UNIVERSITA DEGLI STUDI DI PADOVA
DIPARTIMENTO DI BIOLOGIA

Corso di Laurea in Biotecnologie

ELABORATO DI LAUREA

Sintesi e caratterizzazione di analoghi della Tricogina con
attivita antitumorale

Tutor: Prof.ssa Marta de Zotti
Dipartimento di Scienze Chimiche

Laureanda: Chiara Sgorlon

ANNO ACCADEMICO 2021/22



Indice

Indice
Abstract

1. Introduzione
1.1 Scopo della Tesi
1.2 Stato dell’arte

2. Approccio Sperimentale: metodi e materiali
2.1 SPPS: Sintesi in fase solida manuale
2.2 Sintesi in soluzione
2.3 Purificazione
2.4 Caratterizzazione
2.4.1 Analisi RP-HPLC
2.4.2 Spettrometria di massa
2.4.3 Dicroismo circolare

3. Risultati e conclusione

3.1 Sintesi e caratterizzazione di Api8(Boc)-CH2-CH2-NH2

3.1.1 Sintesi dell’analogo (i)
3.1.2 Caratterizzazione dell’analogo (i)
RP-HPLC
MS da 6120 ESI-Quadrupole MS
3.2 Sintesi e caratterizzazione dell'analogo (i)-FITC
3.2.1 Sintesi dell’analogo (1)-FITC
3.2.2 Caratterizzazione dell’analogo (i)-FITC
RP-HPLC
MS da Waters Xevo
CD
3.3 Sintesi e caratterizzazione di analogo (i)-AcLip
3.3.1 Sintesi dell’analogo (i)-AcLip
3.3.2 Caratterizzazione dell’analogo (i)-AcLip
RP-HPLC
MS da Waters Xevo
CD
3.4 Sintesi e caratterizzazione di Leu4-CH2-CH2-NH2
3.4.1 Sintesi dell’analogo (i1)
3.4.2 Caratterizzazione dell’analogo (i1)
RP-HPLC
MS da 6120 ESI-Quadrupole MS

N — e

O 0 N N 9 N W

T e T e e e e e T e T e T e T e S e S e e e S o S VU G G G VN S T
N 9 BB DR DR WWNDNDDN == - O O @



3.5 Sintesi e caratterizzazione di analogo (i1)-FITC
3.5.1 Sintesi dell’analogo (i1)-FITC
3.5.2 Caratterizzazione dell’analogo (i1)-FITC
RP-HPLC
MS da Waters Xevo
CD
3.6 Sintesi e caratterizzazione di analogo (i1)-AcLip
3.6.1 Sintesi dell’analogo (ii)-AcLip
3.6.2 Caratterizzazione dell’analogo (ii)-AcLip
RP-HPLC
MS da Waters Xevo
CD
3.7 Conclusioni

17
18
18
18
19
19
20
20
20
20
21
21
22



Abstract

Lo scopo di questo studio ¢ sintetizzare e caratterizzare due analoghi del
lipopeptaibolico naturale Tricogina GA IV ad azione antimicrobica e
antitumorale.

Nel primo analogo, I’amminoacido Aib in posizione otto della Tricogina ¢
sostituito con 1’amminoacido non canonico e carico positivamente Api (acido
4-ammino piperidin-4-carbossilico). Nel secondo analogo, I’amminoacido Aib in
posizione quattro ¢ sostituito con il canonico e neutro Leu.

Poiché Aib e Api condividono la stessa preferenza conformazionale, 1'analogo
Api-Tricogina mantiene la struttura tridimensionale elicoidale della Tricogina
originaria, conservando anche la capacita di interagire con la membrana cellulare.
L'introduzione del residuo a carica positiva Aib sembra conferire all'analogo una
migliore capacita di legare la membrana delle cellule tumorali, che si presenta
carica negativamente nella porzione extra citoplasmatica. Leu posto in posizione
quattro, invece, destabilizza [’elica, alterando la capacita antimicrobica e
citotossica del peptide, ma conservando la sua capacita di interagire con le
membrane. L'analogo Leu-Tricogina viene studiato per il suo possibile impiego
come trasportatore di farmaci.

In questo lavoro di Tesi si descrive la sintesi in fase solida manuale e la
purificazione dei peptidi Api-Tricogina e Leu-Tricogina e di loro due ulteriori
analoghi legati (a) ad una sonda fluorescente e (b) all’acido lipoico, che ne
consente il legame a nanoparticelle d’oro impiegate per un eventuale delivery
intracellulare di farmaci, guidato dal peptide membrano-attivo. I sei peptidi
sintetizzati sono stati caratterizzati dal punto di vista chimico-fisico mediante
HPLC e spettrometria di massa. Futuri sviluppi includono lo svolgimento di test
biologici, per verificarne l'attivita ed il meccanismo di azione in vitro.



1. Introduzione

1.1 Scopo della Tesi

Questo elaborato di Laurea si inserisce nell’ambito della ricerca e dello studio di
peptidi funzionali, prodotti in natura da esseri viventi come procarioti, eucarioti
animali e vegetali e infine funghi'.

Questi vengono sintetizzati chimicamente nella loro sequenza nativa o come
analoghi.

Si tratta di peptidi prodotti dagli organismi citati con significato difensivo nei
confronti dei microbi patogeni. Le loro applicazioni commerciali afferiscono sia
all’agrotecnica®® che alla clinica umana’®,

Nell’elaborato verra descritta la sintesi manuale in fase solida (SPPS), la
funzionalizzazione in soluzione, nonché la purificazione e la caratterizzazione di
due analoghi del lipopeptabolico Tricogina GA IV, prodotto dal fungo
Trichoderma longibrachiatum come antimicrobico endogeno®®. L’interesse verso
questo peptide ¢ giustificato dall’ipotesi che analoghi dello stesso possano essere
efficienti antimicrobici umani, impiegati in contrasto all'antibiotico resistenza, ma
anche efficienti antitumorali'’.

