in
presenza di quatita cresenti di DMSO-d6 alla soluzione 10mM del peptide in CDCI3.

Vedi fig 1.
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| dati di titolazione indicano che gli NH dei residui della Leu e della Phe sono piuttosto
schermati dall’ effetto elettron donatore del DMSO e quindi possiamo affermare che

sono impegnati in un legame idrogeno intramolecolare.

74 75
A B
7.2 -] 7.25
74 74
o
= 6.8 6.75 -]
g
& z
=]
&
6.6 -5 T T 6.5 -5 T T
0 5 10 15 0 5 10 15

—T— LeuNH

——— PheNH

Figure 2. Plots of NH proton chemical shifts in the 'H NMR spectra of dipeptide derivatives 2 (A) and 4

(B) as a function of increasing amounts of DMSO-ds (v/v) added to the CDCIs solution (peptide
concentration 10 mM).

Figure 3. The double v-turn conformation of the tripeptides 2 and 4 containing cis and trans 4-

mercaptomethyl-L-proline, respectively. Bold arrows indicate the diagnostic NOEs, dotted lines the

intramolecular 1<3 H-bonds.

Attivita’ biologica
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L’ attivita biologica e’ stata valutata sui formil derivati e i Boc derivati 1-4 e inoltre
sugli analoghi contententi prolina 18-19. I risultati sono mostrati in figura 4, 5, e 6. Al
contrario di quanto avviene normalmente, i peptidi (i peptidi N-formilati sono agonisti e
i peptidi Boc protetti sono antagonisti) N-Boc protetti si sono dimostrati efficaci

chemotattici, mentre i formil derivati non sono stati trovati attivi.

0.5

Chemotactic index

Log [M]
—TF— 1 =Boc-cis-4-mercaptomethyl-Pro-Leu-Phe-OMe
—0—— 2 = HCO- cis-4-mercaptomethyl-Pro-Leu-Phe-OMe
—O—— 3 = Boc-trans-4-mercaptomethyl-Pro-Leu-Phe-OMe
—2&— 4 = HCO-trans-4-mercaptome thyl-Pro-Leu-Phe-OMe

—H#—  fMLF-OMe

Figure 4. Chemotactic activity of tripeptide derivatives 1-4

Questa particolare inversione dell” attivita’ e’ certamente correlabile alla presenza dell’
anello pirrolidinico che orienta la catena laterale della metionina in posizione non

usuale | peptidi contenenti Pro in prima posizione si sono rivelati entrambi inattivi,
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dimostrando cosi’ I’ importanza della catena laterale della metionina, ma escudendo

anche che la particolare e inusuale attivita’ dei Boc derivati fosse dovuta alla prolina.
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Log [M] Log [M] Log [M]

Figure 5. Effect of N-Boc-protected tripeptides 1-4 on the neutrophil activities triggered by fMLF-OMe.
(A) Chemotactic activity; (B) superoxide anion production; (C) release of neutrophil granule enzymes
evaluated by determining lysozyme activity.

Riguardo la produzione di anione superossido e rilascio di lisozima, i prodotti sono
scarsamente attivi.

In conclusione, gli analoghi descritti in questo lavoro, forniscono nuove e interessanti
informazioni sulle relazioni struttura-attivita dei peptidi chemotattici e su come questi

peptidi interagiscono con la tasca del recettore chemotattico.
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Figure 6. Competition curves of specific [°*H]-fMLF binding to human neutrophils of compound 1 and 2.
Curves are representative of a single experiment taken from a series of three independent experiments.

Non specific binding was determined in the presence of 100 uM fMLF.
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Figure 7. Biological activity of tripeptide 18 and 19. (A) Chemotactic activity; (B) superoxide anion

production; (C) release of neutrophil granule enzymes evaluated by determining lysozyme activity.
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3. Utilizzazione di B-aminoacidi nella sintensi di o/ peptidi ibridi

Nell’ambito delle nostre ricerche sulle relazioni struttura-attivita nel campo dei
peptidi chemotattici correlati al fMLF-OMe il nostro gruppo ha recentemente iniziato a
lavorare su un programma centrato sull’esame delle conseguenze biochimiche dell’
introduzione di residui di @-amminoacidi achirali (fra cui la S-alanina), nella posizione

centrale del ligando di riferimento fMLF-OMe [1,2].

3.1 Peptidi ibridi a/p con catene laterali proteinogeniche. Analoghi

monosostituiti del peptide chemotattico f-MLF-OMe

Tenendo conto del crescente interesse verso peptidomimetici ottenuti per
sostituzione degli a-residui nativi con f-amminoacidi con catene laterali
proteinogeniche [3-6], abbiamo prodotto uno studio su tre peptidi misti
alB®, analoghi del fMLF-OMe: [B3-HMet!]fMLF-OMe (1b), [#-
HLeu?]fMLF-OMe (2b) e [B3-HPhe’]fMLF-OMe (3b) (Figura 1). |
corrispondenti N-Boc derivati 1a-3a, ottenuti come intermedi durante la
sintesi dei sopra menzionati N-For peptidi, sono stati anche esaminati per la

loro attivitd come antagonisti chemotattici. E’ stata anche determinata la
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conformazione adottata allo stato solido dall’ analogo Boc-33-HMet!- Leu-

Phe-OMe (1a).
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Figura 1. Metodi di sintesi dei tripeptidi misti N-protetti 1-3. a: i-BuOCOCI, NMM; b: HCOOH, EEDQ;
c: i-BuOCOCI, NMM; HCI'H-Phe-OMe; d: SOCI,, MeOH; e:Boc-Met-OH, i-BuOCOCI, NMM; f: i-
BuOCOCI, NMM; HCI'NH-3 %-HPhe-OMe.
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Benché peptidi composti solo da S-amminoacidi (S-peptidi) sono stati studiati a fondo
ed é ben stabilita la loro tendenza ad adottare definite strutture secondarie [3-6], gli
eterooligomeri costituiti sia da a- che da f-amminoacidi hanno ricevuto una attenzione
considerevolmente minore [7-14]. Questi ultimi composti posseggono, comunque, un
significativo potenziale nella progettazione di peptidomimetici bioattivi. Questa
proprieta e essenzialmente dovuta alla loro tendenza ad adottare strutture secondarie
caratteristiche anche di corti oligomeri e alla loro aumentata stabilita verso le peptidasi
dei mammiferi [15-17].

