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Voorwoord
Beste lezer,

Het schrijven van een thesis is voor mij iets zbatisspelen van een finale in een badmintontorijeoi:
bereikt de laatste fase van iets waar je hard geaterkt hebt. De weg die je tot dan toe hebt afgele
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Vervolgens zou ik graag professoren J. Martins eMadder bedanken. Beiden wil ik hen bedanken
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steeds te luisteren naar mijn ideeén en vragen, omkavoor de antwoorden op deze vragen.

Een van de bijzonderheden van deze thesis is diat twee verschillende onderzoeksgroepen heb
gewerkt. Mijn thesisjaar bracht ik zowel door in ‘@gnthesegroep” van professor Madder als in de
“NMR-groep” van professor Martins. Daarom had ikasta2 promotoren ook nog 2 mentoren: Jos en
Davy. In de ruime zin van het woord ben ik blij datoor dit multidisciplinaire onderzoek het beste
van twee werelden heb mogen ervaren.

Van Jos heb ik heel veel praktische vaardighedegg van het onder de knie krijgen van vaste fase
chemie tot het ontwerpen van artistieke logo’'s amullen van ‘administratieve’ formulieren.
Daarnaast vond ik in Jos een begeleider terug wearik op dezelfde golflengte zat voor veel
aspecten. Hiermee bedoel ik niet enkel de radiczeimdhet labo, maar veel meer het vermogen om
zowel over ernstige als over dagdagelijkse zakgmaten.

Daarnaast ben ik bijzonder blij dat ik de laatseken van mijn thesisjaar heb kunnen leren van Davy,
de persoon die reeds vele geheimen van pseudodegmiteeft doorgrond. In die zin voel ik mij
vereerd dat ik mij op zijn onderzoeksdomein mochgdven. In zijn boek en artikels vond ik
bovendien heel veel informatie die mij op allerignieren hebben geholpen. In hem herkende ik het
enthousiasme voor dit onderzoeksitem. Bedankt jpoliisterend oor en goede samenwerking.

Daarnaast ontmoette ik op de werkvloer verschilbeimderessante personen, daarbij denk ik aan de
personen behorende tot de onderzoeksgroep vanspoof®ladder en Martins, maar zeker ook aan
deze van professor De Clercq en Hoogenboom. Hetzeasfijn om met jullie de tijd samen door te
brengen. Hierbij denk ik in het bijzonder aan paesoaanwezig in “labo C” en de “eilandgenoten” in
de NMR-groep. Ook bedankt An, Johan, Lieselot, Kift&ra, Vicky, Marieke, Ellen, Dieter en
Duchan om mij met raad en daad bij te staan tijdetsthesisjaar, zij het door het voeren van een
discussie of door het mij verschaffen van artil@isnadere uitleg. Kurt en Davy wil ik daarbij ook
expliciet bedanken voor het nalezen van mijn sieript

Mijn dank gaat ook uit naar Tim Courtin en Ir. Jaoeman. Tim wil ik bedanken voor het opnemen
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Hoofdstuk 1: Inleiding en projectschets

Dit werk handelt over de synthese en analyse vandmiesmine-analogen. Het kadert in een ruimere
context naar het onderzoek op pseudodesmine A, cgelisch lipodepsipeptide (CLP). CLP’s
omvatten een grote groep aan structureel verwamtiecoien. Algemeen geldt dat een CLP een
vetzure “staart” heeft die gekoppeld is aan de R#eus van een oligopeptide, waarbij de cyclische
structuur gevormd wordt door een lactonring. Deef@rinus is steeds betrokken in de vorming van
deze esterbinding.[1]

Pseudodesmine A wordt geproduceerd door een bmaactan het
geslachtPseudomonadie voorkomt in het slijmvlies van de ‘black
belly’ salamander. Pseudodesmine A is een intenéssaolecule
i voor de farmaceutische industrie omdat ze over eekere
antimicrobiéle activiteit beschikt. Zeer hoopgeveéndat deze ook
activiteit vertoont tegen een aantal resistentéebi@n zoals MRSA
(meticilline-restistenteStaphylococcus aureusDit product werd
door Kemin Pharma bezorgd aan de onderzoeksgroeR &M
structuuranalyse van professor J. Martins aan dentJgOp dat
ogenblik had men geen enkele kennis over de stiuctn de

& werking van deze molecule. In 2005 werd de moleukstructuur
Flguur 1.1 ‘Black belly’ salamander opgehelderd door Davy Sinnaeve met behulp aen **C NMR
spectroscopische methoden.[2] Door LC-MS analysegederivatiseerde hydrolysefragmenten en
XRD-analyse [3] werd uiteindelijk ook de stereociemolledig bepaald. Tijdens de analyse met
NMR werd vastgesteld dat er lijnverbreding optraadipolaire solventen, terwijl dit niet het geval
in polaire solventen. Dit werd verklaard door demmg van supramoleculaire structuren geinduceerd
door het apolair milieu, wat de aanleiding gaf tdtgebreid structureel onderzoek. In het
doctoraatswerk [4] en twee daaruit volgende pubisd3, 5] wordt dit gedrag verder besproken en
wordt er een model opgesteld waarin wordt beschréee deze supramoleculaire structuur zich zou
kunnen vormen. Vanuit dit model wordt ook een mijkgelverklaring gegeven voor de biologische
activiteit van de molecule. (zie verder)

Pseudodesmine A kan men indelen bij de viscosimggrDeze groep is een verzameling van CLP’s
die een vergelijkbare ketenlengte en verwante azom@equentie vertonen. Van sommige leden van
deze groep vermoedt men dat de biologische adtigiébaseerd is op de vorming van ionenporién in
celmembranen. Ook het biologische model dat wegksigld voor pseudodesmine, veronderstelt het

)‘\2;
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vormen van porién in celmembranen. Door deze paiin een transport van ionen doorheen het
membraan mogelijk worden.

Toch blijven vele vragen nog onbeantwoord met lk&ing tot de precieze moleculaire opbouw van
de supramoleculaire complexen: Wat is het belang el individueel aminozuur voor de
zelfassociatie? Wat is de invloed van de ketenteugh de vetzure staart op de biologische acti?itei
Wat is de impact van de Leu5 stereochemie — heajeestereocentrum dat varieert binnen de
viscosinegroep — op de conformatie en het zelféassegedrag van de molecule? Variaties in de
moleculen laten eveneens toe om het vooropgesteddiel voor biologische activiteit te toetsen. Om
de relatie tussen de biologische functie en dectim beter te kunnen onderzoeken alsook om op
grotere schaal verbindingen te kunnen maken isomdaan een syntheseroute voor dit soort
moleculen die tevens de gewenste variaties mogelgkkt. Eens men een strategie op punt heeft
gesteld, wordt het mogelijk om op grotere schaaugedesmine-analogen aan te maken en deze ook
te testen op biologische activiteit.

Aangezien pseudodesmines slechts vrij recent ontdek, is er in de literatuur nog geen
syntheseroute gekend. Wel zijn er voorbeeldenrgkk@n de synthese van andere CLP’s en andere
cyclische depsipeptiden. Hierop gebaseerd werd en odderzoeksgroep voor Organische en
Biomimetische chemie van professor A. Madder in®266n route opgesteld. Erasmusstudente Anna
Malinowska beschrijft de eerste stappen van ditjegtp waarbij een lineair hexapeptide werd
gesynthetiseerd.[6] Na het werk van Anna resttemog ettelijke uitdagingen, zoals vorming van de
esterbinding, de ringsluiting en de synthese vdelemiet-commercieel beschikbare bouwstenen.

Het doel van dit onderzoek is dan ook tot een iéfiie synthesestrategie te komen voor
pseudodesmine-analogen. Pseudodesmine-analogesn aidlarna bestudeerd worden met NMR-
spectroscopie om het gedrag in apolaire solvememagelijke zelfassociatie te onderzoeken. In de
rest van dit hoofdstuk wordt een kort overzichtegem van de rest van deze dissertatie.

In hoofdstuk twee wordt een neerslag gegeven vditetdatuurstudie die werd uitgevoerd in verband
met het huidige onderwerp. In het eerste deel womdie ruimere context eeigenschappen van
antimicrobiéle peptiden (AMP’s), CLP’s en pseudodasine besproken. Hierbij is er ook de nodige
aandacht voor het biologische model zoals voorfgeste het doctoraatsproefschrift van Davy
Sinnaeve. In het tweede gedeelte van de literatudiesworden een aantal gekende voorbeelden van
strategieénbesproken die relevant zijioor het synthetiseren van CLP’s Tot slot van dit hoofdstuk
worden dedoelstellingen van deze thesign meer detail besproken.

In hoofdstuk drie worden de gebruikimaterialen en methoden besproken, zodanig dat de
geinteresseerde lezer zich hier meer kan informexer de toegepaste (analyse)methoden. Ook
worden hierin essentiéle informatie, kenmerken egrippen in verband met vaste fase peptide
synthese besproken.

In het vierde hoofdstuk wordt dgynthese van drie bouwstenemesproken die niet commercieel
beschikbaar zijn. De voornaamste reden hiervodaigpseudodesmine meerderaminozuren bevat,

die niet standaard beschikbaar zijn in hun geagtdezvorm voor peptidesynthese.

In het vijfde hoofdstuk wordt deoortzetting van de doorAnna Malinowska opgestartesynthese
besproken. Dit omvat het inbouwen van de volgeraevstenen, eerste pogingen om de depsibinding
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te vormen en de cyclisatie van de lineaire precurstet cyclische product wordt ten slotte afgespli
en gezuiverd met HPLC. De klemtoon ligt vooral @p testen van de synthesecondities.

In hoofdstuk zes wordt de synthese van een onbeadh&In-pentafluorofenylesterderivaat
besproken. Er werd van uitgegaan dat dit derivaagetijks een meer effectieve vorming van de
depsibinding zou bewerkstelligen nadat eerste geginhiertoe bleken te mislukken. Aangezien
uiteindelijk werd vastgesteld dat deze bouwsteenelé is voor zijreacties, werd besloten om met de
oorspronkelijke bouwsteen verder te werken.

In hoofdstuk zeven wordt de synthese van een psiesdune-analoog beschreven op grotere schaal
(op 120 mg hars i.p.v. 30 mg voorheen). Beoptimaliseerde routewordt hierin beschreven en er
wordt gezocht naar oplossingen voor de moeilijkhedie in het vijfde hoofdstuk naar voren kwamen.

Tot slot wordt de NMR studie van het gedrag van esaudodesmine-analoog onderzocht en
beschreven in hoofdstuk 8.