Pertanto lo scopo ultimo di questo lavoro ¢ di sintetizzare e rendere disponibili per
ulteriori studi  due analoghi della Tricogina (Tabella S1) funzionalizzati
all'estremita C-terminale con un fluoroforo,in modo da poterne studiare il
meccanismo d’azione mediante tecniche spettroscopiche.



Tabella 1. Sequenze del peptide nativo e degli analoghi oggetto di questa Tesi

Peptide Sequenza®

Tricogina GAIV | nOct-Aib-Gly-Leu-Aib-Gly-Gly-Leu-Aib-Gly-Ile-Lol
Analogo (i) o nOct-Aib-Gly-Leu-Aib-Gly-Gly-Leu-Api(Boc)-Gly-Ile-
Api8-CH,-CH,-N |Leu-NH-CH,-CH,-NH,

H,

Analogo (i)- FITC | nOct-Aib-Gly-Leu-Aib-Gly-Gly-Leu-Api-Gly-Ile-Leu-
NH-CH,-CH,-NH-FITC

Analogo (i)- nOct-Aib-Gly-Leu-Aib-Gly-Gly-Leu-Api-Gly-Ile-Leu-
AcLip NH-CH,-CH,-NH-AcLip

Analogo (ii) o nOct-Aib-Gly-Leu-Leu-Gly-Gly-Leu-Aib-Gly-Ile-Leu-
Leu4-CH,-CH,-N | NH-CH,-CH,-NH,

H,

Analogo (ii)- nOct-Aib-Gly-Leu-Leu-Gly-Gly-Leu-Aib-Gly-Ile-Leu-
FITC NH-CH,-CH,-NH-FITC

Analogo (ii)- nOct-Aib-Gly-Leu-Leu-Gly-Gly-Leu-Aib-Gly-Ile-Leu-
AcLip NH-CH,-CH,-NH-AcLip

2 nOct, 1-ottanoile; Lol, leucinolo

1.2 Stato dell’arte

La Tricogina GA 1V appartiene alla famiglia dei lipopeptabolici: peptidi di piccole
dimensioni, biologicamente attivi, caratterizzati dalla presenza di residui
dell'amminoacido non canonico Aib (acido a-aminoisobutirrico) nella catena, un
residuo acilico a catena lunga all’ N-terminale e un 1,2-amminoalcol in posizione
C-terminale®®,

La Tricogina GA IV presenta una struttura tridimensionale elicoidale, indotta e
stabilizzata dai 3 residui di Aib. Questo aminoacido non canonico ¢ stericamente
ingombrato ¢ infatti un forte induttore di strutture elicoidali, e guida la
conformazione dei peptidi che lo compongono. La Tricogina GA IV assume
infatti una struttura elicoidale destrogira mista o/3,,, con la regione N-terminale in
elica 3, € quella C terminale disposta ad a elica’.

La rigidita strutturale dell’elica e la sua anfifilicita sono presupposti importanti
per la funzione membranolitica del peptide’® La membranolisi indotta dalla
Tricogina avviene secondo un meccanismo non ancora del tutto chiarito. E stato
ipotizzato che, come per i peptaibolici lunghi, il meccanismo d'azione consista in
un’iniziale interazione tra oligomeri peptidici e membrana cellulare, seguita dalla



formazione di pori ionici nel doppio strato fosfolipidico la cui azione altera
integrita di membrana’.

In questo elaborato di Tesi si descrive la sintesi di due analoghi della Tricogina
GA 1V, ognuno dei quali presenta una sostituzione a uno dei tre residui di Aib
(Tabella 1).

L’analogo (i) vede la sostituzione del residuo di Aib in posizione 8 con un residuo
dell’aminoacido ciclico e carico positivamente Api (acido 4-ammino
piperidin-4-carbossilico).

L’analogo (ii) presenta 1’ Aib in posizione 4 sostituito con un residuo neutro e poco
elicogenico di Leu (Leucina).

Api e Aib condividono le stesse preferenze conformazionali, per cui ci si puo
aspettare che I’introduzione dell’aminoacido Api in posizione 8 non perturbi la
stabilita della struttura 3D. Infatti, questo aminoacido ¢ un buon induttore di elica
al pari dell’originario Aib. La carica positiva introdotta con Api ha lo scopo di
perturbare la faccia idrofobica della struttura antifilica della Tricogina, non
modificandone 1’azione mebranolitica, ma agendo sulla sua selettivita verso le
membrane cariche negativamente come quelle tumorali.

Dalla sostituzione con Leu, residuo meno induttore d’elica rispetto ai due
precedenti, ci si aspetta un’alterazione della struttura elicoidale, quindi
un’alterazione funzionale negativa del peptide stesso.

La conferma di cio ¢ riservata ad analisi di caratterizzazione, come il dicroismo
circolare, riportato di seguito, e future analisi NMR e saggi funzionali in vitro.
Questi analoghi, oltre alla capacitda modulabile di lisare il doppio strato
fosfolipidico, presentano la capacita di interagire con le membrane cellulari e in
parte attraversarle. La penetrazione nel doppio strato ¢ mediata principalmente dal
residuo alcilico N-terminale, quindi dall’z-ottanoile, mostrandosi indipendente
dalle sostituzioni proposte nei due analoghi®.

Futuri test biologici valuteranno ’efficacia dei peptidi sintetizzati durante questo
lavoro come molecole antibatteriche, antitumorali e/o infine trasportatori
intracellulari di farmaci.

Allo scopo di rendere possibile 1’esecuzione dei suddetti test, i peptidi (i) e (ii)
sono stati funzionalizzati nella loro porzione C-terminale con una molecola
fluorescente FITC (Fluoresceina Isotiocianato) oppure con una molecola di AcLip
(Acido Lipoico). FITC consente 1’esecuzione di analisi di citofluorimetria, mentre
AcLip consente il legame tra il peptide e nanoparticelle d’oro, impiegate come
mezzo di internalizzazione di farmaci’.



2. Approccio Sperimentale: metodi e materiali

2.1 SPPS: Sintesi in fase solida manuale

La sintesi in fase solida di un peptide si articola in una serie di passaggi, alcuni dei
quali ripetuti serialmente.