Anche se N-formilpeptidi chemotattici contenenti il residuo achirale della p-alanina
sono stati precedentemente descritti [2,18], i composti 1a-3a e 1b-3b rappresentano i

primi analoghi del fMLF-OMe ottenuti seguendo 1’approccio of 33- peptide.

Attivita biologica

Le attivita biologiche dei nuovi analoghi 1-3, determinate nei riguardi dei neutrofili
umani, sono state confrontate con quelle del ligando di riferimento fMLF-OMe. Sono
state misurate la migrazione diretta (chemotassi), la produzione di anioni superossido ed
il rilascio di lisozima (Fig. 2). L’analisi della figura 2A rivela chiaramente che tutti i tre
N-Boc derivati 1a-3a sono, come previsto, praticamente inattivi come agonisti [20]. Per
quanto riguarda I’attivita chemotattica mostrata dagli N-formil derivati 1b-3b si puo
vedere che la sostituzione di ciascun residuo di e-amminoacido con il corrispondente
S3-amminoacido porta ad analoghi con un picco di attivita simile che ¢ comunque
inferiore a quello mostrato dal fMLF-OMe. | composti 1b e 3b, caratterizzati dalla

sostituzione alle due posizioni esterne, sono entrambi piu potenti ed efficienti di 2b
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caratterizzato dalla sostituzione al residuo centrale. Cosi, la sostituzione della leucina
centrale, confrontata con quella dei residui della metionina e della fenilalanina, risulta la
meno tollerata.

Comunque, se si considera la completa inattivita, precedentemente riportata [2],
dell’ analogo del fMLF-OMe contenente un residuo di S-alanina in posizione centrale,
Pattivita mostrata dal derivato [33-HLeu?]fMLF-OMe (2b) conferma il ruolo cruciale
esercitato sull’attivita dalla catena laterale idrofobica della Leu centrale e suggerisce
che 2b mantiene una sistemazione complessivamente buona nella tasca recettoriale e
che I’addizionale gruppo CH2 nel backbone non impedisce un’ interazione produttiva,
anche se non ottimale, della catena isobutilica con il sito idrofobico del recettore
corrispondente alla leucina nativa.

Come mostrato nelle figure 2B e 2C, i tripeptidi 1b-3b sono stati esaminati per le
attivita di produzione di anioni superossido e di rilascio di lisozima. Si puo vedere che,
come gia trovato nel caso dell’attivita chemotattica, la modifica meno favorevole ¢
quella effettuata nella posizione centrale; 1’analogo [A3-HLeu?]fMLF-OMe (2b) &
risultato infatti il meno attivo in tutti gli esperimenti. D’ altro canto, 1’ introduzione del
B3-residuo in posizione N-terminale o C-terminale ha portato a ligandi molto attivi
(vedi 1b e 3b rispettivamente per la produzione di anioni superossido e rilascio di
lisozima). Dal momento che questi composti sono solo parzialmente attivi come
chemoattrattanti, il loro comportamento selettivo appare interessante e puo
rappresentare la base per ulteriori indagini. Tutti i tre N-Boc derivati 1la-3a sono
praticamente inattivi come agonisti nelle tre funzioni esaminate (Figura 2).

E’ sembrato quindi interessante testare la loro attivita come antagonisti.

L’antagonismo ¢ stato determinato misurando la capacita di inibire I’attivita stimolata

32



dal fMLF-OMe sui neutrofili umani (Figura 3). In Figura 3A ¢ mostrata I’influenza di
una concentrazione crescente di 1a-3a sulla chemotassi indotta da fMLF-OMe 10 nM,
che ¢ la dose ottimale per I’attivazione della chemotassi. Si & osservata una significativa
inibizione dose-dipendente dell’ indice chemotattico per tutti i tre composti, e I’
inibizione diventa significativa (p<0.05) a 10°1° M.

Per quanto riguarda la produzione di anioni superossido (Figura 3B), solo 1’analogo
£3-HMet?, il cui corrispondente N-formil analogo 1b ha la piu alta attivita come
agonista nello stesso test (Figura 2B), esercita una inibizione statisticamente
significativa (p<0.05) sull’attivita indotta da fMLF-OMe a partire da 107 M. Nel caso
del rilascio di lisozima (Figura 3C) € stata riscontrata solo una debole azione inibitrice,
che raggiunge valori statisticamente significanti (p=0.05) solo ad alta concentrazione,

per gli analoghi #3-HMet! e #3-HLeu? 1a e 2a.
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Chemotactic index

Figura 2. Attivita biologica dei derivati tripeptidici 1a,b-3a,b. (A) Attivita chemotattica; (B) produzione
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Figura 3. Effetto dei tripeptidi N-Boc-protetti 1a-3a sull” attivita dei neutrofili stimolata da fMLP-OMe.
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(A) attivita chemotattica; (B) produzione di anione superossido; (C) rilascio di lizozima.
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Conformazione in soluzione

Diversi autori hanno esaminato le preferenze conformazionali sia dello stato
cristallino che in soluzione esibite da piccoli peptidi lineari incorporanti uno o due
residui di S-amminoacidi [7-14]. Anche se é difficile riassumere i risultati di queste
ricerche a causa della diversa natura dei modelli esaminati ed anche delle metodologie
usate, uno sguardo d’ assieme prova chiaramente la capacita dei S-residui di consentire
un vasto spettro di strutture sia ripiegate che estese che sono fortemente influenzate
dalla natura dei sostituenti sul legame C%C# e dai “constraints” imposti dai residui
adiacenti [21-30].

Informazioni sulle preferenze conformazionali dei modelli tripeptidici misti of®
studiati sono state ottenute esaminando il coinvolgimento dei gruppi NH in legami
idrogeno intramolecolari tramite esperimenti *H NMR. In Figura 4 ¢ descritta la
dipendenza dei chemical shifts dei protoni NH dalle concentrazioni crescenti di DMSO-
de in una soluzione di CDCIl3 10 mM. Nella Tabella 1 ¢ riportata 1’accessibilita al
solvente espressa come differenza (Ao, ppm) fra i valori dei chemical shifts dei protoni

NH osservati in CDCl3 puro ed in una soluzione di CDClIz contenente il 10% di DMSO.

35



Tabella 1. Accessibilita al solvente da parte dei gruppi NH. Differenze tra i valori (A8, ppm) di chemical
shifts dei protoni NH, osservati in una soluzione al 10% di DMSO-ds in CDCl; e in CDCl; puro.