In hoofdstuk 9 worden deexperimenten gedetailleerd beschreven. Ook de gebruikte
analysetechnieken worden vermeld. Verder vindt memle toekenning van opgenomen (routine)
NMR-spectra.

In de conclusie worden de belangrijkste bevindingen herhaald. Egas wordt een discussie
opgestart waarin een aantal voorstellen worderrgefi@erd om de route verder te optimaliseren. Ook
wordt een andere werkwijze voorgesteld die mogaljkneens toelaat om het pseudodesmine A en
analogen op alternatieve wijze te bekomen.
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Hoofdstuk 2: Literatuurstudie

2.1 AMP’s, CLP’s en de viscosine groep

2.1.1 AMP’s

Het onderzoek naar antimicrobiéle peptiden (AMBg)e laatste jaren sterk toegenomen. Meercellige
organismen zoals planten en dieren bezitten kigehAMP’s om zich te weren tegen een breed
spectrum van microben. Het veronderstelde mechanisrar hun biologische activiteit is verbonden
aan de mogelijkheid om het celmembraan te verstofemeer specifiek transmembraanporién te
induceren. Dit laat een verbinding toe tussen d@a-ren extracellulaire omgeving van bacterién die
hierdoor sterven of een aanzienlijk nadeel ondéesin Aangezien deze interactie — anders dan de
klassieke antibiotica — niet specifiek is, wordtwacht dat resistentie tegen antimicrobiéle peptide
minder vlot zou kunnen optreden.[7]

AMP’s bestaan uit oligopeptideketens met een ledgi&an variéren van 6 tot 60 aminozuren.[8] Een
gemeenschappelijk kenmerk is dat deze peptidenpatigch zijn, dit wil zeggen dat ze zodanig
georganiseerd zijn dat de hydrofiele aminozurenderne kant van de molecule voorkomen en de
hydrofobe aminozuren langs de andere zijde gegevdgn.

Er bestaat echter een enorme diversiteit binnee dezep, zowel qua secundaire structuur als qua
biologische activiteit.[7, 9] Er zijn bijvoorbeeldMP’s bekend die een-helicale structuur hebben,
maar ook AMP’s die een antiparalfiouwblad vertonen. Op basis van hun aminozuursaraking

en secundaire structuur kunnen ze onderverdeeldemom verschillende subgroepen. Een eerste
subgroep bevat anionische AMP’s. De tweede subgbaespt lineaire kationische peptiden die in
waterige omgeving ongestructureerd zijn, maar inweaigheid van surfactanten, zoals natrium
dodecylsulfaat, gedeeltelijk of volledig eerhelixstructuur aannemen. Een derde subgroep bevat
kationische peptiden die aangerijkt zijn in bepaadaninozuren. Een vierde subgroep omvat zowel
anionische als kationische peptiden die cysteinatten en disulfidebruggen vormen. Tot slot wordt
een laatste subgroep beschouwd waartoe zowel acianials kationische peptiden behoren, die
fragmenten zijn van grotere proteinen.[8]

De interactie van AMP’s met het celmembraan ggjpiats bij voldoende hoge concentratie. Bij lage
peptide/fosfolipide verhouding, zullen de peptidaoh eerst parallel aan het opperviak van het
celmembraan binden. Bij toenemende peptidecondenmallen de peptidemoleculen zich geleidelijk
aan loodrecht op het membraan heroriénteren en imictleze dubbellaag invoegen. Een aantal
modellen zijn voorgesteld die deze porievormingchegsen. (figuur 2.1) [8, 9]
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In het barrel-stave (“vat-duigen”) model, vormen de AM-helices een bundel doorheen
membran, zoals een vat met de A-helices als duigen. Hierbij zijn de hydrofobe Zzigwes naar d
buitenkant gericht, terwijl de hydrofiele zijketez&h aan de binnenkant bevinden. In carpet
(tapijt) model plaatsen de AMRoleculen zichzelf parallel aarethopperviak van het membraan
een uitwendige laag (of tapijt) rondom het membr&&arbij kunnen ze optreden als een detergel
uiteindelijk micelstructuren vormen die effectid¢tilges van het membraan openbreken. Het ¢
mechanisme is haoroidal pore (toroidale porie) waarbij de geaggregeerde AMPfectief een ga
duwen door het membraan. Hetoidale model verschilt van hddarrel-stavemodel in die zin dat d
peptiden langsheen de wand van de porie nog steemiageren met het hydrofic gedeelte van de
fosfolipide dubbellaag.

leecococccccccccsccsscsssscscssscscscscscscscsessod

(a) (b) ()

Figuur 2.1 AMP’s hechten zich eerst vast parallel aan het menmban. Wanneer de lokale concentratie verhoogt da
treedt er porievorming op in het membraan. Verschilende modellen zijn beschreven(a) Barrel-stave model; (b)
Carpet-model; (c) Toroidal pore model. Het hydrofiele gedeelte van de molecule is rood gekird en het hydrofobe dee
blauw. Figuur aangepast uit review van Brogde[8]

Wat het exacte mechanisme ook is, de vorming vammpaf opening van het membraan h
verschillende ongunstige of zelfs lee effecten voor de aangevallen bacterie. Mogetigeolgen zijr
het weglekken van celinhoud of het ontstaan van ieaenflux die op zijn beurt een ree
veranderingen kan induceren.

In het algemeen veronderstelt men dat het vooebé&atzeer moeilijks om immuun te worden teg
AMP’s omdat dit vrij ingrijpende veranderingen daet membraan impliceert. De ontwikkeling \
AMP’s als geneesmiddel krijgt daardoor veel aantaciaar verloopt tot hiertoe niet heel viot.
omdat in dierlijke modellen de MP’s in vitro enkel actief waren in concentratiés dicht bij de.
voor de proefdieren letale concentratie lagen. Desttemin heeft men aangetoond dat ze de acti
van de klassieke antibiotica versterken, vermopgdeindat ze de toegankelijkheiot de bacteriéle
cel verhogen.[7]

2.1.2 CLP’s
In het vorige deel werd beschreven hoe AMP’s acrigh tegen acterién. Micr-organismen
produceren echter vaak ook zelf peptiden die eerntgalijk gedrag vertonen als AMF[9] Men kan
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een onderscheid maken al naargelang ze op ribosoofahiet-ribosomale wijze gesynthetiseerd
worden. De cyclische lipodepsipeptiden (CLP’s) kaan bij de laatste groep onderverdelen. [10]

CLP’s zijn secundaire metabolieten, dit wil zeggem ze niet rechtstreeks betrokken zijn bij de groe

ontwikkeling of voortplanting van het organisme. 2§ zijn kleine moleculen die bestaan uit een
oligopeptide waarbij de N-terminus verbonden is reeh lange vetzure keten. Ze vormen een
cyclische structuur via een lactonbinding. Kenmedkeroor deze groep is dat deze esterbinding
meestal gevormd wordt tussen de C-terminus en Emmalgroep afkomstig van een Ser of Thr
Zijketen. Een peptide waar naast amidebindingen esterbinding(en) voorkomen wordt een

depsipeptide genoemd.[4]

Virulentie

Biofilm vorming en 7 \
kolonisatie A | =
Motiliteit
/ SogemgecTties

Chelatie van kationen
en versterkte afbraak
van hydrofobe
verbindingen

Antiviraal

Figuur 2.2 Overzicht van de biologische functies van CLP’s. gepast uit [11]

De productie van CLP’s wordt beschouwd als een geswhappelijk kenmerk van &kseudomonas
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bacteriéen. Ook andere bacteriegeslachten zddgillus produceren CLP’s.[1] Aangezien
pseudodesmine geproduceerd wordt door bacteriémetiPlseudomonageslacht, zal enkel op deze
eerste groep ingegaan worden, hoewel CLP’s vanadéste groep soortgelijke eigenschappen
vertonen. De structurele en biologische diversitait CLP’s is enorm (figuur 2.2)[11¥0 zorgen
CLP’s onder meer voor een competitief voordeel apaichte van andere micro-organismen (bv.
virussen, bacterién en fungi) omdat ze deze reeblst aanvallen. Daarnaast ondervinden ze ook nog
een ander voordeel: sommige CLP’s zorgen ook vamr eerhoogde motiliteit (vermogen tot
bewegen) van de bacterién, waardoor deze zich deatijiiler naar gunstigere omgevingen kunnen
verplaatsen. Deze CLP’s gedragen zich vaak alsubfamtant en veranderen de viscositeit van
celoppervliakken en zo ook de motiliteit. Daarnaagt CLP’s afkomstig varBacillus organismen
vaak in staat om kationen te complexeren.

De productie van CLP’s gebeurt niet ribosomaal,lzake klassieke eiwitsynthese, maar wordt
gestuurd door niet-ribosomale peptide synthetaS&PE). Dit zijn grote enzymen die bestaan uit
verschillende domeinen. Ze laten de synthese toe olopeptiden die niet met de klassieke
eiwitsynthese geproduceerd kunnen worden. Ze zomysser meer voor de incorporatie van
verschillende ongebruikelijke aminozurénaminozuren, carbon- en vetzuren. Bovendien latedez
ringsluiting van de molecule toe.[1, 12] Elk van diemeinen van deze enzymes is verantwoordelijk
voor de katalyse van specifieke enzymatische aetien.

Naast een grote functionele diversiteit is er oek grote structurele diversiteit. Vroeger werden de
CLP’s afkomstig varPseudomonasteevast onderverdeeld in vier groepen.[1, 13ERetijk zijn de
CLP’s afkomstig van dit geslacht geclassificeand6i groepen: viscosine, amphysine, tolaasine,
syringomicine, putisolvine en syringopeptine.[14¢Z2 indeling is gebaseerd op de lengte en de
samenstelling van de vetzure staart evenals héalahet type en de configuratie van aminozuren in
de oligopeptideketen. (Tabel 2.1)

De CLP’s van de viscosine groep bestaan uit eeapeptide keten waarbij de N-terminus verbonden
is met een vetzure “staart”, meestal 3-hydroxyderaar. Deze groep wordt in meer detail besproken
in 2.1.3. De CLP’s van de amphisine groep zijn zgelijkend op deze van de viscosine groep, maar
bestaan uit 11 aminozuren in plaats van 9. Hetesgmotief van hydrofiele en hydrofobe residuen

is ook zeer gelijklopend aan dat van de viscosinem

De overige vier groepen verschillen van de viseosam amphisine groepen omdat ze meer en
ongewone aminozuren bevatten zoals bijvoorbeelddrathreonine en homoserine. De CLP’s van de
tolaasine groep zijn relatief grote moleculen digsen de 19 en 25 aminozuren bevatten. Ze bevatten
meerdere variaties in samenstelling en lengte warekzde peptide als vetzure keten. Ze hebben ook
een zeer kleine ringstructuur in vergelijking met @hdere groepen, op de putisolvine groep na. De
syringomycine groep bevat net als de viscosine gyrf®eaminozuren, maar eerstgenoemde groep
bestaat onderling uit sterk verschillende aminazukge lactonring wordt gevormd tussen een serine
hydroxyl groep op de N-terminale positie en de fateale carbonzuur eindgroep. De N-terminus is
daarnaast verbonden met een 3-hydroxy of 3,4-dixydwetzuur dat 10, 12 of 14 koolstofatomen
bevat.[1, 13]
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Tabel 2.1Primaire structuur van representatieve CLP’s gapredrd door Pseudomonas bacterién. Aangepasyit [1

De putisolvine groep vertoont een aantal uniekereghappen. Deze groep bevat CLP’s met 12
aminozuren en een vetzure staart bestaande uibl6t&tatomen. De cyclisatie in deze groep is ook

verschillend van andere CLP’s omdat de sluitingegebtussen C-terminus en héta@ninozuur (Ser).