Il primo passaggio consiste nella preparazione del reattore di sintesi. In questo
elaborato sono stati impiegati come reattori delle siringhe in plastica munite di
setto poroso, riempite con circa 0,5 g di resina.

Affinché la resina sia funzionale allo svolgimento della sintesi si deve procedere
al suo swelling o rigonfiamento, mediante almeno due lavaggi con DMF
(Dimetilformammide), della durata di almeno 30 minuti, in continua agitazione.
La resina, impiegata come supporto inerte per la SPPS in questa Tesi, ¢ costituita
da polimeri di polistirene reticolato con 1’1-2% di divinilbenzene e finzionalizzati
con il linker acido labile 1,2-diamminoetano-tritile.

La scelta della tipologia di linker ¢ di centrale importanza; infatti, ognuno dei
possibili linker consente una diversa funzionalizzazione C-terminale del peptide.
I1 linker 1,2-diamminoetano-tritile permette di porre al C-terminale un residuo
amminico primario, necessario alla successiva funzionalizzazione mediante FITC
e AcLip in soluzione. Inoltre, 1’acido-labilita del linker rende facile la rimozione
del peptide dalla resina (procedura chiamata shlocco) in ambiente debolmente
acido.

Inoltre, ogni resina ¢ caratterizzata da un loading, che corrisponde al numero di
siti esposti dalla resina rigonfiata correttamente, accessibili agli aminoacidi per
legarsi e dare inizio alla sintesi.

Dopo lo swelling, si procede quindi al coupling, ovvero alla formazione di un
legame peptidico tra due aminoacidi successivi. Viene legato un aminoacido alla
volta seguendo la direzione carbossi-ammino terminale, per limitare la formazione
di epimeri.

L’aminoacido entrante, ovvero quello che dovra legare il suo gruppo carbossilico
alla funzione amminica dell’aminoacido gia legato alla catena, deve vedere il suo
gruppo amminico protetto allo scopo di non dare vita a reazioni secondarie.
Vengono quindi usati degli alfa aminoacidi protetti all’N-terminale dal gruppo
Fmoc (9-Fluorenilmetilossicarbonil), rimovibile in ambiente basico.

E di massima importanza che la rimozione del gruppo protettore avvenga in
condizioni ortogonali a quelle di sblocco del peptide dalla resina, in modo da
poter consentire una separazione temporale e spaziale delle due pratiche.

Inoltre, I’aminoacido Api, che presenta una funzione amminica nella sua catena
laterale, necessita di un’ulteriore protezione per prevenire la competizione di
legame. Il gruppo protettore uretanico impiegato ¢ il Boc (fertbutossicarbonil),



rimovibile in condizioni fortemente acide, in particolare impiegando HCI in
Metanolo (MeOH) anidro.

L’attivazione della funzione alfa carbossilica dell’aminoacido entrante consente
una buona capacita di formazione del legame peptidico a condizioni compatibili
con le esigenze sperimentali. Pertanto deve essere inserito un buon gruppo uscente
nella funzione carbossilica dell’amminoacido entrante, cosi che [’attacco
nucleofilo da parte della funzione amminica sul carbonio carbonilico risulti piu
efficace. Senza attivatori, alle condizioni sperimentali, gli acidi carbossilici posti
in soluzione con le ammine formano sali in modo preferenziale.

In questo elaborato di Tesi sono stati impiegati come attivatori di coupling I’
Oxyma-Pure e la diisopropilcarbodiimide (DIC).

La DIC interagisce per prima con il gruppo carbossilico dell'amminoacido
entrante, formando un intermedio fortemente reattivo. Questo si combinera
all’Oxyma Pure che funziona invece da gruppo uscente nella successiva reazione
di formazione del legame peptidico, una volta che I’intermedio attivato e
I’amminoacido con la funzione amminica libera si trovano in reciproca
prossimita.

Dal punto di vista pratico, la soluzione di coupling viene preparata in soluzione
con DMF degassata. All’interno del solvente viene posto il singolo Fmoc-
amminoacido in largo eccesso, cio¢ circa 3 equivalenti rispetto al numero di
loading, e una quantitd equimolare (cio¢ sempre 3 equivalenti) di attivatori di
coupling quali DIC e Oxyma-Pure. Il tutto si pone in agitazione all’interno del
reattore di sintesi contenente la resina con la catena peptidica in crescita, per 55
minuti.

Al termine del coupling si procede ai lavaggi in DMF, eseguiti almeno 6 volte per
assicurare la rimozione dal reattore di sintesi dell’aminoacido e degli attivatori in
eccesso.

Successivamente, ¢ necessario rimuovere lo Fmoc, per consentire il legame
dell’amminoacido successivo sulla funzione amminica del residuo appena
aggiunto. La rimozione dello Fmoc avviene in ambiente basico mediante due
reazioni successive di 5 e 10 minuti, eseguite con una miscela di Piperidina al
20% in DMF. La Piperidina, ammina secondaria, reagisce efficientemente con il
sottoprodotto di deprotezione dibenzofulvene, formando un composto facilmente
rimovibile dai successivi lavaggi in DMF.

Si eseguono quindi i consueti 6 lavaggi in DMF prima di procedere al coupling
dell’amminoacido successivo secondo la tecnica appena descritta.

Al termine della sequenza peptidica ¢ necessario rimuovere il prodotto dalla
resina, quindi eseguire uno sblocco. Come specificato inizialmente, lo sblocco
pud avvenire in un ambiente debolmente acido, in questo caso organizzando 3



reazioni successive di diversa durata (1h, 1h e 12h) con una miscela di HFIP
(1,1,1,3,3,3-esafluoro-2-propanolo) al 30% in DCM (diclorometano).

Al termine di ogni reazione, la soluzione viene raccolta e portata a secchezza, per
poter essere poi purificata e caratterizzata.

2.2 Sintesi in soluzione

La tecnica ¢ stata eseguita, in questo elaborato di Tesi, per legare all’estremita
C-terminale dei peptidi FITC e Acido Lipoico.

FITC, isotiocianato di fluoresceina, ¢ una molecola organica comunemente
impiegata in biologia come fluoroforo.