Composto NH N-terminale NH centrale NH C-Terminale
Boc-p3-HMet-Leu-Phe-OMe 0.42 1.08 0.62
HCO- B*-HMet-Leu-Phe-OMe 0.48 1.25 0.67
HCO-Met-p3-HLeu-Phe-OMe 0.80 0.36 1.04
HCO-Met-Leu p3-HPhe-OMe 0.84 0.51 0.33
Boc-B-Ala-Phe-OMe 0.14 1.13
HCO-B-Ala-Phe-OMe 0.50 1.30
Boc-B-Ala-Amp 0.19 1.05
75 75 75
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Figura 4. Grafici degli *H NMR chemical Shifts relativi ai gruppi NH dei formil-peptidi 1b (A), 2b (B) e
3b (C), in funzione di una percentuale crescente di DMSO-ds (v/v) aggiunto alla soluzione di CDCls
(concentrazione del peptide 10mM).
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E’ evidente che i chemical shifts di tutti i tre protoni in ciascun modello sono
piuttosto sensibili all” aggiunta di DMSO, indicando cosi 1’ assenza di alte
concentrazioni di ben definite conformazioni ripiegate, stabilizzate da legami idrogeno
intramolecolari.

Comunque si deve notare che in tutti i tre peptidi il gruppo NH del residuo f3,

indipendentemente dalla posizione centrale od esterna occupata nella sequenza, mostra
la piu bassa accessibilita al solvente. Questo effetto e piu pronunciato nel caso dei due
modelli 2b e 3b in cui il #3-residuo non occupa la posizione N-terminale.
Anche se gli esperimenti di titolazione NMR permettono solo di identificare gruppi NH
potenzialmente impegnati in legami idrogeno intramolecolari, senza fornire alcuna
informazione sui carbonili accettori, il comportamento sopra riportato dei gruppi NH
dei residui S° suggerisce la presenza, in aggiunta ad una elevata quantita di
conformazioni “unfolded”, di una certa popolazione di conformeri localmente “folded”
centrati ai S3-residui attraverso un ciclo a 6 termini intraresiduo (conformazione Cs)
[31-33].

Comunque, gli spettri di assorbimento IR in soluzione di CHCIz dei tripeptidi 1b-3b
non esibiscono significativi assorbimenti nella regione 3400-3300 cm™ dove
comunemente assorbono gruppi NH intramolecolarmente “H-bonded”. Alla luce dei
recenti studi teorici su modelli dipeptidici [32,33], questi ultimi dati non appaiono in
disaccordo con la presenza prima suggerita di un folding locale Cs Infatti, i calcoli
indicano che queste piccole strutture cicliche sono i conformeri piu stabili e mettono in
rilievo, nello stesso tempo, la debole stabilizzazione prodotta dal legame idrogeno
intraresiduo a causa di sfavorevoli parametri geometrici. Cosi, ci si puo aspettare che

questo tipo di folding, che sembra essere meglio associato ad un’ interazione
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dipolo---dipolo, abbia una scarsa influenza sullo stretching N-H osservabile negli spettri
IR, e sul chemical shift NMR [32].

In questi tripeptidi si e ottenuta una prova indiretta della presenza di una popolazione di
conformeri Cs attraverso 1’ esame dei due derivati dipeptidici Boc-S-Ala-Phe-OMe (4a)
[2] e For-f-Ala-Phe-OMe. Come mostrato in Figura 5 e in Tabella 1 il protone del
gruppo NH della p-Ala e piu schermato al solvente di quello della Phe in entrambi i
composti. Inoltre non si sono osservate significative bande di assorbimento IR nella
regione al di sotto di 3400 cm™.

Al fine di escludere il coinvolgimento del carbonile dell’estere come accettore di
legame idrogeno, e stato sintetizzato il modello (S)-Boc-g-Ala-NHCH(CH2CsHs)CHs
(5) sostituendo il residuo della fenilalanina con quello dell’ amfetamina. Ancora, come
mostrato in Tabella 1, il protone del gruppo NH della p-Ala di 5 presenta la piu bassa
accessibilita al solvente. Inoltre, non si & osservata alcuna banda di stretching del

gruppo NH nella regione di assorbimento IR 3400-3300.
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6.5-]
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Figura 5. Grafici, degli *"H NMR chemical Shifts relativi ai gruppi NH dei dipeptidi 4a (A), 4b (B), in
funzione di una percentuale crescente di DMSO-ds (v/v) aggiunto alla soluzione di CDCls
(concentrazione del peptide 10mM).
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Conclusioni

| risultati riportati nella presente tesi danno in primo luogo informazioni sulle
conseguenze dell’ incorporazione di un residuo di S*-amminoacido in analoghi del
potente tripeptide chemotattico fMLF-OMe. Ciascun analogo, contenente un 33-residuo
e due a-residui, mantiene le stesse catene laterali e la stessa stereochimica presenti nel
ligando nativo. | nostri risultati indicano che le sostituzioni o/ hanno una diversa e
selettiva influenza sulle tre funzioni biochimiche esaminate e di conseguenza sulla
capacita di analoghi o/$® di interagire efficacemente con gli appropriati recettori sulla
membrana dei neutrofili. L’unico effetto comune riguarda la sostituzione Leu/33-HLeu
nella posizione centrale che in ogni caso é svantaggiosa. La sostituzione del residuo N-
terminale della metionina, la cui presenza ¢ critica per Dlattivita degli analoghi del
fMLF-OMe, porta a ligandi selettivi: il composto 1b € infatti un modesto
chemoattrattante ma un buon ligando per la produzione di anioni superossido.
Considerazioni analoghe possono essere applicate allo scambio Phe/s3-HPhe alla
posizione C-terminale, che porta ad un composto molto attivo nel rilascio di lisozima
ma solo ad un modesto agonista per le altre funzioni biochimiche (composto 3b).
Per quanto riguarda la conformazione adottata in soluzione dai nuovi analoghi del
fMLF-OMe, gli esperimenti di titolazione H NMR indicano sulla base della
accessibilita al solvente esibita dai protoni NH che le conformazioni sono
essenzialmente estese, con un contributo di folding locale Cs, in particolare nel caso dei
composti 2b e 3b. Questa conclusione € in accordo con i risultati ottenuti esaminando i
modelli pit semplici 4 e 5, e con dati di letteratura che indicano che il folding Ce €

probabilmente solo in parte stabilizzato da legame idrogeno e non é facilmente
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rivelabile dagli spettri di assorbimento IR [32]. Cosi gli esperimenti di titolazione *H
NMR dovrebbero rappresentare il metodo di scelta per rivelare la presenza in soluzione
di questo elusivo tipo di folding.