CLP’s van de syringopeptine bevatten 22 tot 25 amiren en de lactonring wordt gevormd tussen de

allo-threonine en de C-terminus.[12]
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Pseudomona<CLP’s oefenen verschillende biologische functieg waaronder hun functie als
biosurfactant of hun invloed op motiliteit zoalsdsr aangehaald. De laatste jaren is er ook sterke
aandacht uitgegaan naar hun werking als antilmoticdie net als bij de AMP’s gebaseerd zou zijn
op hun interactie met het plasmamembraan. Men kanodk hier veronderstellen dat bacterién niet
snel resistent zullen worden tegen deze antibioWc®r hun biologische werking moeten ze dus in
staat zijn het plasmamembraan te bereiken. Diermwoedelijk de reden waarom CLP’s de groei van
Gram-negatieve bacterién niet kunnen verhinderpridrgelijke bacterién beschikken naast het
plasmamembraan ook nog over een uitwendig membrdeainwaarschijnlijk de toegang tot het
plasmamembraan verhindert. De groei van Gram-pesitbacterién, die geen beschermend uitwendig
plasmamembraan bevatten, kan wel verhinderd watdenleden van alle CLP-groepen.[13]

De oorzaak van de antibiotische werking kan gezachtien in de desintegratie van het membraan of
in door porievorming doorheen het membraan. Dezeeymrming geeft aanleiding tot het ontstaan
van kanalen die passief ionentransport toelaten, atterlei ongunstige processen als gevolg. Zo
worden door syringomycine porién gevormd met esgabivan ca. 1 nm. Deze zijn toegankelijk voor
mono en divalente kationen. Deze ionenkanalen veaen een influx van Hen C&" en een efflux
van K. Dit leidt tot een daling van de pH gradiént oliet plasmamembraan en tot een reeks vdh Ca
gestuurde signaalprocessen. Een verhoogde instvaonC&™-ionen induceert bijvoorbeeld de kinase
gestuurde fosforylatie van membraanproteinen. Deeyarming van syringomycine werd ook
aangetoond door Hutchiseth al Ze toonden eveneens aan dat de biologischetadtivén dit peptide
gebaseerd is op de vorming van transmembraan Ja5£16]

Porievorming door WLIPthe White Line Inducing Principleen tolaasine | in artificiéle membranen
werd ook aangetoond door Coraielaal[17]. Dit deed men door de calceine efflux uit eetificieel
membraan te meten, nadat dit in contact was gebnaeheen CLP. De grootte (en de aanwezigheid)
van deze porién werd aangetoond door Lo CantoieZif8oegden een osmoliet (een beschermgroep
die de gevormde porie afsluit) met een bepaaldetgrdoe aan het uitwendige medium. Met behulp
van turbidimetrie kon dan de poriegrootte bepaatsiden. De gevonden poriestraal bedroeg voor
WLIP en tolaasine | respectievelijk 1.6 en 2.1 nm.

2.1.3 De viscosine groep

Pseudodesmine is een lid van de viscosine groege B@ep wordt in twee subgroepen onderverdeeld
afhankelijk van de absolute configuratie van hetesicentrum van de Leu in d&éositie, de enige
positie binnen de groep waar variatie in de stdrewne plaatsgrijpt. Viscosine, viscosinamide en de
massetolides behoren tot desubgroep. Pseudodesmine, pseudophomines en WlidRewdén deD-
subgroep onderverdeeld. (Tabel 2.2) Enkel binnethadtste subgroep zijn conformationele studies
uitgevoerd. Uit kristalstructuren stelt men vastt deden van deze subgroep bijna identieke
conformaties aannemen. Men veronderstelt dat decstieemie van Leu5 een sterke impact heeft op
de totale conformatie en dus mogelijk ook op dacstiur-functie relatie.[4]

Wanneer men de sequentie van de groepsleden vanbijdukkijkt (zie tabel 2.2), stelt men vast dat
er veel structurele kenmerken behouden blijven. denste ziet men dat de positie en de hydrofiele
residuen (GIx2, Ser6 en Ser8) altijd dezelfde zBij. de hydrofobe residuen variéren enkel de
aminozuren op positie 4 en 9. Verder wordt de etdremie ook bewaard bij alle varianten in deze
groep met uitzondering van Leu5. Dit wijst erop tat afwisselende patroon van hydrofiele en
hydrofobe bouwstenen belangrijk is voor de bioloesfunctie van deze groep CLP’s. Uit onderzoek
op pseudodesmines werd duidelijk dat de hydrofiedéduen zodanig gepositioneerd zijn dat men een
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amfipatisch geheel krijgt. Dit amfipatisch karakteordt een belangrijke rol toegedicht in het
hypothetisch model van de vorming van ionenporign.|

Viscosinegroep Structuur

1 2 3 4 56 7 8 9
L-subgroep

Viscosine CH(CH,)¢CH(OH)CH,CO 4.-LeuD-Glu-D-aThrD-Val-L-LeuD-Seri-LeuD-Seri-lle
Viscosinamide CK(CH,)sCH(OH)CH,CO 4.-LeuD-GIn-D-aThrD-Val-L-LeuD-Seri-LeuD-Seri-lle
Massetolide A CK(CH,)sCH(OH)CH,CO -.-LeuD-Glu-D-aThrb-alled-LeuD-Seri-LeuD-Seri-lle

D-subgroep

Pseudodesmine A CH3(CH,)¢CH(OH)CH,CO 4 -Leu-D-GIn-D-aThrD-Val-D-Leu-D-Seri-Leu-D-Ser+-lle
Pseudodesmine B GHCH,)¢CH(OH)CH,CO +.-Leu-D-GIn-D-aThrD-Val-D-Leu-D-Ser+-Leu-D-Ser+-Val
WLIP CHs(CH,)¢CH(OH)CH,CO 4.-Leu-D-Glu-D-aThrD-Val-D-Leu-D-Ser+-Leu-D-Ser+-lle
Pseudophomin A CHiICH,)¢CH(OH)CH,CO +.-Leu-D-Glu-D-aThrD- lle-D-Leu-D-Seri-LeuD-Seri-lle

Pseudophomin B CfICH,)sCH(OH)CH,CO i—LeuD-GIu-D—aTlhrD- IIe-D-LeuD—SerL-LeuD-SerL—lie

Tabel 2.2Representatieve leden van de viscosine groep

Het eerste lid van de groep, dat ook zijn naamagaf de groep is viscosine. Deze CLP bestaat uit 9
aminozuur residuen, waarvan er zeven deel uit makende cyclische structuur. De C-terminus is
veresterd met de alcoholgroep vamallo-Thr3. De N-terminus is verbonden met een 3-
hydroxydecanoaat als vetzure groep. Deze kenmeikelh men terug bij alle viscosine groepsleden,
hoewel de ketenlengte van de vetzure staart keathdien.

Viscosinamide verschilt enkel van viscosine dooradewezigheid van een glutamine in plaats van
een glutaminezuur residu. Bij fysiologische pH ladtstgenoemde groep in zijn glutamaat vorm
voorkomen. Viscosinamide heeft dus geen enkeleséambare functionele groep, en dit uit zich in
verminderde oplosbaarheid in water.[4] De masssli waarvan in tabel 2.2 slechts één wordt
weergegeven, verschillen onderling in de hydrofalrénozuren op positie 4 en 9 en ook in de lengte
van de vetzure keten.

Een van de meest gekende leden vabn-dabgroep is d&Vhite Line Inducing PrincipléWLIP). Dit
werd voor het eerst beschreven in 1991 [19] alspeeduct geisoleerd urRseudomonas reactandet
bleek dat deze verbinding verantwoordelijk was vderwitte lijn die verschijnt op een agarplaat
wanneerPseudomonas reactarsamen mePseudomonas tolaasgekweekt wordt. Deze witte lijn
wordt gebruikt om de aanwezigheid vBseudomonas tolaaséian te tonen, die de bruine viekken
Ziekte veroorzaakt op sommige eetbare paddenstdaletP is op de stereochemie van de Leu5 na,
identiek aan viscosine. Zoals eerder werd vern®eWLIP in staat om porién te vormen en zich in een
celmembraan in te voegen.[17, 18]

Pseudophomine A en B verschillen onderling enkedléenketenlengte van het vetzure gedeelte. De
vetzure staart telt bij pseudophomine B 12 kootgtwhen. Vermeldenswaardig hierbij is dat het een
significant hoger inhiberend effect vertoond opgééeste pathogenen dan pseudophomine A dat twee
koolstofatomen minder heeft in de vetzure stagrt.[4

2.1.4 Pseudodesmine

A (en B) wordt aangemaakt do®seudomonagacterién (vermoedelijk van de sodtotaasii) die

leven in het slijmvlies van de ‘black belly’ salamdr. De isolatie, voorafgaande karakterisatie en
biologische screening van deze molecule is uitgogeidocumenteerd.[20] De initi€le ontrafeling van
de moleculaire structuur en gedeelteliike bepaliven de stereochemie werd verricht door
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multidimensionele NMR-technieken en door LC-MS-geal van een volledig gehydrolyseerd
staal.[2] Later werd ook nog een XRD-kristalstructwerkregen die toeliet om de volledige
stereochemie te bevestigen. [3]