La sua capacita di legare i gruppi amminici e sulfidrilici della proteine,
conferitagli dal gruppo isotiocianato, risulta importante a fini sperimentali. Rende
possibili analisi di fluorimetria che coinvolgano proteine e peptidi. A questo scopo
sia il peptide (i) che (ii) sono stati coniugati a tale fluoroforo.

L’ Acido Lipoico ¢ una molecola acilica capace di legare le funzioni amminiche
delle proteine, esponendo un gruppo disolfuro. Da questo legame, i peptidi
assumono la capacita di legarsi, tramite il legame oro-zolfo, a nanoparticelle d’oro
(AuNPs) usate come mezzo di delivery intracellulare di sostanze esogene.

Il processo di sintesi in soluzione viene svolta in DMF, in presenza di due
attivatori  di  coupling. HOBt (idrossibenzotriazolo) oppure HOAt
(idrossiazabenzotriazolo) ¢ EDC [1-etil-3-(3 dimetilaminopropil)carbodiimide] .
Affinché la reazione avvenga correttamente ¢ necessario mantenere un pH di circa
8 in modo da non protonare I'ammina primaria, quindi il pH della miscela deve
essere continuamente monitorato e aggiustato mediante 1’aggiunta di TEA
(trietilammina).

Gli attivatori di coupling svolgono la stessa funzione descritta al punto 2.1, in
particolare EDC funzione come DIC, mentre HOBt/HOAt funzionano come
Oxyma Pure.

La reazione ha una durata variabile e viene monitorata all’HPLC.

E importante che la reazione avvenga in un ambiente il pill possibile anidro,
quindi come recipiente per la reazione si impiega un pallone chiuso mediante un
apposito tubo contenente CaCl,, deputato all’assorbimento di eventuale umidita .
Al termine della reazione ¢ opportuno rimuovere i reagenti impiegati, in
particolare la DMF. A questo scopo si eseguono lavaggi ed evaporazioni ripetute
del prodotto, impiegando come solvente il toluene e servendosi del rotavapor.
Infine il campione viene liofilizzato.

A questo punto il campione viene preliminarmente purificato in DCM mediante
una separazione liquido liquido, per rimuovere i residui idrosolubili. A tal fine, il
campione sciolto in DCM viene lavato, nell’ordine, con: acqua acida; acqua
deionizzata; acqua basica; acqua deionizzata.



2.3 Purificazione

La purificazione dei peptidi € necessaria per assicurarsi un prodotto utile ed
impiegabile nelle fasi successive di analisi chimiche e biologiche.

In questo elaborato di Tesi ¢ stato impiegato il sistema Biotage Isolera Prime.

La purificazione ¢ basata sulla tecnica della fase inversa. Infatti il campione viene
fatto scorrere, attraverso il macchinario, all’interno di una colonna di silice
funzionalizzata con catene alchiliche. Nel nostro caso sono state impiegate
colonne funzionalizzate da catene C18. Lo scorrimento del campione attraverso la
colonna ne provoca la separazione dei componenti, in base alla loro diversa
affinita per la fase stazionaria o mobile. Il campione viene eluito con una velocita
caratteristica, prevedibile in base alla sua affinita relativa per la fase stazionaria
apolare e la miscela di eluenti, progressivamente piu polare. Nel programmare le
condizioni di purificazione non si fa altro che modificare le percentuali relative di
solvente A polare (H,O /ACN in rapporto molare 9/1 + 0.05% HCI) e di solvente
B apolare (H,O/ACN in rapporto molare 1/9 + 0.05% HCI) che vengono fatte
scorrere in un dato tempo all’interno della colonna. Il solvente B apolare diventa
progressivamente piu presente nella miscela di eluizione. Verranno quindi
dapprima eluite le molecole piu affini al solvente polare o che non vengono
ritenute nella resina, in seguito le molecole via via piu apolari, che hanno bisogno
di maggiore idrofobicita per lasciare la colonna. L’eluato viene raccolto in diverse
provette, con lo scopo di separare molecole diverse in recipienti diversi. Per
raggiungere ’obiettivo, lo strumento ¢ associato ad uno spettrometro che misura
l'assorbanza, indicando al collettore come raccogliere e dividere le varie frazioni
dell’eluato. E possibile separare manualmente le frazioni di eluato, qualora si
supponga che il sistema automatico non sia sufficientemente preciso.

Dopo la purificazione, le diverse frazioni contenenti il peptide di interesse
vengono analizzate tramite HPLC. Se la loro purezza ¢ confrontabile, vengono
unite e caratterizzate successivamente.

2.4 Caratterizzazione

2.4.1 Analist RP-HPLC

RP-HPLC sta per reverse phase - high performance liquid chromatography.

Per I’esecuzione di questa tecnica il laboratorio mette a disposizione il
cromatografo analitico GE Pharmacia Ekta 900.

Lo strumento esegue una separazione cromatografica del campione secondo la
tecnica descritta al punto 2.3. La fase stazionaria ¢ sempre funzionalizzata grazie
all’aggiunta di gruppi alchilici a catena lunga (C18 e C4) su un supporto inerte,
mentre la fase mobile ¢ costituita da una miscela a gradiente variabile degli
eluenti A e B.



Le diverse componenti del campione verranno rilasciate dalla colonna
cromatografica in tempi diversi, secondo la loro polarita, quindi a seconda della
loro affinita relativa per la fase mobile e per la fase stazionaria. Prima di essere
scartato, 1’eluato attraversa un rilevatore UV capace di misurare 1’assorbanza a
diverse lunghezze d’onda. In questo elaborato di Tesi sono state importanti le
misurazioni a 215 nm, lunghezza d’onda di assorbimento del legame peptidico, e
280 nm, la lunghezza d’onda caratterizzante cromofori aromatici.

L’analisi restituisce quindi uno o piu spettri di assorbimento, chiamati
cromatogrammi, rappresentati da un grafico caratterizzato da picchi. Tale grafico
correla il valore di assorbanza (in mAU, AU: arbitrary unif) al tempo di
ritenzione del campione in colonna, quindi alla sua affinita per le fasi stazionaria e
mobile, alle dimensioni della molecola e alla presenza di eventuali ramificazioni
in essa.