Come mostrato in Figura 6, il modello 1a contenente la #3-HMet adotta, allo stato
cristallino, una conformazione che é estesa al residuo S. Gli angoli di torsione sono da
o = -87°, 6L = 172°, yo = 126 corrispondenti a conformazioni skew, trans™e skew™,
rispettivamente. Questi valori sono simili a quelli adottati allo stato cristallino da una
delle due molecole indipendenti di Boc- f-Ala-Aib-OMe dove la forma estesa coesiste
con la conformazione folded presa dall’ altra molecola [26]. La conformazione adottata
da l1a nel cristallo € in accordo con la conformazione preferita trovata in soluzione,
dove tutti i tre gruppi NH sono essenzialmente liberi di interagire con il solvente, con la
piu alta accessibilita (Ao = 1.08 ppm) mostrata dal protone NH della leucina centrale e
la piti bassa (A5 = 0.42 ppm) dal protone NH della *-HMet N-terminale. Questo ultimo
valore suggerisce che in soluzione di CDCIs pu0 essere presente una popolazione di

conformeri che adottano un folding Ce.
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3.2. a/f peptidi ibridi: analoghi della fMLF-OMe contenenti in

posizione centrale aminoacidi disostituiti p*2 e B33

Introduzione

Un gran numero di studi struttura attivita sono stati condotti sui peptidi chemotattici.
Una trasformazione molto interessante e’ stata la sostituzione dell” aminoacido centrale
Leu. In particolare le modificazioni che hanno portato alla sostituzione del residuo
centrale, con aminoacidic** disostituiti, che possono essere definiti come analoghi
disostituiti della glicina. In particolare, i derivati ciclici a 5 e 6 termini Acsc e AceC
rispettivamente, sono stati introdotti nel peptide standard chemotattico fMLF-OMe, i
prodotti sintetizzati esibirono un’ alta attivita chemotattica e strutturalmente, una

caratteristica forma ripiegata stabilizzata da legami idrogeno.

0
OH H,N OH
H,N H,N OH

Acgc B2hAcgc BhAcgc

Figure 1. Strutture rilevanti presenti nel capitolo.
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Tenendo presente questi studi, e la nostra esperienza nei beta peptidi chemotattici,
abbiamo progettato 2 peptidi chemotattici, dove al posto della Leu nativa sono stati
sostituiti 2 beta aminoacidi, contenente la 22 homo-Acsc e la B33 homo-Acsc. Entrambi
gli aminoacidi erano gia noti in letteratura e sono stati usati da Seebach per sintetizzare

oligo B-peptidi®*.

Si deve inoltre notare che la sintesi di o/f3 peptid ibridi € un approccio ancora poco
utilizzato, se paragonato ai [-petidi oligomeri, e rappresenta un approccio in costante
crescita®’. Le scelte che ci hanno portato a scegliere diintrodurre questi due residui all’

interno del peptide chemotattico di riferimento fMLF-OMe possono essere cosi

risassunte:

1) influenza positiva che la catena alchilica ciclica centrale ha dimostrato verso I’

attivita chemotattica del peptide fMLF-OMe?.

2) per studiare 1’ eventuale influenza che potrebbe avere la posizione nello spazio

della catena ciclica

3) la stabilizzazione di conformazione ripiegate tipica degli aminoacidi C**

disostituiti.
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Sintesi

Le sintesi di Boc-Met-B*hAcsc-Phe-OMe (5) e di Boc-Met-B2hAcsc-Phe-OMe (11)
sono state fatte seguendo 2 differenti strategie mostrate nelgli schemi 1 e 2. Una
trasformazione diretta dei Boc derivati nei for derivati e’ stata fatta seguendo la
procedura di Lajoie-Kraus®. 1l tripeptide 5 contenente B*hAcsc e’ stato sintetizzato a
partire dal metilenecicloesano, usando clorosolfonil isocianato che ha portato allo
spirolattame 1 °. Mentre, per la sintesi del tripeptide 11 & stata seguita una strategia
differente, usando il cyanoacetato di metile come reganete chiave per ottenere I’

aminoacido B?hAcesct®.

a b
HN Boc—N
1 2
o O
c (0]
d o
- OMe =
Boc—N N OMe
H Ho H,N N
3 HCl o}
4
H O (e]
e R N\)k OMe
BN G X
H H H
(0] \ (0]
S\

5 R = OtBu
¢ [
6 R=H

Scheme 1. Reagents and conditions: (a) Chlorosulphonyl isocianate (1.1 eq.), EtoO (5ml), 10 min at 0 °C,
then 25% NapSQg, 1h at r.t. (yield 51%). (b) Boc2O (1 eq.), DMAP (1 eq.), CH3CN, 1h at 0 °C then 12h at
r.t. (yield 70%). (c¢) NH2-Phe-OMe (1.2 eqg.), Na2COs;, KCN (1eq.), DMF (5ml), 16h at 50 °C. (yield
76%). (d) SOCI; (1.2 eq), MeOH (5ml), 40 min at -15 °C then 3h at 45 °C. (e) Boc-Met-OH (1.1 eq.),
iBuOCOCI (1.1 eq.), NMM (2.3 eq.), CH.Cl, (5ml), DMF (1 ml), 10 min at -15 °C then at r.t. overnight
(yield 65%). (f) formic acid, then EEDQ 97% (1.2 eq.), CHCI3,12h at r.t. (yield 55%).
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Scheme 2. Reagents and conditions: (a) K2COs (2 eq.), 1,5-dibromo-pentane (1 eg.), DMF (5 ml), 5h at
r.t. (yield 72%). (b) Pd/C 10% (0.1 eq.), 10 N HCI (1 eq. ), MeOH (10 ml) under H, atmosphere, 4h at r.t.
(yield 15%). (c) Boc-Met-OH (1.1 eq.), iBUuOCOCI (1.1 eq.), NMM (2.3 eq.), CH.Cl, (5ml), 10 min at -
15°C, then r.t. overnight (yield 90%). (d) 1 N LiOH (1.4 eq.), THF:H,0 = 5:1 (3ml), 15 min at 0°C then
r.t. overnight (yield 50%). (e) EDC (1.1 eq.), HOBT-H20 (1.1 eq.), NMM (2.3 eq.), CH2Cl, (10 ml) at r.t.
overnight (yield 72%). (f) formic acid, 6h at r.t, then EEDQ 97%, dry CHCl3, 12h at r.t. (yield 70%).
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Risultati Biologici

L- attivita’ agonista dei nuovi ligandi e’ stata determinata sui neutrofili umani e

paragonata a quella del tripeptide standard fMLF-OMe.