Pseudodesmine A: R =-CHj
D-Ser6 )Q; Pseudodesmine B: R =-H

y,
/ 0 NH»
D-Val4
ty, , NH \\\\\\

NH
L-Leu7 D-allo-Thr3

H
.n\\\\\N

O L-Leul
B-hydroxydecaanzuur

N

o)
D-Ser8 (o] \\
HN——
OH _\_\
s R

<

L-Tle9 / 1-Val9
Figuur 2.3 Moleculaire structuur van pseudodesmine A en B

OH

= ITD

De pseudodesmines zijn de eerste structuren in
de D-subgroep die beschikken over een
glutamine residu in plaats van een glutamaat
D-Ser6 residu. Pseudodesmine A kan dus beschouwd
worden als de amidevorm van WLIP.
Pseudodesmine B heeft op d& @bsitie een
Val in plaats van een lle. (figuur 2.3)

De ringstructuur bestaat uit 7 aminozuren en
a,-helix loopt vanD-allo-Thr3 totL-lle9. (figuur 2.4)
De esterbinding wordt gevormd tussen de C-
terminus (lle9) en de alcoholgroep afkomstig
van de zijketen van threonine. De N-terminus
(L-Leul) is verbonden mdi-hydroxydecaan-
zuur. Opmerkelijk is dat de molecule ook een
linkshandige a-helix bevat die zich uitstrekt
van D-GIn2 totD-Leu5 en enkel bestaat wt
Figuur 2.4 NMR-structuur van pseudodesmin A. Aangepast wtminozuren.  (figuur 2.4) Eiwitten die
3l ribosomaal gemaakt worden, zijn enkel
opgebouwd uitL-aminozuren en geven dus
enkel aanleiding tot rechtshandige helices. De
alternerende.-D-L configuratie in het Leu7-lle9 tripeptide vormt eleis, die de peptideketen toelaat
terug te plooien en zo de C-terminus in de geselpkisitie brengt om een lacton binding te vormen
met de Thr3 zijketen. [3]
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Pseudodesmine A en B werden beiden gescreend opbiblogische activiteit tegen een reeks
relevante pathogenen waaronder bacterién, virumsdangi.[3] Ze blijken voornamelijk actief te zijn
tegen Gram-positieve bacterién, waaronder ook eantah resistente stammen zoals VRE
(vancomycine resistentEnterococcus en MRSA (methicilline resistent8taphylococcus aureus
Deze laatste wordt in de volksmond ook de ziekesthagterie genoemd, hoewel het juister is om te
zeggen dat MRSA de meest gekende ziekenhuisbarteAaderzijds is hun inhibitiespectrum niet zo
breed en krachtig als dat van de klassieke anithiotoals vancomycine.[4] Een opmerkelijke
vaststelling is dat pseudodesmine A een hogereitedtivertoont dan pseudodesmine B. Dit lijkt erop
te wijzen dat een hogere activiteit gecorreleertés een hogere hydrofobiciteit van de zijketens.

Zelfassociatiegedrag

Een bijzondere eigenschap is het solventafhanketjpdrag van pseudodesmine A. Dit uit zich sterk
in 1D-'H NMR-spectra, waarin men een spectaculair versaststelt afhankelijk van het solvent
waarin de molecule is opgelost. (figuur 2.5) Wammeseudodesmine A is opgelost in een reeks van
solventen met een concentratie tussen 2 en 3 nmiivinet@ vast dat de lijnbreedte van de resonanties
sterk toeneemt in apolaire solventen zoals
(a) chloroform en dioxaan.[5]

Lijnverbreding wijst algemeen op een
toename van de transversale
“ w relaxatiesnelheidsconstantg. Rangezien

L

alle resonanties in gelijke mate verbreed
A zijn, is de lijnverbreding niet te wijten aan
een conformationeel of chemisch
’\. uitwisselingsproces, zoals bijvoorbeeld
I plaatsgrijpt bij protonatie/deprotonatie van
JU \’ een zuur proton. Een andere oorzaak
. ‘uL ﬂ II \ moest dus aan de basis van dit fenomeen
! i '\‘ liggen. Deze oorzaak is een toegenomen
A / \ A )! j “u\ o rotationele correlatietijd .. De
AN A AV U AN — relaxatiesnelheisconstante, Rs immers
w ‘2w4‘2|2 20I1‘8‘1‘6‘1‘4I1|2 110‘ p\pm even'redigmetdec,datafhankelijkisvan
) ) ' ' ’ ' ' ’ de viscositeit van het solvent en de grootte

van de opgeloste stof. Het verschil in
Figuur 2.5 Alifatische gebied van het 700.13 MHz 1H NMR- viscositeit  tussen de verschillende

spectrum in a) polair solvent: (GON) en b) apolair solvent: (CDgI . .
overgenomen uit [3] solventen alleen is echter niet voldoende

om de verbreding te verklaren. Door
middel van NMR-onderzoek op pseudodesmine A toonele aan, door meting van de translationele
diffusiecoéfficiént, dat de klaarblijkelijke hydrgdamische straal;(maat voor de grootte van de stof)
toeneemt volgens afnemende polariteit van het gsblvenerziids en volgens toenemende
pseudodesmine concentratie anderzijds [4, 5] Daftgaan dat zelfassociatie optreedt, waarbij
pseudodesmine moleculen in een apolaire omgevigeggren, terwijl deze moleculen in hun
monomere vorm blijven in polaire solventen.

|
M'MJ LAl A A

()

Dit zelfassociatiegedrag werd onderzocht door Sineat al, die op basis van NMR-data een model
voorstelden voor de opbouw en organisatie van geaswleculaire structuur die ontstaat in apolair
milieu. (figuur 2.6) [5]. Dit structuurmodel bieéen verklaring voor de biologische activiteit. Men
veronderstelt hierbij dat pseudodesmine A in helape celmembraan kan zelfassociéren en hierbij
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ionenporién vormt doorheen het membraan. In deatiterr werd al meerdere malen verondersteld dat
de vorming van ionenporién die passief transpoelaten, gerelateerd is aan de antimicrobiéle
werking van CLP’s. [15]

In dit model zijn er twee verschillende interactiemn groot belang. Ten eerste stelt men vast dat
pseudodesmine A een amfipatische structuur heegrigens treft men in de hele viscosinegroep
eenzelfde patroon aan van
hydrofobe en hydrofiele
aminozuurposities, wat er op
duidt dat het bewaren van dit
patroon van cruciaal belang is. In
figuur 2.6a zijn de hydrofiele en
hydrofobe zijketens respectieve-
lijk rood en groen ingekleurd.
Wanneer men deze moleculen in
een apolaire omgeving brengt,
dan verwacht men dat de
hydrofiele opperviakken zich naar
elkaar toe richten, waarbij
tegelijkertijd de hydrofobe opper-
vlakken zich naar de buitenkant
richten om zo het energetisch
ongunstige contact tussen het
hydrofiele oppervlak en het
apolair solvent te minimaliseren.
Dit principe is voor AMP’s in het
algemeen ook zeer gekend. Deze
aggregatie alleen is echter on-
voldoende om een transmembraan
porie te vormen omdat de
Figuur 2.6 Veronderstelde model voor zelfassociatie. A) boa@aaht van e¢ dimensies van één zulk aggregaat
ongedefinieerd aantal pseudodesmine A moleculerhuifehydrofiele zijketer te klein zijn om het celmembraan
e e o) o (€ OVeTbrUGgen.

interactie met de vrij CO-groepen in de lus die zam de Germinus van c . .
helix bevindt. C) De twee processen samen leverangeate supramolecula Dit kan wel door rekening te

structuur op. Overgenomen uit [3] houden met longitudinale

aggregatie. Dit gebeurt door een
andere vorm van intermoleculaire interactie dieptaatsgrijpt ter hoogte van de peptidehoofdketen.
De vrije amidegroepen langs de N-terminale zijde d@a helix kunnen waterstofbruggen vormen met
de vrije carbonylgroepen van een andere molecualgslde C-terminale zijde van de helix of in de lus
(deel b in figuur 2.6). [4, 5]

Onder invloed van deze twee processen zou zichedangrote supramoleculaire structuur vormen,
waarbij men eerst aggregatie heeft van het eeygte rodat één laag wordt gevormd, waarna
aggregatie van het tweede type optreedt en dusdehillende lagen zich op elkaar stapelen. Zo
verkrijgt men een supramoleculaire structuur die konnen fungeren als een ionenporie. Deze heeft
een hydrofiele binnenkant die coordinatie toela@n vkationen met de alcohol- en vrije

carbonylgroepen. Zo ontstaat er een kanaal datgpdsansport van ionen zou kunnen toelaten. De
functie van de vetzure staart is vermoedelijk hethegen van de membraanoplosbaarheid of het
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verankeren van het CLP in het membraan door irtieramet de vetzure groepen van de
fosfolipidelaag. Het is hoogst waarschijnlijk da biologische activiteit van andere helix-bevateend
CLP’s met amfipatisch karakter zoals WLIP, de psgidmines, amphisine en tensine eveneens op
deze manier te verklaren is.[5]

De auteur van het model beklemtoont echter dat @e@nalternatief mechanisme, waarbij individuele

moleculen of kleine oligomeren optreden als eemtsnobiele ionen dragers doorheen het membraan,
niet volledig kan uitsluiten. Toch lijkt het ergwaarschijnlijk dat dit laatste het geval zou zipndat

dit niet in overeenstemming is met de vorming ven grote supramoleculaire structuur in niet-polaire

solventen als dioxaan, chloroform en benzeen. Wahs is een organisch solvent niet zomaar te
vergelijken met de binnenzijde van een biologisoembraan, maar beiden vormen een apolaire
omgeving.[5]

2.2 Synthesestrategieén

Na in deel 2.1 de eigenschappen en de biologistiergrond van de molecule te hebben toegelicht,
wordt in dit deel besproken hoe men deze moleckdensynthetiseren. Mijn onderzoek bouwt voort
op de synthesestrategie die in voorafgaand werk Alopna Malinowska werd onderzocht.[6]

In haar literatuurstudie haalt zij twee synthesgsgzieén aan — op vaste drager — die mogelijkgutti
kunnen zijn om analogen van pseudodesmine A aaraken. De eerste werd ontwikkeld door Burke,
Knight en Chandrasekhar.[21] Een recentere stetegerd ontwikkeld door Stawikowski en
Cudic.[22] In 2.2.2 en 2.2.3 respectievelijk worddaze strategieén besproken en met elkaar
vergeleken.