Il tempo di ritenzione e la lunghezza d’onda a cui i campioni assorbono
contribuiscono alla loro caratterizzazione, tuttavia il principale impiego di questa
tecnica ¢ la verifica del grado di purezza del campione, valutabile in base al
numero di picchi cromatografici e alla loro dimensione (area).

2.4.2 Spettrometria di massa

In questo lavoro di Tesi sono stati impiegati diversi spettrometri di massa. Uno
strumento a singolo quadrupolo, meno preciso ma efficiente, accoppiato ad una
HPLC (LC-MS) per le analisi di routine ed altri ad alta risoluzione per la corretta
identificazione e caratterizzazione dei peptidi desiderati. Lo strumento a bassa
risoluzione, Agilent 1200 Series HPLC; MS: 6120 ESI-Quadrupole MS, situato
nel dipartimento di Scienze Chimiche, ¢ stato impiegato per eseguire analisi di
purezza ¢ caratterizzazione preliminare dei campioni in fase di sintesi,
purificazione e perfezionamento.

La conferma dell’identita dei peptidi oggetto di analisi ¢ stata ottenuta con
spettrometri di massa (ESI-HRMS) capaci di eseguire analisi ad alta risoluzione e
di restituire masse con una precisione fino alla quarta cifra decimale. Questi
strumenti, Waters Xevo o Micromass, sono entrambi in dotazione al dipartimento
di Scienze Farmaceutiche, dove sono state eseguite le analisi.

Gli strumenti ad alta risoluzione non sono accoppiati ad un” HPLC. L'analisi
prevede un’iniezione diretta del campione, che dal loop di iniezione entra
direttamente nella camera di ionizzazione, che per tutti gli strumenti descritti
avviene mediante la tecnica di ionizzazione ESI. In questo lavoro di Tesi, si €
sempre impiegata la ionizzazione in positivo, ottenendo quindi analiti carichi
positivamente. Lo strumento restituisce uno spettro di massa, nel quale compaiono
1 segnali corrispondenti al rapporto massa/carica (m/z) dei composti presenti nel
campione. L'altezza dei picchi dipende sia dalla concentrazione che dalla
propensione alla ionizzazione delle molecole analizzate.



La ionizzazione ESI ¢ di tipo soft, per consentire la rilevazione dei picchi
molecolari, limitando la frammentazione del campione.

2.4.3 Dicroismo circolare

I1 dicroismo circolare, o CD, ¢ una spettroscopia che si basa sulla rilevazione delle
bande di assorbimento di cromofori in un contesto chirale. Lo strumento utilizzato
in questo elaborato di Tesi ¢ il dicrografo Jasco J-1500.

Lo scopo della misurazione ¢ caratterizzare la struttura secondaria assunta dai
peptidi in diversi solventi: H,O (acqua), una soluzione di SDS (Sodio
dodecilsolfato) 100mM in H,O e TFE (2,2,2-trifluoroetanolo). L’analisi in acqua
potrebbe non essere possibile per alcuni dei peptidi analizzati, infatti la loro
idrofobicita potrebbe renderli insolubili. La misura in soluzione acquosa di SDS, a
una concentrazione tale da assicurare la formazione di micelle, permette di
valutare la conformazione 3D assunta dai peptidi in ambiente membrano
mimetico, invece in TFE avremo la rappresentazione della miglior struttura
secondaria che I’elica pud assumere, si tratta infatti di un solvente strutturante. La
concentrazione di peptide nella soluzione analizzata ¢ stata di 0.1 mM.

La misurazione ¢ riservata a molecole chirali. Il CD, infatti, misura la differenza
di assorbimento da parte della molecola chirale delle due componenti di luce
circolarmente polarizzata destra e sinistra.

L’elaborazione numerica riportata nei grafici esprime il risultato in ellitticita
molare (deg-cm? -dmol ™) perché risulti indipendente dalla concentrazione molare
del campione e dal cammino ottico.

Dallo spettro ottenuto misurando il CD nel lontano UV (da 190 a 280 nm), dove
assorbe il cromoforo peptidico attivato dalla vicinanza di strutture chirali, si pud
ricavare se la conformazione 3D adottata preferenzialmente da un peptide sia ad
elica 3,,, a-elica, B-sheet o random coil. Questo ¢ possibile grazie al confronto dei
risultati ottenuti con profili spettrali CD noti.

I peptidi oggetto di questa Tesi assumono in modo preferenziale una
conformazione elicoidale destrogira mista di tipo 3,¢€ a.

I profili CD di questi due tipi di eliche appaiono simili, pur essendo distinguibili
per l’intensita relativa dei due massimi negativi e per la lunghezza d’onda alla
quale cade il primo dei due, che tra le due eliche varia di 1-2 nm.



alfa-elica

n'- n’(192nm)
"\ asse elica

mdeg

A xd
n—=> n'(222nm)

n'= n’(209nm) || asse elica

180 180 200 210 220 230 240 250

Wavelength (nm)

Figura 1. CD di una a-elica

3. Risultati e conclusione

3.1 Sintesi e caratterizzazione di Api8(Boc)-CH,-CH,-NH,

Oct’ — Aib' — Gly* — Leu® — Aib* — Gly® — Gly® - Leu’ — Api*(Boc) — Gly® — Ile"’
—Leu" — NH - CH,- CH,— NH,

Boc

/
’ Y ° ° © O ">\

<

Chemical Formula: CgiHjoNj4O1s
Exact Mass: 1262.83
Figura 2. Struttura chimica e peso molecolare esatto di Api8(Boc)-CH,-CH,-NH,
[analogo (i)-Boc] ottenuti con ChemDraw.

3.1.1 Sintesi dell’analogo (i)
La sintesi ¢ svolta secondo le modalita descritte al punto 2.1.
Il peso molecolare calcolato dal programma ChemDraw per il precursore
Boc-protetto, quindi il valore da ricercare allo spettrometro di massa per
confermare l'identita del peptide, ¢ di 1262.64 g/mol (ione molecolare [M+H]" =
1263.64 m/z).
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La resa teorica di questa sintesi ¢ di 511.77 mg di peptide.