Eccetto per una modesta attivita’ mostrata come chemoattrattanti fig 2a e rilascio di
lisozima fic 2C, i 2 Boc derivati 5 e 11 sono completamente inattivi nella produzione di
anione superossido fig 2b. Al contrario, entrambi i formil tripeptidi 6 e 12 sono stati
trovati molto attivi nell’ indurre la chemotassi.
superossido esibiscono una debole attivita (Fig 2b). Inoltre la stimolazione al rilascio di

lisozima da parte del peptide contenente B?hAcsc ¢’ notevolelmente piu’ efficiente dell’

isomero contente B2hAcsc.
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Figure 2. Biological activity of the tripeptides 5-6 and 11-12 compared with the reference ligand fMLF-
OMe. (A) Chemotactic activity; (B) superoxide anion production; (C) release of neutrophil granule
enzymes evaluated by determining lysozyme activity.

Studi conformazionali

Al fine di accertare il coninvolgimento dei gruppi NH ammidici in legami idrogeno
intramolecolari per gli analoghi 6 e 12, sono stati effettuati esperimenti NMR di
titolazione col DMSO-d6. | chemical Shiift dei protoni ammidici sono stati
monitorizzati ad ogni aggiunta di DMSO alla soluzione del peptide 10 mM in CDCls
fino ad una concentrazione massima di DMSO del 10 %.

Per il peptide 6, i risultati indicano che (fig. 3a) che i protoni dei 2 residui esterni

interagiscono liberamente con il DMSO e quindi non sono impegnati in legami
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idrogeno intramolecolari, mentre I’ NH del residuo centrale appare parzialmente
schermato, quindi impegnato in un debole legame idrogeno intramolecolare. Anche 1’
esame del suo spettro IR in CDCls dimostrat! che la banda di streching dei protoni NH

coinvolti da legame idrogeno & molto piccola.
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Figure 3. Delineation of hydrogen-bonded NH groups in tripeptides 6 and 12. Chemical shift
dependence of the NH resonances as a function of the DMSO-des concentration (% v/v) in CDCls
solution. Peptide concentration 10 mM. (A) HCO-Met- B*hAcsc-Phe-OMe (6); (B) HCO-Met-
B2hAcsc-Phe-OMe (12).

Nel caso del tripeptide 12, invece troviamo due NH ammidici fortemente coinvolti in
legami idrogeno intramolecolari, e anche lo spettro IR lo conferma. Sia I’ NH della
B%hAcsc che della Phe sono impegnati. Questi dati suggeriscono la presenza di un
ripiegamento nel peptide stabilizzato da legami idrogeno. Un’ nterpretazione
ragionevole di questi dati ¢’ I” ammissione della presenza di 2 consecutivi folding locali
centrati uno sul residuo B2hAcsc (C8, pseudo y—turn)!? e 1’ atro (C7, y-turn), centrato sul

residuo della Met, figura 4.

50



— (0]
S fe) Y

N H 0O Hw— " ™N

w\H o NEVU\O/ :’E\/k\ ---H/N ;o :
oo oo o

_S

Figura 4. Representation of the molecular structure of the products 6-12.
Conclusioni

Come precedentemente ricordato, il residuo centrale del peptide chemotattico di
riferimento fMLF e’ cruciale per 1’ attivita’. E infatti, la sua sostituzione con residui
privi di catena laterale come la glicina o 1’ alanina portano alla perdita dell’ attivita, e
anche I’ introduzione di un B aminoacido (B*hLeu) ha portato ad una perdita
significativa dell’ attivita.

Gli isomeri qui sintetizzati, hanno confermato in parte questa teoria, infatti i prodotti
contenti B2, e p>3-hAcsc al posto della Leucina hanno mostrato un’ attivita’ buona, ma
non superiore a quella del peptide Parent. In particolare, I isomero B2 & piu potente del
peptide contente B3® (fig. 2¢) e questo e’ sicuramente dovuto anche alla differente

conformazione adottata dai 2 tripeptidi in soluzione.
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4. Studi di analisi conformazionale di piccoli peptidi bioattivi di

interesse farmaceutico

4.1 Induzione di un ripiegamento sullo scheletro peptidico attraverso aminoacidi
Ce-tetrasostituiti: acido 4-amino-1,2-dithiolan-4-carbossilico (Adt) e acido 1-
amino-ciclopentano-1-carbossilico(Acsc), come induttori di y-turn: studi

sperimentali e computazionali.t

Un approccio ben conosciuto per generare modelli peptidici caratterizzati da una certa
rigidita conformazionale, allo scopo di esaltare 1’ alta tendenza ad adottare strutture
secondarie predeterminate e migliorare la stabilita metabolica, ¢ I’ introduzione di o
aminoacidi Co—tetrasostituiti nel backbone peptidico.? Quando I’ importanza biochimica
dei peptidi viene considerata insieme al loro potenziale ruolo come agenti terapeutici, €
importante utilizzare una metodologia efficiente che sia capace di influenzare la
conformazione preferenziale dei peptidi. Basandosi su questo approccio, sono stati
progettati ligandi potenti e selettivi e si continuano ad ottenere informazioni circa le
relazioni conformazione-attivita.

Sono gia stati pubblicati sia studi teorici che sperimentali circa aminoacidi contenenti 2
catene lineari legate all’ atomo di carbonio Co e anche studi sui residui
Ca—tetrasostituiti con un carbonio o quaternario che & parte di un ciclo, con particolare
riferimento all’ acido-1-aminocicloalcano a-carbossilico, Acnc, dove n, indica il numero
di atomi di carbonio dell’ anello del cicloalcanico.* L’ interesse di analoghi ciclici

contenenti uno o piu eteroatomi all’ interno di un ciclo ¢ relativamente piu recente e
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deriva dal potenziale di questi aminoacidi di combinare, quando inseriti in un backbone
peptidico, la tendenza di stabilizzare una conformazione ripiegata specifica e stabilire
interazioni inter e intra molecolari attraverso la funzionalita presenti nella catena
laterale.® La conformazione y-turn coinvolge tre residui di aminoacidi consecutivi e pud
essere stabilizzata da legame idrogeno intramolecolare tra il CO del primo residuo i e I’
NH del terzo residuo i+2 formando uno pseudo anello a 7 membri. Come mostrato in
figura, il y-turn e il y-turn inverso sono caratterizzati da ¢ e W angoli di torsione
particolari. Anche se meno frequente del B-turn, il y-turn come struttura secondaria
gioca un ruolo importante nel riconoscimento molecolare e la presenza di y-turn in

soluzione & stata ampiamente dimostrata.®

RI"‘!
4 i "P #1

o
HN

R‘l. a
N R
D Lo .E

_-NH o

y-Turn:
&M = 75 (meaan value)
¥ A = B4 mean valua)