Algemeen geldt dat de ringsluiting een van de njksié punten is bij de synthese van CLP’s.[21] De
cyclische structuur kan men verkrijgen door vormuagn een amide- of esterbinding. Experimenteel
wordt vastgesteld dat het (in het algemeen) gentijdseis om moleculen te cycliseren via de

vorming van een amidebinding dan via de vorming ean depsibinding.[23] Dat valt meer dan

waarschijnlijk te verklaren doordat een amine egtetnucleofiel is dan een alcohol.

Hoewel de onderstaande methodes beiden een straipgvaste fase inhouden, mag men hieruit
geenszins besluiten dat men CLP’s niet in oplosgiog kunnen maken. In de literatuur zijn er

voorbeelden gekend van CLP’s die ofwel helemaal [3i&, 24] of slechts gedeeltelijk op vaste fase
gemaakt worden.[25] Anderzijds is het zo dat memdside jaren '90 een significante voorkeur

vaststelt voor het maken van cyclische peptidervagte drager. De vaste drager heeft als grote
voordeel dat een overmaat aan reagens kan gelumiien om reacties volledig te laten aflopen.

2.2.1 Vasthechting via de zijketen

Als men kijkt naar voorbeelden van synthese van '€ldp vaste drager, waarbij de ringsluiting
gebeurt door de vorming van een amidebinding, kaen ntwee verschillende strategieén
onderscheiden. [23]

In een eerste aanpak wordt het peptide via Heta€bonzuur vastgehecht aan het hars en wordt de
lineaire precursor opgebouwd via synthese van dea@r de N-terminus. (figuur 2.7 A) De lineaire
precursor wordt vervolgens afgesplitst van het hemsde finale cyclisatie wordt uitgevoerd in
oplossing. Naast de methode van Chandrasekharrbgechin 2.2.2 bestaan er nog talloze andere
voorbeelden. [21, 26-28]
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De tweede aanpak ontstaat door een trifunctione@azuur op het hars te immobiliseren via zijn
Zijketen (‘side-chain attachmeit De cyclisatie gebeurt op vaste fase en velastgebruik van drie
niveaus van orthogonale bescherming. (figuur 2. MB)afsplitsing van het hars verkrijgt men het
cyclische product. De Stawikowski en Cudic stradgesproken in 2.2.3, is een voorbeeld van deze
werkwijze. In de literatuur vindt men ook nog areleorbeelden van CLP’s die op deze wijze

worden gemaakt.[29-33]
A) B)

Vasthechting aan zijketen van C-terminus

HN OO—O H,N—{AZ,—{AZ,HAZ;—AZ,—AZs—COOH

head-to-tail cyclisatie op vaste drager

Vasthechting aan C2- carbonzuur

af'splitsing

AZ,

AZ,

cyclisatie in oplossing afsplitsing

AZ,)

AZs

Figuur 2.7 Twee mogelijke strategieén voor het syhetiseren van CLP’s

Eén van de voordelen van de tweede methode iseddngisluiting gebeurt wanneer het peptide nog
gebonden is op de vaste drager. Omdat verankenoEd@e niet vrijelijk naar elkaar toe kunnen
bewegen, zullen intramoleculaire reacties bevodddei@m. In oplossing worden dergelijke condities
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enkel bereikt wanneer men onder sterk verdundeamuigtheden werkt. Men spreekt dan ook van een
pseudoverdunningseffect [29] Aangezien de ringsigiteen kop-staart sluiting is, vereist dit
noodzakelijkerwijze dat het oligopeptide op eenaxadplaats dan de C-terminus aan het hars wordt
vastgehecht. Er dient hiervoor dan ook gebruik géinge worden van de functionele groepen in de
zijketens van welbepaalde aminozuren. Dit brengtvbernaamste nadeel van deze methode aan het
licht: het vereist de aanwezigheid van geschikenictionele aminozuren in de peptidesequentie.

Hoewel voorbeelden gekend zijn van syntheses waainanobilisatie gebeurt via de zijketen
functionele groep, is weinig gekend in verband amthechting aan de vaste drager via Ser of Thr
Zijketens. Vroegtijdige afsplitsing via de vormingn dehydroalanine vormt hier immers een gevaar.
[29] Vasthechting via de zijketens van Asp [22, 88]Glu [30, 31] wordt dan ook beschouwd als een
meer betrouwbare werkwijze.

2.2.2 Burke, Knight en Chandrasekhar methode

Voor viscosine, een gelijkaardige CLP binnen deelfroep als pseudodesmine, werd reeds een
syntheseroute opgesteld. Vanwege de veelbeloveritérae en antimicrobiéle eigenschappen tegen
verschillende mycobacterién [34] werd inderdaadyallw naar de structuur van deze verbinding
gezocht, maar ook naar een route om dit producstet&rijgen. Burke, Knight en Chandrasekhar
ontwikkelden een syntheseroute voor viscosine B91€figuur 2.8) [21]

In deze route wordt eerst een lineaire precursaragét op vaste drager. Na afsplitsing wordt het
peptide in oplossing gesloten door de vorming v@mamidebinding tussamSer(OBzl)-OH, dit is de
C-terminus van de precursor, en de aminegroepLvd®. Na benzyl-ontscherming bekomt men
viscosine. Het chromatogram en NMR-spectra varsymthetische viscosine zijn identiek aan dat van
het natuurlijke product.

Als eerste bouwsteen wordt FmpeSer(OBzl)-OH vastgehecht aan het alkoxybenzyltatbars via
activatie met DIC en 0.1 equivalent DMAR)( De volgende vier aminozuren worden gekoppeld via
de standaardaanpak, waarbij na Fmoc-ontschermingplgende Fmoc-beschermde aminozuur wordt
ingevoerd via activatie met HOBt/DCC in DMB)(

Na Fmoc-ontscherming van het laatste aminozuueikeden, wordt het ‘vertakkingspunt’ ingevoerd.
Dit is D-allo-Thr waarbij de zijketen onbeschermd wordtengerd.(C) Wil men dit Fmocd-allo-
Thr(OH)-OH koppelen via DCC, dan zou men een sicgunite hoeveelheid acylering van deze
Zijketen kunnen veroorzaken. Daarom wordt in dezmtegie gebruik gemaakt van een
pentafluorofenylester vamrallo-Thr, daar het gekend is dat dit type estasdlar met amines dan met
alcoholen reageren.
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HO—Q) WANG HARS

l Fmoc-D-Ser(OBzl)-OH/DCC/DMAP A
?le
Fmoc—D—Ser—O stappen herhaald voor:
Fmoc- L- Leu-OH
1) Fmoc-ontscherming(20% piperidine/ DMF)\  Fmoc- D-Ser(OBzl)-OH B
2) Koppeling (Amino acid/ HOB DCC/ DMF) |  Fmoc- L- Leu-OH,
Fmoc- D- Val-OH,
respectievelijk

OBz (l)BzI
Fmoc-D-VaI-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser—O

1) Fmoc-ontscherming ¢
2) Koppeling (Fmoc-D-allo-Thr(OH)-OPfp/DMF/ 5 uur schudden)
(I)le ?le
Fmoc-D-aIIo-Thr-D-VaI-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser—O
|
OH
1) Fmoc-ontscherming (20% piperidine/DMF)
2) Koppeling (Fmoc-D-Glu(OBzl)-OPfp) D
?le (I)BZI (l)BzI
Fmoc-D-Glu-D-allo-Thr-D-Val-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser—()
|
OH Koppeling (Boc-lle-OH/DCC/DMAP)
E

(l)BzI OBz Cl)BzI
Fmoc-D-GIu-D-aIIo-Thr-D-VaI-L-Leu-D-Ser—L-Leu-D-Ser—O

|
O-L-lle-Boc 1) Fmoc-ontscherming(20% piperidine/ DMF) F
2) Koppeling (Fmoc-L-Leu-OH/ HOBt/ DCC/ DMF)

0 Cl)BzI ?BZ| (l)BzI OBzl ?le
D-alIo-Thr-D-VaI-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser‘O Fmoc-L-Leu-D-GIu-D-aIIo-Thr-D-VaI-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser—O
HN | |
O-L-lle-Boc O-L-lle-Boc
¢ 1) Fmoc-ontscherming(20% piperidine/ DMF) G
pyroglutamaat nevenproduct 2) Koppeling HDZ-OPfp
CI)BZI CI)BZI Cl)BzI
HDZ-L-Leu-D-Glu-D-allo-Thr-D-Val-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser—()
|
O-L-lle-Boc H

1) Afsplitsing (TFA/DCM)
2) Zuivering
?le ?le ﬁ)BzI
HDZ-L-Leu-D-Glu-D-allo-Thr-D-Val-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-OH

|
O-L-lle-NH,
J Sluiting (BOP-CI, NEt; in dioxaan)

(l)BzI (l)BzI ?le
HDZ-L-Leu-D-Glu-D-allo-Thr-D-Val-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser —|

O-L-lle

Figuur 2.8 Burke, Knight en Chandrasekhar route. Gebaseepliblicatie Burke, Knight en Chandrasekhar [21]

Wanneer men nu een ester tracht te vormen doorekiogpran het alcohol van Fmaeallo-Thr met
het carbonzuur van Boc-lle, treedt een ongewer@teN-acylshift op tijdens de daaropvolgende
Fmoc-ontscherming in basisch milieu. Een succeswlategie om dit te vermijden, is om eerst de
volgende amidebinding te vormen door het Fmoc-twisnde hars te koppelen met Fnmsc-
Glu(OBzl)-OPfp D), en slechts daarna de esterbinding te vorni®n Een omgekeerde NO-
acylshift wordt niet verwacht aangezien in nietezomstandigheden wordt gewerkt. (figuur 2.9) [35,
36]
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Figuur 2.9 Reversibele O-N-acylshift. Overgenomen uit [35]

Bij de Fmoc-ontscherming van FmoeGlu(OBzl) in stapF kan er in belangrijke mate cyclisatie met
vorming van een pyroglutamaat optreden. Door der dtan de reactie te beperken en deze
onmiddellijk te laten volgen door de koppeling niémoci-Leu-OH (DCC/HOBt) werd deze
zijreactie vermeden. Tot slot werd het lineairetjkpafgewerkt door de N-terminus te acyleren met
het Pfp-ester van-3-hydroxydecaanzuurG) Men maakt hierbij andermaal gebruik van het Figee
om reactie met de threonine alcoholgroep te vesnijd

Na afsplitsing van het lineaire peptidg)(dient men eerst een HPLC-zuivering uit te voevest, het
voornaamste knelpunt in deze route is. Wil men olehoorlijke hoeveelheden eindproduct
beschikken, dan dient men dus eerst een aanzeehigkveelheid lineaire precursor te isoleren om te
compenseren voor de verliezen die gepaard gaademetzuivering. Hiervoor wordt een apolairg-C
kolom aangewend.[37] Pas hierna wordt de ringsigitiitgevoerd|(. Daar dit in oplossing gebeurt,
dient de concentratie voldoende laag gehouden tdemmm polymerisatiereacties te vermijden. In de
laatste stap worden de benzyl-beschermgroepenijderdj waarna een finale HPLC-opzuivering kan
plaatsvinden.