E importante segnalare che per ottenere una resa quantitativa per le reazioni di
condensazione che coinvolgono amminoacidi poco reattivi (come Aib e Api) sono
stati eseguiti dei coupling multipli. Nel caso di Leu in posizione 7 (su ApiS8), Aib
in posizione 4, Leu in posizione 3, Aib in posizione 1 sono stati eseguiti 2
coupling consecutivi, mentre per Oct in posizione 0 sono stati eseguiti 3 coupling
consecutivi.

3.1.2 Caratterizzazione dell’analogo (i)
RP-HPLC

mAU 16.94
i

300 ‘ |
200 | \

1
A
100 | \

“ \ 1243 1378 [ |
- N R N N I i
R s | S N W

\|
-100 \,‘

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 min

l‘f\_,,J‘ \‘W*‘"&'—f )

A— - —

Figura 3. Cromatografia RP-HPLC di analogo (i)

Il cromatogramma in Figura 3 ¢ stato ottenuto attraverso una misurazione
al’HPLC impiegando una colonna Phenomenex C4 e il gradiente da 40% a
100%B in 15 minuti, flusso 1 ml/min. Il cromatogramma riportato ¢ stato ottenuto
alla lunghezza d’onda di 216 nm.

La valutazione della purezza del campione risulta del 93%.

Trasferendo e pesando opportunamente il peptide rimosso dalla resina durante 1
processi di sblocco, ¢ stato ottenuto un peso di 403.6 mg, quindi una resa del
78.86%.
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MS da 6120 ESI-Quadrupole MS

100

H.HL sl e bl s1u Sl llluinulﬁﬁ |

Figura 4. Spettro di massa dell” analogo (i). Si trovano: [M+H]",.. = 1263.8 m/z;
[M- Boc+HJ",,.. = 1163.8 m/z.

e

3.2 Sintesi e caratterizzazione dell'analogo (1)-FITC

Oct’ — Aib' — Gly* — Leu® — Aib* — Gly® — Gly® - Leu’ — Api® — Gly® — Ile"’ —
Leu" — NH - CH,— CH,- NH-FITC

i
Chemical Formula: C;;H,3N,;0,,8 HO O
Exact Mass: 1551.82

Figura 5. Struttura chimica e peso molecolare esatto dell'analogo (i)- FITC
deprotetto ottenuti con ChemDraw

3.2.1 Sintesi dell’analogo (1)-FITC

La sintesi del peptide amminico ¢ avvenuta come descritto al punto 2.1, mentre
I’attacco del FITC ¢ avvenuto in soluzione, come descritto al punto 2.2,
impiegando 92.5 mg di peptide e 0,8 equivalenti di FITC, aggiungendo TEA
quanto sufficiente a mantenere il pH a 8. La reazione ¢ avvenuta in DMF anidra.
Il peso molecolare del peptide ¢ di 1551,89 g/mol.

La rimozione del Boc ¢ avvenuta secondo il metodo descritto in 2.1.

12



3.2.2 Caratterizzazione dell’analogo (1)-FITC
RP-HPLC

mAU |

246

1000 4
800
600 .

400 1

it

,__ﬁgu__ﬁ_ﬁ___fmhi

200

— A

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 min

Figura 6. Cromatografia RP-HPLC di analogo (1)-FITC

Il cromatogramma ¢ stato ottenuto attraverso una misura al’HPLC impiegando
una colonna Phenomenex C4, e il gradiente 40 -100%B in 13 minuti, flusso 1
ml/min. Il cromatogramma riportato ¢ stato ottenuto alla lunghezza d’onda di 216

nm.
La purezza riscontrata ¢ del 93%.

MS da Waters Xevo

5437677

M se2.4241 761 4419
Ol M . |
e M T R

ey

i i e
F i i )

Figura 7. Spettro di massa dell'analogo (1)-FITC. Si trovano: [M+H]",.. = 1552.71
m/z; [M+2H]",,. = 776.8550 m/z; [M- FITC +2H]",,.=582.4241 m/z
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Figura 8. Analisi CD dell'analogo (i)- FITC in SDS 100mM (blu) e TFE (rosso)

Il risultato di questa analisi al CD indica come, in ambiente membrano mimetico
(SDS), la struttura secondaria sia ad alfa elica, con i due massimi negativi in
rapporto di intensita 1:1

E opportuno pensare che la presenza del FITC, stericamente ingombrato, tenda ad
alterare la struttura secondaria del peptide, promuovendo una struttura (I'a-elica)
che eviti l'eclissi delle catene laterali dei residui della sequenza (come invece
accade nell'elica 3,,). Dal profilo dicroico ottenuto in presenza di micelle di SDS
non si puo escludere la presenza di aggregazione, sempre favorita dalla presenza
del gruppo ingombrato FITC. Questo non avviene in TFE, perché questo solvente
¢ strutturante per 1’elica e solvata meglio il peptide. In TFE, infatti, il peptide
mantiene la caratteristica struttura elicoidale mista o/3,,, come evidenziato dal
rapporto tra le intensita dei massimi negativi e dallo spostamento a lunghezze
d'onda minore della posizione della banda a 205 nm (rispetto a 208 nm, posizione
canonica per l'a-elica).

3.3 Sintesi e caratterizzazione di analogo (i)-AcLip

Oct’ — Aib' — Gly* — Leu® — Aib* — Gly’ — Gly® - Leu’” — Api® — Gly® — Ile"’ —
Leu'" — NH — CH,- CH,— NH- AcLip

14
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Figura 9. Struttura chimica e peso molecolare esatto di analogo (i)-AcLip

Chemical Formula: CgqH114N14043S;
Exact Mass: 1350.81

deprotetto ottenuti con ChemDraw

3.3.1 Sintesi dell’analogo (i)-AcLip

La sintesi del peptide amminico ¢ avvenuta come descritto al punto 2.1, mentre
’attacco dell’acido lipoico € avvenuto in soluzione, come descritto al punto 2.2,
impiegando 200 mg di peptide 1,1 equivalenti di Acido Lipoico, HOBt, EDC
addizionati ad un equivalente di NMM (N-metilmorfolina). Il tutto ¢ posto a
reagire in DCM anidro.