Inverse y-Turn:
$ = = -79° (mean value)
¥ = 8% mean value)

Figura 1. Tipi di y-turn

Come proseguimento degli studi nel campo degli a—aminoacidi eterociclici contenenti
un atomo di carbonio quaternario, noi siamo partiti recentemente con lo studio di nuovi

gruppi di peptidi sintetici contenenti I’ Adt, un residuo achirale correlato alla cisteina,
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caratterizzato dalla presenza di un anello a 5 membri che contiene la funzione
disolfurica. Sebbene, 1’ 1-2 ditiolano puo essere facilmente ottenibile dal corrispondente
1,3 diolo, la sua reattivita chimica si distingue chiaramente da quella degli 1,2-
disolufuri lineari o contenuti in anelli con C>7 atomi di carbonio, e rappresenta la
caratteristica strutturale che ¢ la chiave per interpretare 1’ attivita biologica di certe
molecole come ad esempio 1’ acido lipoico.” Per questi motivi, lo studio di peptidi
sintetici che contengono un residuo di questo tipo sono interessanti da esplorare. Noi
abbiamo sintetizzato e studiato le proprieta dell” Acsc e Adt come induttori di y-turn,

facendo un confronto di 2 studi separati, uno di tipo sperimentale e uno di tipo teorico.

b

X—X
o OH
H.N HaN

0 »
Agge: X =CH, Acge: X =Cly
Thp: X =5 Al X =8

A—X X—X

9] O
H
Hz:l\»ﬁoH RJ\HN\Z/ILH.
H =
o Y
X = S, Adt X = § (a); CH, (b)

X =CH,, Ac,c
1a,b R = 0Bu' R' = OMe
2a,b R=H; R' = OMe
3a,b R =0Bu"; R'= Ala-OMe

Figura 2. Peptidi modello sintetizzati
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X =S or CH,
R = O-C(CH;); or H

Fig. 6 Intramolecularly H-bonded y-turn structure of dipeptides 1a, 2a(X =S) and 1b, 2b(X = CH,).
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Scheme 1 Reagents and conditions: i: HOBt, EDC, H-Leu-OMe-HCI, DMF; ii: HCOOH, EEDQ; iii:
HOBt, EDC, TEA, DMF; iv: HOBt, EDC, H-Ala-OMe, TEA, DMF.

Sintesi

La sintesi dei dipeptidi Boc-Adt-Leu-OMe (1a), Boc-Acsc-Leu-OMe (1b), HCO-Adt-
Leu-OMe (2a) e HCO-Acsc-Leu-OMe (2b), e i tripeptidi Boc-Adt-Leu-Ala-OMe (3a) e
Boc-Acsc-Leu-Ala-OMe (3b) é stata fatta secondo lo schema 1, 1la e 1b sono stati
preparati accoppiando la Boc-Acsc-OH oppure Boc-Adt-OH con la H-Leu-OMe col
metodo dell’ HOBt-EDC. Il metodo della carbodiimmide & stato usato inoltre per

ottenere i tripeptidi 3a e 3b, ma con procedure diverse: nel caso del 3a, il derivato
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ditiolanico Boc-Adt-OH fu accoppiato con il dipeptide H-Leu-Ala-OMe, mentre per il
3b, fu prima preparata la Boc-Acsc-Leu-OH e fu accoppiata con la H-Ala-OMe.
La trasformazine dei Boc derivati nei rispettivi N-formil derivati é stata fatta sequendo

la procedura di Lajoie-Kraus,® cioé con trattamento con acido formico e EEDQ.

Studi conformazionali:

Calcoli teorici condotti sui modelli: Ac-Adt-NHMe e Ac-Acsc-NHMe hanno suggerito
che i due residui ciclici inducono nel vuoto e in cloroformio un ripiegamento y-turn. In
soluzione di CDClI; studi sperimentali NMR ¢ IR hanno confermato la tendenza dell’
Adt e dell’ Acsc ad indurre la conformazione y-turn che invece non &€ mantenuta in
solventi polari come il DMSO. Sono state eseguite titolazioni di soluzioni dei dipeptidi
la, b e 2a, b, e dei tripeptidi 3a e 3b in CDCIls con DMSO, che hanno messo in
evidenza I’ inaccessibilita al solvente del NH della Leu coinvolta nel legame idrogeno
intramolecolare. Per confermare la presenza di legame idrogeno sono stati esaminati gli
spettri IR in CHCIs nella regione dello stretching dell”’ NH. Come si sa, un NH amidico
non legato da un segnale netto intorno a 3470-3400 cm™ che viene shiftato nella
regione 3400-3300 cm™* quando & coinvolto in un legame idrogeno.® Nello spettro di 1a
si possono osservare 2 bande a 3306 e 3419 cm™ che corrispondono all” NH legato e
all’ NH libero. Il rapporto tra le 2 intensita dell” assorbimento sono indipendenti dalla
concentrazione, in un range tra 10mM e 1mM. Quindi, possiamo escludere legami
idrogeno intermolecolari, e possiamo assegnare il legame idrogeno all’ NH della Leu.
Sebbene la posizione dell’ assorbimento dell” NH non pud essere inequivocabilmente

associata al tipo di struttura ripiegata, lo stesso comportamento lo ritroviamo in peptidi
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che contengono strutture come HCO-Acsc-Leu-OMe e HCO-Thp-Leu-OMe che
adottano strutture y-turn. Tutti questi dati sono in accordo con i risultati dei calcoli
computazionali che indicano una significativa presenza di conformeri che adottano una
conformazione a y-turn, caratterizzata dal legame idrogeno intramolecolare nel caso dei
Boc derivati tra NH Leu e CO uretanico.