Samengevat kan men stellen dat het voordeel vaa stegtegie is dat een synthese wordt beschreven
voor een molecule die heel goed lijkt op pseudodesm, waardoor men kan verwachten dat men
een quasi identieke werkwijze kan uitvoeren voatdagenoemde CLP. Anderzijds is het rendement
van deze strategie vrij laag onder meer door meerdelen een moeilijke zuivering met HPLC.
Daarnaast maakt men gebruik van benzyl-beschermgnodie men finaal dient te verwijderen en ook
dient men de ringsluiting uit te voeren onder steridunde omstandigheden.

2.2.3 Stawikowski en Cudic methode

Stawikowski en Cudic ontwikkelden een route vooisgethese van analogen van fusaricidine A. Dit
is een CLP met antibiotische eigenschappen dablgersl werd uit eeBacillus polymyxaT-8 stam.

Deze strategie maakt eveneens gebruik van de stah&éfanoc/tBu aanpak. Anders dan in de vorige
methode wordt het eerste aminozuur aangehechteviaijketen aan de vaste drager. Het lineaire
peptide, inclusief de vetzure staart, wordt gemam&t behulp van orthogonale beschermgroepen,
waarna eetmead-to-tail cyclisationkop-staart sluiting) wordt uitgevoerd terwijl dadaire precursor
nog steeds is vastgehecht op vaste fase.[22] Dexe wordt schematisch voorgesteld in figuur 2.10.
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HzN_O TentaGel S Ram hars

vasthechting eerste bouwsteen via zijketen (Fmoc-D-Asp-OAllyl)/

HBTU/HOBYDMAP

Fmoc-D-Asp-OAllyl

1) Fmoc-ontscherming(20% piperidine/ NMP)
2) Koppeling (Amino acid/ PyBOP/ DIPEA/ NMP)

Fmoc-Thr-D-Val-Val-D-Thr(OtBu)-D-Asp-OAllyl

1) Fmoc-ontscherming (20% piperidine/NMP)
OH 2) Fmoc-ADZ-OPfp/HOBYDMF
3) Alloc-D-Ala-OH/DIC/DMAP

Fmoc-ADZ-Thr-D-Val-Val-D-Thr(OtBu)-D-Asp-OAllyl

O-D-Ala-Alloc 1) Pd(PhsP),/CHCI3/AcCOH/NMM

2) PyBOP/HOBY/DIEA/DMF

?

Fmoc-ADZ-Thr-D-VaI-VaI-D-Thr(OtBu)-D-Aspf—‘

0O-D-Ala

1) Fmoc-ontscherming (20% piperidine/NMP)
2a) 1H-pyrazole-1-carboxamidine/DIEA/DMF
60% of
2b) N,N-bis(tert-butoxycarbonyl)thiourea/
Mukaiyama's reagent
3) ReagentK

zT

&

o
o
s

HaN

. c
i
s /CH ‘CH.C/ =

stappen herhaald voor:
Fmoc- D- Thr(OtBu)-OH
Fmoc- L- Val-OH,
Fmoc- D- Val-OH,
Fmoc- Thr(OH)-OH
respectievelijk

ADZ= 12-aminododecaanzuur
OPfp= pentafluorofenylester

Figuur 2.10 Stawikowski & Cudic route. Aangepast uit publicadimwikowski en Cudic [22]

Een PEG-bevattend hars (TentaGel S Ram) bleek dere synthese het meest geschikt. Het eerste

aminozuur Fmo®-Asp-OAllyl wordt via de zijketen vastgehecht aarnt dars via een

HBTU/HOBY/DMAP procedure, waarna de klassieke Fmgebaseerde koppelingsprocedure wordt

gebruikt voor de aanhechting van de volgende vignazuren.
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Het laatst gekoppelde threonine residue wordt iogev met een onbeschermde alcoholfunctie,
zodanig dat de esterbinding kan gevormd worden dompeling met Alloo>-Ala. Volgens de
literatuur is het gebruik van DIC/DMAP de beste Inoete voor het maken van esterbindingen op
vaste drager. [27] Bij een poging om hierna de Fbeschermgroep te verwijderen van de Thr3 met
piperidine, stelde men vast dat eem>ON-acylshift optreedt. Dit is in overeenstemmingtmvat in de
literatuur wordt beschreven: “ peptiden die onbestitde Ser of Thr residuen bevatten, ondergaan een
N->0O acylshift onder zure omstandigheden, terwijl Hhédotstellen van de corresponderende
depsipeptiden aan een basisch milieu, leidt taegenovergestelde-®N acylshift”.[35, 36]

Een elegante oplossing voor dit probleem werd &awikowski en Cudic ontwikkeld door eerst 12-
aminododecaanzuur in te bouwen in de lineare psecurooraleer Allo@-Ala6 te koppelen met
vorming van de esterbinding. [22] Hierna worden Alioc en Allyl beschermgroepen selectief
verwijderd door behandeling met Pd¢Ph [38], waarna het lineaire peptide gecycliseerd word
tussen d®-Ala6 enD-Asn5 residuen.

De aminegroep van de vetzure staart wordt tenestmtigezet in de gewenste guanidinium groep.
Finale ontscherming en afsplitsing werden uitgesdtoret de klassieke ontschermingscocktail reagens
K. Na afsplitsing van het eindproduct wordt eenmaten zuivering met HPLC uitgevoerd. [6, 22]

Samengevat is deze methode dus een vlotte enéetficiprocedure die geniet van het pseudo-
verdunningseffect bij de ringsluiting. Een nadesh vleze procedure is dat een geschikt trifunctionee
aminozuur dient aanwezig te zijn nabij de C-terrainu

2.3 Doelstellingen

2.3.1 Ontwikkelen van een efficiénte syntheseroute naar analogen van pseudodesmine A

Zoals eerder geillustreerd is pseudodesmine A een imteressante verbinding omwille van zijn
biologische activiteit en zijn zelfassociatiegediagarom is het de eerste doelstelling van dit veenk
een syntheseroute op punt te stellen om deze wnigien te maken. Om dit doel te bereiken werd in
preliminair werk besloten om de hoger beschrevedicatrategie uit te proberen omdat deze als
efficiénter wordt beschouwd gezien de cyclisatigexoerd wordt op de vaste drager. Een route werd
hierbij uitgestippeld gebaseerd op de StawikowskH€C methode. (figuur 2.11)

De eerste bouwsteen zal via de zijketen wordergeastht aan het TentaGel S Ram hars. Aangezien
de synthese van C naar N-terminus verloopt, woe#toght naar een beschikbare zijketen voor

vasthechting zo dicht mogelijk bij de C-terminuds Anen het peptide optekent met de N-terminus

links en de C-terminus rechts, dan stelt men vasiSer8 als meest preferentiéle positie naar voren
komt als aanhechtingspunt. (figuur 2.11)

3 8 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9
HDZ-L-Leu-D-GIn-D-allo-Thr-D-Val-D-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-Ile

o
Figuur 2.11 Mogelijke posities voor vasthechting zijketen
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Er werd gekozen om de zijketen vast te hechtemetacarbonzuur eerder dan via een alcoholfunctie
en aldus (zie deel 2.2.3) werd besloten om de &exervangen door een Asp8. Vermits deze een
amidebinding vormt op het TentaGel S Ram harspmai na afsplitsing uiteindelijk een Asn residu
verkrijgen. Deze keus werd gemaakt om in eersteitie aandacht te kunnen besteden aan de
problematiek van de peptidesynthese en de ringgduzonder dat er rekening dient gehouden te
worden met de mogelijke extra complicaties die @eaholaanhechting met zich meebrengt.

Daarnaast is er ook een tweede modificatie aarihdproduct die doorgevoerd wordt omwille van
tijdsbeperkingen. In plaats van R-3-hydroxydecaanzuordt in deze route gebruikt gemaakt van
decaanzuum-hydroxydecaanzuur is enkel beschikbaar als eamiach mengsel en de tijdsduur van
dit project liet een langdurige opzuivering tot lkeantiozuivere product (via herkristallisatie raen
chiraal organisch kation) in eerste instantie et Deze laatste modificatie verandert niets aan d
werkwijze. Zo bekomt men de route die weergegeverdtnn figuur 2.12.

? ?

H,N- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

Fmoc
TentaGel S-Ram resin 1) Fmoc ontscherming (20% piperidine/ NMP) OH
2) Koppeling (Aminozuur/ PyBOP/ DIPEA/ NMP)

stappen herhaald voor:

Fmoc- D- Asp- OAllyl,Fmoc- L- Leu, Fmoc- D-
Ser(OtBu), Fmoc- D- Leu, Fmoc- D- Val, Fmoc-
D-allo-Thr respectievelijk

1) 20% piperidine/ NMP
2) Fmoc- D- GIn(NTrt)- Pfp

3) 20% piperidine/ NMP
DZ- L- Leu- D- GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

4) Fmoc- L- Leu- OPfp OH
5) 20% piperidine/ NMP
6) DZ- OPfp

Alloc-L- lle
_— DZ- L- Leu- D- GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
DIC/ DMAP/ CH,Cl,

O-L-lle-Alloc

1) Pd(PPhg)

2) HATU/HOAUNMM DZ- L- Leu- D- Gln- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn~‘

3) afsplitsing van hars |
O-L-lle
Figuur 2.12 Syntheseroute naar analogen van pseudodesmine A

De synthese wordt gestart met de aanhechting viacangonzuur (van de zijketen) varAsp-OAllyl
aan het hars. Bescherming van het carbonzuur imodédketen is hiervoor noodzakelijk. Dit wordt
beschermd met een Allyl-groep die selectief veranjdkan worden net voor de finale sluiting.