Il peso molecolare del peptide ¢ di 1350.82 g/mol.

La rimozione del Boc ¢ avvenuta secondo il metodo descritto in 2.1.

3.3.2 Caratterizzazione dell’analogo (i)-AcLip
RP-HPLC

0.0 50 10.0 15.0 20.0 min

Figura 10. Cromatografia RP-HPLC di analogo (i)-AcLip

Il cromatogramma ¢ stato ottenuto attraverso una misura al’HPLC impiegando
una colonna Phenomenex C4, e il seguente gradiente: 40-100% B in 13 minuti,
flusso 1 ml/min.

Il cromatogramma riportato ¢ stato ottenuto alla lunghezza d’onda di 216 nm. La
purezza riscontrata ¢ del 96%.
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Figura 11. Spettro di massa di analogo (i)-AcLip. Si trovano: [M+H]",.. =
1351.7701 m/z ; [M+2H]",,.. = 676.3469 m/z

CD

—— Api8Lip H20
—— Api8Lip SDS
~—— Api8Lip TFE

g

\

\; :
\
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Figura 12. Analisi CD di analogo (i)- AcLip in SDS (blu), TFE (rosso), H,O
(nero)

L’analisi CD nei tre solventi proposti evidenzia come il peptide coniugato
all’acido lipoico sia poco solubile in acqua. Lo spettro CD acquisito in acqua
evidenzia un basso segnale, indicativo di una concentrazione minore di quella
attesa. I due massimi negativi sono centrati alle lunghezze d'onda canoniche della
struttura elicoidale. La loro intensita relativa, con la banda a circa 220nm piu
intensa di quella a circa 205nm, ¢ compatibile con la presenza di aggregati.

In presenza dei solventi SDS e TFE, invece, la struttura ad elica mista tipica della
Tricogina e dei suoi analoghi ¢ mantenuta.
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Pertanto, si puo affermare che le funzionalizzazioni con FITC o AcLip al
C-terminale non alterano significativamente la conformazione secondaria del
peptide.

3.4 Sintesi e caratterizzazione di Leu4-CH,-CH,-NH,

Oct’ — Aib' — Gly* — Leu® — Leu* — Gly® — Gly® - Leu’ — Aib® — Gly’ — Ile"’ -
Leu — NH" — CH,—- CH,— NH,

O
0 H O Q Oi(N i N \//;(NH
WN\%N\/‘\%NﬁNH\gN\)\N X %N/\gﬁ"' 5 \/\NHZ

Chemical Formula: CsgHqp3N13012
Exact Mass: 1149.78

Figura 13. Struttura chimica e peso molecolare esatto dell'analogo (i) ottenuto
con ChemDraw

3.4.1 Sintesi dell’analogo (i1)

La sintesi ¢ svolta secondo le modalita descritte al punto 2.1.
Il peso molecolare previsto dal programma chemdraw ¢ di 1149.78 g/mol. La resa
teorica di questa sintesi € di 465.96 mg di peptide.

Anche in questo caso, la scarsa reattivita dell'amminoacido Aib, stericamente
ingombrato, richiede di condurre le reazioni di coupling che lo coinvolgono in
duplicato. L'ingombro sterico ¢ particolarmente critico nella reazione di attacco
nucleofilo da parte del gruppo a-amminico di Aib all'amminoacido successivo
nella sintesi. Queste reazioni di "doppio coupling" sono quindi state eseguite per:
Aib in posizione 8, Leu in posizione 7, Aib in posizione 1, mentre Oct in
posizione 0 ha richiesto tre passaggi.

3.4.2 Caratterizzazione dell’analogo (i1)
RP-HPLC

mAU | 19.03
500
‘ |

|

400 1 \‘

\
300 |

200 4 \
|
\
100

) 1185 15.45

| Mo | 15.80 \
0 / ‘_7\"“\77._4 7 \,.“ J"‘“‘“‘*”{ - »J“T'\—w»“,‘,,\,__,\w\[l ‘J"“_,—m)f.\_v \
=100 A U

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 min

Figura 14. Cromatogramma RP-HPLC dell'analogo (i1)
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Il cromatogramma ¢ stato ottenuto attraverso una misura all’HPLC, impiegando
una colonna Phenomenex C4 e il seguente gradiente: da 40%B al 100% B in 15
minuti, flusso 1 ml/min. Il cromatogramma riportato ¢ stato ottenuto ad una
lunghezza d’onda di 216 nm.

La purezza riscontrata ¢ del 90%.

Trasferendo e pesando opportunamente il peptide rimosso dalla resina durante i
processi di sblocco ¢ stato ottenuto un peso di 422.66 mg, quindi una resa di
peptide grezzo del 90.7%.

MS da 6120 ESI-Quadrupole MS

LJ Lyl it Aot it ackids s

0 e

Figura 15 . Spettro di massa di analogo (ii). Si trova: [M+H]",,.. = 1150.8 m/z.

3.5 Sintesi e caratterizzazione di analogo (i1)-FITC

Oct’ — Aib' — Gly* — Leu® — Leu* — Gly® — Gly® - Leu’ — Aib® — Gly’ — 1le"’ —
Leu — NH" — CH,~ CH,—~ NH— FITC

o) H O Q Oi{ i N OXWNH
W,}%Nﬁigwﬁwwkfv XY j\* "N
S
s

NH
Chemical Formula: C77H114N14047S C; Q
Exact Mass: 1538.82 HO
o)
OH

Figura 16. Struttura chimica e peso molecolare esatto di analogo (ii)- FITC
ottenuto da ChemDraw

3.5.1 Sintesi dell’analogo (i1)-FITC

L’attacco del FITC all'estremita C-terminale del peptide precedentemente
descritto ¢ avvenuto in soluzione seguendo la procedura descritta al punto 2.2,
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impiegando 195 mg di peptide, 0.8 equivalenti di FITC, e TEA quanto sufficiente
a mantenere il pH a 8. La reazione ¢ avvenuta in DMF anidra.