Ulteriori informazioni sulla conformazione adottata dagli N-Boc dipeptidi puo essere
ottenuta dall’ esame dei NOE. L’ osservazione di cross-peak tra NH~NH corrisponde ad
una stretta vicinanza degli NH dei 2 aminoacidi conferma una struttura ripiegata. Le
titolazioni con DMSO ripetute anche per i tripeptidi 3a e 3b hanno mostrato che I’ NH
uretanico si muove verso campi bassi con I’ aumento della concentrazione del DMSO
mentre I’ NH-Leu é praticamente fermo. Un comportamento intermedio € osservato per
I’ NH del residuo centrale. L’ esperimento conferma la proprieta dell’ Acsc e Adt di
indurre y-turn e in peptidi in cui & possibile la compartecipazione di B-turn. La
sensibilita intermedia al solvente dell” NH-Ala pu0 essere spiegata ammettendo la
presenza di una certa popolazione di B-turn o un doppio y-turn centrato sul residuo

Acsc, e Adt.
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4.2 Studi conformazionali su peptidi contenenti I’ acido 4-amino-1,2-

ditiolan-4-carbossilico (Adt)

Come proseguimento della ricerca su aminoacidi C*-tetrasostituiti contenenti una catena
laterale eterociclica e’ stato condotto uno studio sulle preferenze conformazinali indotte
dall’ inserzione dell’ acido 4-ammino-1,2-ditiolan-carbossilico (Adt)** un backbone
peptidico; stato cosi sintetizzato il dipeptide achirale N-protetto metilammide Boc-Adt-

Adt-NHMe (1) ed é stata studiata la sua conformazione allo stato solido ed in soluzione.
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Per acquisire informazioni sulle conformazioni preferite in soluzione del peptide Boc-
Adt-Adt-NHMe (1) sono stati studiati i chemical shift NMR dei protoni ammidici come
illustrato precedentemente, e ulteriori informazioni sono state ottenute con le analisi
dello spettro NOE, e IR.Il composto 1 che contiene tue residui achirali di Adt, mantiene
una struttura ripiegata come gia’ mostrato da parte del suo carba-analogo Boc-Acsc-

Acsc-NHMe °.
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6. Peptidi opioidi 1

Introduzione

Il sollievo dal dolore constituisce un tema centrale della ricerca sugli agenti analgesici
opioidi. 1l dolore occupa un ruolo vitale nell' economia degli organismi viventi. La
sensanzione di dolore ' un meccanismo d' allarme che ci avverte che esiste una qualche
ingiuria interna o esterna o un conflitto di qualche tipo. Frequentemente, comunque la
sensazione di dolore persiste chiaramente anche dopo aver adempito alla sua funzione
di allerta. Questo dolore inutile e' di solito il target delle droghe analgesiche.

La morfina, e’ I’ alcaloide principale dell' oppio, fu isolato nel 1803 da Sarturer, ma la
chimica organica era ancora in una forma embrionale e non riusci’ a immaginarne 1’
utilizzo terapeutico. Lo stesso nome di morfina, gli venne attribuito per le sue proprieta’
sedative, e non per quelle analgesiche. La complessita’ della struttura ritardo' I'
assegnazione della corretta struttura per quasi un secolo dal suo isolamento, ma nel
frattempo si erano comunque studiate le sue trasformazioni in droghe chimiche come il
suo derivato diacetilato, I' eroina, sintetizzata nel 1884. (figura 1) La struttura ora
riconociuta corretta per la morfina fu assegnata nel 1925, proposta da Gulland e
Robinson e indipendentemente da Schopt nel 1927. Contrariamente a oggi che le
tecniche sprettroscopiche ci aiutano ad assegnare le strutture, in quei tempi era richiesta

la sintesi totale del composto il che ritardo’ di molto 1’ assegnazione.
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Figura 1. morfina e diacetil morfina (eroina)

Enkefaline

Un interessante sviluppo negli ultimi anni e’ stato quello di capire che molti peptidi, se
non tutti, isolati precedentemente da tessuti endocrini, e concepiti classicamente come
ormoni, sono invece estensivamente diffusi nei neuroni, la loro funzione e' correlata al
trasferimento di un messaggio tra una cellula e un altra, dove la cellulla originatrice puo’
essere un neurone o una cellula endocrina e il target un' ampia varieta di cellule incluso
un altro neurone. Il metodo di trasporto al target puo' essere variabile, via corrente
sanguigna, assoni, dendriti, soma o semplicemente extracellulare per diffusione.

A dominare la scena dei peptidi opioidi sono le enkephaline, Leu-enkefalina e Met-
enkefalina piu’ una certa varieta' di precursori e endorfine. (tab. 1) L' isolamento e la
caratterizzazione delle enkefaline porto’ a una ricerca intensiva mirata a trovare
composti con migliore profilo farmacologico. Oltre un migliaio di composti sono stati
sintetizati e testati e sono tuttora soggetti a piu' accurate analisi farmacologiche. L'
obiettivo principale e’ stato quello di ovviare al problema del metabilismo, del trasporto,

assorbimento, attraverso la manipolazione chimica dell' enkefaline.
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Precursor

Endogenous peptide

Amino acid sequence

Pro-opiomelanocortin(POMC)

B-Endorphin

YGGFMTSEKSQTPLVTL-

FKNAIIKNAYKKGE

Pro-enkephalin

[Met]enkephalin

[Leu]enkephalin

Metorphamide

YGGFM
YGGFL
YGGFMRF
YGGFMRGL

YGGFMRRV-NH;

Dynorphin A YGGFLRRIRPKLKWDNQ
Dynorphin A(1-8) YGGFLRRI
Pro-dynorphin Dynorphin B YGGFLRRQFKVWVT

a-neoendorphin YGGFLRKYPK

B-neoendorphin YGGFLRKYP
Pro-nociceptin / OFQ Nociceptin FGGFTGARKSARKLANQ

Endomorphin-1 YPWF-NH,

Pro-endomorphin*
Endomorphin-2 YPFF-NH,

Tabella 1. Ligandi endogeni opioidi

Uno dei maggiori goals della moderna chimica farmaceutica e' quello di trovare
analoghi di potenza uguale o maggiore della morfina dove I' azione analgesica senza
dipendenza e assuefazione.

La maggior parte di questi peptidi opioidi endogeni (enkefaline, deltorfine, ethorphine)
derivano dal processo di trascrizione post-traslazionale del gene POMC
(propiomelanocortinic gene) dal quale derivano inoltre i peptidi melanocortinici a—B—y-
MSH. Oggi la morfina e’ usata per controllare il dolore medio e severo, ottendendo

buoni risultati con i malati in fase terminale dove gli effetti collaterali divengono
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accettabili, ma altri problemi etici non ne permettono 1’ uso per il dolore cronico in

malati non terminali.
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5.1 Analoghi lineari e ciclici della Bifalina

La “Bifalina” (Biphalin) (Figure 1) e’ un octapeptide opioide von una struttura
simmetrica dimerica ( palindromo) basata su 2 identiche porzioni derivate delle
enkefaline e unite tail to tail da una molecola di idrazina.