De vijf volgende aminozuren zullen worden gekoppader gebruik te maken van standaard Fmoc-
ontscherming (20% piperidine/NMP) en standaard kbpgsmethoden (PyBOP/DIPEA/NMP). Na
de koppeling van Fmop-allo-Thr zullen we gebruik maken van het gepreeeiide Fmoo-
GIn(NTrt)-OPfp om uitsluitend koppeling op de vrijdH, groep te bekomen en niet op de vrije -OH
groep. OmL-Leu en DZ te koppelen wordt omwille van dezelfdelen gebruik gemaakt van hun
gepreactiveerde vorm (respectievelijk Fmekceu-OPfp en DZ-OPfp)

Het laatste aminozuur, Alloc-lle, wordt aangehedhteen esterbinding met het alcohol vaallo-
Thr waarbij gebruik wordt gemaakt van DIC/DMAP. [eatste en wellicht moeilijkste stap is de
ringsluiting, door de vorming van een amidebindiugsen Alloc ontschermd-lle9 en Allyl-
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ontschermdd>-Asp8. Met behulp van Pd(PBhkunnen deze beide beschermende groepen selectief
verwijderd worden [39] waarna met behulp van HATO®/NMM de molecule kan gecycliseerd
worden. Finale afsplitsing van het hars kan daregedn met een 95% TFA oplossing.

In het preliminaire werk (uitgevoerd door A. Malimska) werd enkel de koppeling van de eerste zes
aminozuren bereikt. Deze route zal worden voortigere het hexapeptide dat in het voorgaand
onderzoek werd gesynthetiseerd.[6] In hoofdstulal7de synthesab initio herhaald worden waarbij
ook de mogelijkheid tot gedeeltelijke automatisaaéworden onderzocht.

2.3.2 Onderzoek naar zelfassociatiegedrag van analogen van pseudodesmine A

Nadat het pseudodesmine A analoog is gemaakt,izahed NMR onderzocht worden. Een NMR-
spectrum van deze molecule zal worden opgenomerowel een polair (CECN) als een apolair
solvent (CDCJ). Met deze spectra krijgt men niet alleen een mwe® de zuiverheid van de molecule,
maar men zal ook kunnen onderzoeken of dit anal@neens zelfassociatiegedrag vertoont in
apolair milieu. Hiermee kan meteen de impact vannuwmificaties op de totale conformatie
onderzocht worden
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Hoofdstuk 3: Gebruikte materialen en methoden
3.1 Synthese van peptiden op vaste drager

Peptidesynthese op vaste drager werd oorspronkehitwikkeld door Merrifield in 1963.[40]
Sindsdien is deze synthese op vaste fase steedty wmtwikkeld en uitgegroeid tot een van de meest
gebruikte methoden om oligopeptiden te maken.[41]

Bij synthese op vaste fase is het peptide geboogdezen onoplosbare drager. Het grote voordeel ten
opzichte van synthese in oplossing, is dat men e@mmaat aan reagentia kan gebruiken om de
reacties volledig te doen aflopen, waarbij ongeeeade reagentia verwijderd worden door
eenvoudige filtratie en wasprocedures. De eenveugigcedure laat automatisatie toe, waardoor de
benodigde tijd voor de synthese sterk vermindelierddor is het wel noodzakelijk dat elke
individuele stap verloopt met een hoog rendement. slot is er ook nog het voordeel van het
pseudoverdunningseffect bij cyclisatie van peptidpmet hars.

Een belangrijk nadeel is dat de synthese op vastged moeilijk op te volgen is: het is immers niet
mogelijk het reactieverloop te volgen of de zuiwdhte analyseren met bijvoorbeeld TLC of LC-MS.
De ontwikkeling van kleurtesten komt hier in zekerate aan tegemoet, maar meestal zal men een
proefafsplitsing op kleine schaal moeten uitvoesemdit materiaal dan te onderwerpen aan LC-MS
analyse. Een ander nadeel is dat het niet mogsligfn nevenproducten, die ontstaan op vaste fase,
tussendoor te verwijderen. Opzuivering met HPLCinale afsplitsing van het hars kan dit meestal
oplossen.

Bij peptidesynthese op vaste fase wordt het aminodaorgaans vastgehecht met zijn C-terminus aan
het hars terwijl de N-terminus tijdelijk beschermdrdt. De synthese zal dan doorgaan van de C-
terminus naar de N-terminus. Dit is omgekeerd aan ribosomale synthese, waarbij de
ketenverlenging plaatsvindt van de N- naar de @itars. Peptidesynthese bestaat uit repetitieve
cyclussen van als eerste een ontscherming varfded¢hermgroep en als tweede de koppeling van
het volgende beschermde aminozuur. De functiormelepgn van de zijketens worden ook beschermd,
zodanig dat enkel de gewenste functionele groepsretkaar kunnen reageren.[42]

In figuur 3.1 wordt dit uitgewerkt voor een harszet type TentaGel S Ram met een Fmoc-groep als
tijdelijke a-NH,-beschermgroep. Het eerste aminozuur wordt verdrdan het hars met vorming van
een amidebinding. Vervolgens wordt-beschermgroep verwijderd waardoor het vrije -Nii de
volgende stap kan reageren met de carbonzure graepeen volgende Nbeschermd aminozuur, dat
voordien reeds geactiveerd werd. Voor deze activastaan verschillende manieren, waarvan er een
aantal worden besproken in paragraaf 3.3. Deze tstappen worden herhaald tot het laatste
aminozuur is gekoppeld. Hierna volgt een Fmoc-dr@sning en wordt het peptide van het hars
gesplitst. Bij dit hars zal dit gebeuren door hatshin contact te brengen met een 95:5 TH&H
mengsel, waarbij simultaan ook de zijketen beschaymvordt opgeheven.

Over het algemeen geldt dat synthese op vastehiiseneest relevant is wanneer men een aantal
milligram van een peptide wil verkrijgen. Voor irgttiéle synthese waarbij men kilogram
hoeveelheden nastreeft, is synthese in oplossihgste keuze.[42]
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Figuur 3.1 Algemene strategie voor lineaire peptidg/nthese op vaste fase. Gebaseerd op [42]

3.2 De vaste drager

Als vaste drager werd gekozen voor het TentaGeb® Rars.[6] Dit hars is een graft-copolymeer,
waarbij PEG geént werd op DVB-vernet polystyreeret gewichtsprocent van de PEG-spacer ligt
tussen de 50% en 70%. De PEG-tentakels zijn aaruheimden verbonden met een linker. (figuur
3.2)

TentaGel harsen combineren de eigenschappen vgmede oplosbaarheid van de PEG-spacer met de
robuuste en onoplosbare polystyreenmatrix. Hieradeandt een stabiel hars bekomen met een unieke
flexibiliteit en zwellingseigenschappen. Dit harelt in een divers aantal polaire en apolaire

solventen waardoor men reacties in verschillendeeaten kan uitvoeren. Een ander voordeel is dat
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de peptidesynthese plaatsvindt aan het uiteindedeafiexibele PEG-tentakels, welke een goede
flexibiliteit en solvatatie hebben, zodat reactieguasi homogene omstandigheden doorgaan.[43]

‘ PS-Matrix H PEG-Spacer H Linker

(rn-u

¢~<_‘>_f\ NN O e gl SO CH O K
T\

Figuur 3.2 Opbouw van een TentaGel hars

Om het peptide te verankeren maar ook weer losateemvan de vaste drager, wordt gebruik gemaakt
van een linker. In ons geval wordt gebruik gemaakt de zuurgevoelige “S-Ram”-linker. De
structuur van de aangekochte TentaGel S Ram hamsee&sgegeven in figuur 3.3. Na Fmoc-
ontscherming verkrijgt men een vrije amine funcsiliteit waaraan de aanhechting van het eerste
aminozuur plaatsvindt.

®

OCH3
Tenta Gel S Ram

Figuur 3.3 TentaGel S Ram (Fmoc-beschermd)

De linker speelt ook een belangrijke rol bij depdifsing van het finale peptide. Om het peptidéeaf
splitsen gebruikt men een 95:5 TFAM mengsel. Bij de afsplitsing wordt een benzhydryl
carbokation gevormd zoals aangegeven in figuur B#. carbokation wordt door resonantie
gestabiliseerd door de twee aromatische ringenethary substitutie in ortho en parapositie.
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Figuur 3.4 Mechanisme voor de afsplitsing van hetgptide van de vaste drager

3.3 Beschermgroepen

Voor de gecontroleerde synthese van peptiden ideherming van de functionele groepen een must.
Het is duidelijk dat het noodzakelijk is om de ftionele groepen die niet betrokken zijn in de
gewenste amidebindingsvorming tijdelijk te blokkefe te beschermen). [42]

In het algemeen, zijn er drie types beschermingiserTen eerste dient men dé-amine groep van
het te koppelen aminozuur te beschermen. Men dpreek “tijdelijke” bescherming omdat deze
beschermgroep hierna meteen verwijderd wordt vedeaghpeling van het volgende aminozuur.

Het tweede type heeft betrekking op de bescherwangde zijketens. Aminozuren die in hun zijketen
een functionele groep hebben worden zo beschermd zippeacties. Deze beschermgroepen moeten
kunnen weerstaan aan de condities die gebruiktevobi de herhaaldelijke ontscherming van de N
beschermgroep. Daarom worden zij “permanente” lrsairoepen genoemd, hoewel zij na de laatste
koppeling ook selectief ontschermd kunnen worden.

Het derde type is de beschermgroep voor de C-tesniDe grote bijdrage van Merrifield situeert zich

hier. Merrifield introduceerde immers een polymeeshals beschermgroep, met als gevolg dat
peptidesynthese kan uitgevoerd worden op een osiogte drager. (zie 3.2)[40, 42] In de synthese
beschreven in dit werk zal de vaste drager echaer tzet carbonzuur van een zijketen worden
vastgehecht, terwijl het carbonzuur van de hoofetkebeschermd wordt met een Allyl-groep.

Zeer belangrijk is dat deze verschillende beschesepen onderling compatibel zijn, zodanig dat

beschermgroepen van het ene type verwijderd kummeden zonder de beschermgroepen van het
andere type aan te tasten. Als dit het geval isspmeekt men van orthogonale bescherming.[42] In
wat volgt worden de 3 gebruikte orthogonale besolyjesepen besproken

3.3.1 Fmoc-beschermgroep voor tijdelijke N*-bescherming

In dit werk wordt gebruik gemaakt van een Fmoctsgiz. Dit betekent dat men een Fmoc-groep als
tijdelijk a-aminebeschermgroep gebruikt. En andere mogelikisetle Boc-strategie. Het nadeel van
deze laatste strategie is dat deze het gebruikwveaderstoffluoride vereist, een reagens dat men om
veiligheidsoverwegingen liever vermijdt.