3.5.2 Caratterizzazione dell’analogo (i1)-FITC
RP-HPLC

mAU l"" 2
\
1000

\
500 \
\

J/?J‘hn \'¥_ J—

0.0 5.0 10.0 15.0 200

Figura 17. Cromatografia RP-HPLC di analogo (i1)-FITC

Il cromatogramma ¢ stato ottenuto attraverso una misura all’HPLC nella quale ¢
stata impiegata una colonna Phenomenex C18, e il seguente gradiente: da 10%B
al 100% B in 15 minuti, flusso 1 ml/min. Il cromatogramma riportato ¢ stato
ottenuto ad una lunghezza d’onda di 216 nm. La purezza riscontrata ¢ del 99%.

MS da Waters Xevo

77777

719207
89009
{ VY -
) ) IL i

Figura 18. Spettro di massa di analogo (ii)-FITC. Si trova: [M+H]",,., = 1539.7864
m/z; [M+2H]",,.. = 770.3466 m/z
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Figura 19. Analisi CD di analogo (ii)- FITC in SDS (blu), TFE (rosso)

I risultati di questa analisi confermano quanto visto per il peptide (i)-FITC.

In particolare: in acqua il peptide non ¢ solubile, quindi 1’analisi non ¢ stata
condotta. In SDS prevale la conformazione alfa elicoidale su quella mista, tuttavia
non puo essere esclusa la presenza di aggregati dovuti alla presenza del FITC
stericamente ingombrato. In TFE, la posizione del primo massimo negativo
sembra spostarsi verso 200 nm. Lunghezze d'onda inferiori a 200 nm sono
indicative di una struttura disordinata. Questo shift, pur non arrivando a lunghezze
d'onda cosi basse, pud essere indicativo di una conformazione elicoidale meno
stabile, come d'altronde ci si aspettava dalla sostituzione di un residuo di Aib
elicogenico con una leucina. In letteratura’® & riportato come il residuo di Aib in
posizione 4 della Tricogina sia necessario per mantenere la rigidita della struttura
elicoidale, essendo subito prima dello snodo Gly’-Gly®, molto flessibile. Il profilo
dicroico ¢ comunque compatibile con una struttura elicoidale di tipo 3,,, sebbene
poco stabile.

3.6 Sintesi e caratterizzazione di analogo (ii)-AcLip

Oct’ — Aib' — Gly? — Leu® — Leu* — Gly® — Gly® - Leu’ — Aib® — Gly’ — Ile" -
Leu — NH" — CH,~ CH,— NH— AcLip
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Chemical Formula: CgqH115N13043S2
Exact Mass: 1337.82

%

Figura 20. Struttura chimica e peso molecolare esatto di analogo (ii)-AcLip

ottenuto da ChemDraw

3.6.1 Sintesi dell’analogo (i1)-AcLip

L’attacco dell’acido lipoico all'estremita C-terminale del peptide (ii) € avvenuto in

soluzione come descritto al punto 2.2, impiegando 200 mg di peptide, 1.1
equivalenti di acido lipoico, HOBt, EDC addizionati ad un equivalente di NMM

(N-metilmorfolina). Il tutto ¢ posto a reagire in DCM anidro
I1 peso molecolare del peptide ¢ di 1337.82 g/mol

3.6.2 Caratterizzazione dell’analogo (i1)-AcLip
RP-HPLC

By wsl
T
0.0 5.0

10.0

16 60O

15.0

Figura 21. Cromatogramma RP-HPLC dell'analogo (i1)-AcLip

\rg_ S —

Il cromatogramma ¢ stato ottenuto attraverso una misura all’HPLC impiegando
una colonna Phenomenex C4 e il seguente gradiente: da 40%B al 100% B in 10
minuti, flusso 1 ml/min. Il cromatogramma riportato ¢ stato ottenuto ad una

lunghezza d’onda di 216 nm. La purezza riscontrata ¢ del 96%
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MS da Waters Xevo
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Figura 22. Spettro di massa di analogo (i1)AcLip. Si trova: [M+H]",,.. = 1338.7850
m/z; [M+2H]",.. = 669.8944 m/z
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Figura 23. Analisi CD di analogo (ii)-AcLip in SDS (blu), TFE (rosso)

L’idrofobicita del campione non consente un’analisi in acqua in quanto il peptide
non risulta solubile.

In SDS e TFE la struttura elicoidale mista a/3,, ¢ confermata dalla posizione dei
picchi negativi a 220 nm, 208 nm e 204 nm. In SDS la struttura risulta piu stabile
rispetto all'ambiente organico, come ci si pud aspettare dalla natura
membrano-attiva del peptide.
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3.7 Conclusioni

La sintesi e la funzionalizzazione degli analoghi del peptide naturale Tricogina
GA IV sono andate a buon fine.

Sono state prodotte buone quantita, ad una discreta purezza, dei peptidi.

Questo ha consentito di predisporre il materiale per lo svolgimento dei test
biologici in vitro, necessari a valutare in modo preliminare l'efficienza di una
possibile applicazione terapeutica degli stessi.

La caratterizzazione della struttura 3D ottenuta attraverso ’analisi CD delle
molecole funzionalizzate ha fornito informazioni e conferme utili per condurre
uno studio del rapporto tra struttura tridimensionale e attivita biologica dei peptidi
in esame.

Si puo affermare che la preferenza conformazionale generale ¢ quella dell’elica
mista 0/3,,. In ambiente membrano-mimetico (SDS 100 mM in H,O) la curva
dicroica si sposta verso quella tipica dell'elica a, come gia visto in letteratura per
questi peptidi membrano-attivi. .

Gli analoghi Leu4 mantengono una conformazione abbastanza strutturata anche
se, come atteso, la sostituzione del residuo induttore di eliche Aib composta una
destabilizzazione dell'elica.

La presenza del FITC al C-terminale sembra promuovere fenomeni di
aggregazione. Questo risultato mette in evidenza come i test di attivita sulle linee
cellulari eseguiti in presenza di FITC potrebbero risentire di questa alterazione.
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