Questa particolare struttura esalta 1’ attivita antinocicettiva delle enkefaline, con un

meccanismo ancora poco chiaro, basato probabilmente su un binding cooperativo, o
sulla sesitenza alle peptidasi.l La Bifalina ha un eccellente affinita’ di bindind per I
recettori opioidi p e & con un EC5( di circa 1 - 5 nM verso entrambi i recettori. E’ un
potentissimo analgesico, (ciarca 250 volte la morfina, se somministrata per via

intratecale), e potente come 1’ etorfina.2 La bifalina non mostra nessun significativo

effetto collaterale tipico dei peptidi opioidi, come depressione respiratoria, assuefazione

e dipendenza.3-4

Negli ultimi 10 anni ci sono stati molti tentativi di miglioramento di questa molecala al

fine di ottenere un prodotto utilizzabile in ambito terapeutico.(€-8-,3-6)
HO

2
Yy

2

OH
o] (0] o)
é Y %%

Figura 1. Bifalina
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La Figura 2 mostra come il ponte idrazinico e’ stato usato come scaffold per il design di
altri peptidi opioidi dove il farmacoforo era formato soltanto Tyr e D-Phe’, con parziale

overlapping dei 2 farmacofori. Questa molecola, risulto’ essere molto attiva, ¢ molto

piu’ semplice da sintetizzare rispetto alla bifalina.8

H-Tyr-D-Phe-NH-NH<-D-Phe<-Tyr-H

First pharmacophore | ‘

Second pharmacophore

Figura 2. Analogo della bifalina con farmacoforo ridotto

Nel design di nuovi peptidi lineari analoghi della bifalina, 1a-3a e 1b-3b, il ponte
idrazinico é stato sostituito con 3 differenti diammine, 2 aromatiche cicliche e una
secondaria ciclcica: 1,4-phenylenediamina, 1,2-phenylenediamina and piperazina
rispettivamente. Questo approccio e stato applicato sia alla bifalina come tale, che a suo

analogo con farmacoforo semplificato. Figura 3
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TFANH-Tyr-D-Phe-X-X-D-Phe-Tyr-NH TFA —NON— 1

la-3a
H
N—
e O
TFANH-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-X-X-Phe-Gly-D-Ala-Tyr-NH-TFA N
1b-3b

Figura 3. peptidi progettati, analoghi della bifalina con linker nn idrazinico

Alla luce dei dati riportati sopra, e prendendo in considerazione il grande interesse di
ottenere peptidi opioidi con grande selettivita, potenza ed efficacia, abbiamo inoltre
progettato 2 peptidi ciclici.

Abbiamo cosi’ ottenuto 2 analoghi ciclici della bifalina, figura 4, contenente un ponte
disolfuro, creato tra 2 residui di cisteina che sosttuiscono | residui di D-Ala in posizione
2, 2’ della bifalina nativa.

| 2 peptidi ciclici, sono entrambi di 22 memmbri e si differenziano soltanto per la
stereochimica della coppia di residui di Cisteina.

Questi due differenti modelli, sono peptidi ciclici molto diversi rispetto ai peptidi ciclici
usuali, infatti al livello del ponte idrazinico presentano una inversione della direzione dei

legami amidici.

Risultati

I composti 1a-3a hanno mostrato tutti uno scarso binding coin recettori opioidi, che
riflettono una simile bassa attivita in vistro. La causa della perdita di attivita, in questo

caso ¢’ facilmente imputabile alla grande differenza strutturale dei peptidi di partenza
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rispetto al parent. E’ infatti noto che I’ orientamento e la distanza tra le due catenela
laterali aromatiche di Tyr e Phe sono infatti critiche.

Al contrario, i composti 1b-3b hanno mostrato una eccezzionalmente buona affinita di
binfing verso i recettori opioidi mu e delta e una ottima attivita in vitro. In particolare, 1’
analogo 1b ¢’ confrontabile con la bifalina, e il composto 2b si lega al recettore 3 - 5
volte meglio della bifalina, e I saggi biologici di attivita’ in vitro riflettono lo stesso
pattern.. L’ analogo 3b mostra una selettivita 1:10 sui recettori delta, verso mu. Questa
selettivita e’ molto piu’ evidente nell’ analisi delle bioattivita, dove i saggi biologici
sono 50 volte piu alti verso il recettore delta rispetto al mu. Confrontanto questi dati
biologici, con quelli della bifalina, si vede come il ridotto grado di liberta tra i 2
farmacofori e la loro posizione reciproca ha influenza sul binding e sull’ attivita’ e puo’
anche modificare la selettivita’ verso i diversi recettori opioidi.

La presenza del farmacoforo classico Tyr-D-Ala-Gly-Phe fa’ si che I nuovi analoghi
mantengano 1’ alta attivita’ della bifalina e in certi casi sia addirittura aumentata. Inoltre,
la grande attivita’ del composto 3b porta a conclundere che I” NH dell’ idrazina non

partecipa al binding con il recettore, € non sia quindi il responsabile dell’ attivita.

Figura 4. | residui di D-Ala vengono sostituiti con 2 residui di D- Cys (Acm)
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TFA Tyr-L-Cys-Gly-Phe-NH-NH<-Phe<-Gly<-L-Cys<-TyrTFA 4
| |

S S

TFA Tyr-D-Cys-Gly-Phe-NH-NH<-Phe<-Gly<-D-Cys<-TyrTFA 5
|
S S

Figura 5. Analoghi ciclici della Bifalina

Dei 2 analoghi ciclici ottenuti, solo 1’ analogo 5 contenente D-Cys si e’ rivelato piu’
potente della Bifalina. In particolare, pur monstrandodati di binding e di attivita’ in vitro
molto simili a quelli della Bifalina, il test del GTP binding, ha rivelato una altissima
capacita’ da paarte di questo analogo, ua volta legatosi al recettore, I’ attivazione della

proteina G accoppiata ai recettore delta e mu opioidi.

N
H H
HN R (©]
2( Ny T 4
NH o H NH o H

e, O 2 £

Figura 6. Struttura degli analoghi ciclici della Bifalina 4 e 5
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