Fmoc-beschermde aminozuren kunnen commercieel lkacige worden. De aminegroep wordt
beschermd als een carbamaat en kan ontschermdwmtebehulp van een base. De meest gebruikte
procedure is een 20% piperidine oplossing in DMB] Het mechanisme van de Fmoc-ontscherming
wordt voorgesteld in figuur 3.5.
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Figuur 3.5 Fmoc-ontschermingsmechanisme

3.3.2 Bescherming van de zijketens

Wanneer de Fmoc-groep gebruikt wordt als tijdellpeschermgroep, dan wordt meestal gekozen voor
de tert-Butyl-groep als zijketenbeschermgroep. B2, 44] In dit werk wordt de alcoholfunctie van
Ser zo beschermd. De zijketen van GIn wordt besatiemet een Trityl-groep. Beiden zijn
zuurgevoelige groepen. De aangewezen condities artscherming zijn respectievelijk 90% en 1%
TFA in waterige oplossing. [44] In dit werk zal ezhter gebruik worden gemaakt van 95:5 TFAH
als ontschermingsconditie, aangezien de ontschgrwan de zijketens simultaan met de afsplitsing

van het hars gebeurt.
je
L <y
% O

tert-butyl '
er-buly Trityl

Figuur 3.6 Bescherming van de zijketens

3.3.3 Allyl en Alloc-bescherming

De in dit werk gebruikte synthesestrategie verdist gebruik van een derde orthogonale
beschermgroep. De meest voor de hand liggende keuiloc- (en allyl) bescherming.[22] Deze
groepen zijn compatibel met de zure en basischecbhetmingscondities, die respectievelijk vereist
zijn voor zijketen en Fmoc-ontscherming.

De Allyl en Alloc-groep kunnen selectief verwijdewbrden met behulp van een Pd-katalysator en
een nucleofiele scavenger. In sommige omstandighkde deze scavenger ook Fmoc-ontscherming
veroorzaken, maar het is mogelijk om conditiesrtievikkelen waarbij dit niet gebeurt, zodat Allyl en
Alloc perfect orthogonaal zijn met de Fmoc/tBu-stgge. [38] Dit laat het gebruik van Allyl en Allec
beschermgroepen toe in een ruime chemische comtaarbij respectievelijk een carbonzuur en een
amine beschermd worden. [38, 39, 45-47]

Er bestaan verschillende procedures en reagenti@era groepen selectief te verwijderen, maar
aangezien het zoeken naar de meest ideale procei@tiieinnen de doelstelling ligt van deze thesis
wordt gebruik gemaakt van een betrouwbare methatle, vaak wordt toegepast in de
onderzoeksgroep. [39]
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Figuur 3.7 Boven: Allylontscherming, onder: Alloc mtscherming

Algemeen verlopen een Allyl en een Alloc ontschegrzoals voorgesteld in figuur 3.8.
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Figuur 3.8 Vermoedelijk mechanisme voor Allyl en Alloc-ontscherming. Overgenomen uit [38]

Als katalysator wordt tetrakis(trifenylfosfine)padlium(0) gebruikt, maar de eigenlijke katalysator i
het onverzadigde bis(trifenylfosfine)palladium(®@raplex. De katalytische cyclus omvat twee
belangrijke stappen. In de eerste stap, na codréiman de dubbele binding, gebeurt een oxidatieve

additie waarbij Y wordt uitgestoten als leavinge&poln dit proces wordt eenallylcomplex gevormd
en stijgt de oxidatietoestand van’Pdar Pd'.
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In de tweede stap van de cyclus, een reductievaingtie, valt een nucleofiel aan op het
allylcomplex; hierbij wordt het oorspronkelijke kéittische complex hersteld. Dit nucleofiel wordt
ook de scavenger genoemd. Hierbij dient opgemeaakirdhet geval van een Alloc-ontscherming er
een amine ontstaat dat eveneens als nucleofielogtneden, waarbij een stabiel allylamine wordt
gevormd. Om dit te vermijden wordt een overmaat seavengers (tributyltinhydride en morfoline)
toegevoegd.

Wanneer men gebruikt maakt van;BoH als scavenger bij de Alloc ontscherming, dasteat in de
katalytische cyclus het tributyltincarbamaat. (figuB.9) De aanwezigheid van een protondonor is
vereist voor de finale afwerking met vorming van amine.[48] Als protondonor kan,8 gebruikt
worden, aanwezig als vocht (niet gedroogde) DCM.

@)

R ‘“)L@
~ — > RNH, +CO, + HO——SnBu,

|I:l| O——SnBu; +H,0

Figuur 3.9 Finale afwerkingsstap met water als pratndonor

3.4 Koppelingsmethoden

Om een amidebinding te vormen, wordt de C-termomgezet in een meer reactieve groep, zodanig
dat de a-aminegroep hier een nucleofiele substitutie op kémoeren. Als activator wordt een
koppelingsreagens gebruikt, waardoor het rendemerde reactiesnelheid enorm vergroot worden.
Een aantal koppelingsmethoden worden hier besproken

3.4.1 Carbodiimides

Carbodiimides behoren tot de meest populaire aatigereagentia. Het meest gekende voorbeeld is
DCC. Dit heeft wel als nadeel dat tijdens de acinge het onoplosbare dicyclohexylureum wordt
gevormd. Daarom wordt bij synthese op vaste dresjeeds meer DIC gebruikt, waarvan het
ureumnevenproduct beter oplosbaar is in organisohenten. Bij het gebruik van DCC en DIC stelt
men wel vaak het voorkomen van epimerisatie vd&t.49, 50]

<:>7N:C:N—<:> >7N:C:N4<
DCC DIC

Figuur 3.10 carbodiimides

3.4.2 Actieve esters

Veel zijreacties die voorkomen bij carbodiimidesnkan vermeden worden door additieven toe te
voegen zoals HOBt of HOAt die het carboxylaat oneretin een actieve ester. Deze
koppelingsreagentia versnellen de reactie aangeali verminderen problemen met epimerisatie.
HOALt is iets reactiever dan HOBt. Dit komt doordat pyridine stikstof van HOAt via waterstofbrug
interactie heti-amine helpt om het actieve ester aan te vallem dfgeekt ook van intramoleculaire
assistentie.
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Figuur 3.11 Additieve koppelingsreagentia

3.4.3 Koppelingsreagentia

Het nadeel van de actieve esters is dat zij eerafgaande activatie vereisen. Daarom werden nieuwe
in situ reagentia ontworpen. De meeste ervan zijn gebdsgede fosfonium- en uroniumzouten van
HOBt en HOAt. Deze geven aanleiding tot erg snkbippelingen, zelfs met sterisch gehinderde
aminozuren.

) .
VON © N\(BN
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Figuur 3.12 Representatieve fosfonium en uroniumzdan

Het BOP reagens wordt vervangen door het PyBORersagmdat bij BOP het kankerverwekkende
hexamethylfosfortriamide wordt gevormd. Een tertidhase wordt toegevoegd om de carboxylgroep
te deprotoneren, waarna het carboxylaat het fasfomif uroniumzout aanvalt. Zo wordt het reactieve
acyloxyfosfoniumzout gevormd en het oxyanion vanBiiCHet oxyanion zal vervolgens aanleiding
geven tot de OBt-ester waarop hedmine aanvalt met vorming van de amidebindingufir 3.13)
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Figuur 3.13 Mechanisme van koppeling met BOP [42]

Voor de uroniumzouten (het is eigenlijk juister @@ amidiniumzouten te noemen[42]) geldt een
vergelijkbaar reactiemechanisme. De uroniumzouijeriets reactiever dan de fosfoniumzouten bij de
koppeling van gehinderde aminozuren of cyclisatian vpeptiden.[42] Anders dan de
fosfoniumderivaten kunnen uroniumzouten aanleidjegen tot zijreacties. Uroniumzouten kunnen
immers ook reageren met hetamine, waardoor een guanidiniumproduct gevormddiven de
ketenverlenging stopt. Men kan dit vermijden dbet te koppelen aminozuur vooraf te activeren en
door geen overmaat koppelingsreagens te gebrutkgn.|

3.5 Kleurtesten

Zoals al eerder vermeld, is het moeilijk om reacte de vaste drager te volgen. Vooral het opvolgen
van de ontscherming en koppeling is zeer belanghNfanneer men reeds een koppeling start als nog
niet alle Fmoc-groepen zijn ontschermd, dan knijgin in een volgende cyclus naast het gewenste
peptide ook een deletiepeptide. Dit is een peptateéén aminozuur mist ten opzichte van het beoogde
peptide. Het aflopen van een reactie wordt gekekimgoor de aan- of afwezigheid van vrije
aminefuncties.

In tegenstelling tot reacties in oplossing is het mogelijk om vaste fase reacties te volgen neet d
conventionele technieken zoals TLC, ESI-MS en rmutNMR, tenzij een proefafsplitsing wordt
uitgevoerd op ongeveer 1 mg hars. Daarom werdamtkkten ontwikkeld die toelaten om de reactie
te volgen op slechts enkele korrels. In dit werkdvgebruik gemaakt van onderstaande kleurtesten.

Deze kleurtesten geven slechts een algemeen idee de effectiviteit van koppeling en
ontschermingsreacties, maar zeggen niets over iderkaid of over ongewenste reacties. Om dit te
controleren is een proefafsplitsing vereist. De shgeschikte analyse die dan uitgevoerd kan worden
is LC-MS.
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3.5.1 TNBS-test

Trinitrobenzeensulfonzuur (TNBS) reageert onmidjkeihet vrije primaire aminefuncties. Wanneer
het hars vrije aminefuncties bevat, zullen dezesereteageren en hierbij zullen de korrels een eranj
tot rode kleur krijgen (figuur 3.14). Zijn er geerije aminefuncties aanwezig, dan blijven de karrel
kleurloos. De test is niet geschikt voor secundainesterisch gehinderde amines omdat deze vaak
aanleiding geven tot een vals negatief resultdgt.[5

NO NO,

2 0 o H
E( DIPEA N
N
0+ O_NHz —_— /@: \O
ozN/éj[No2 0N NO,

TNBS

GEEL KLEURLOOS ORANJE KORRELS
Figuur 3.14 De TNBS-test

3.5.2 NF31-test

De NF31-test, ontwikkeld in deze onderzoeksgrospeen meer gevoelige test die ook geschikt is
voor de detectie van sterisch gehinderde aminoziDere test is gebaseerd op de reactie tussen vrije
aminefuncties op het hars en de para-nitrofenyleste een Disperse Red 1 derivaat. De reactie gaat
door bij 70° C. Wanneer de amidebinding gevormddiyarullen de korrels rood kleuren. Wanneer
geen vrije aminefuncties aanwezig zijn kan de Id&drniet covalent gebonden worden en blijven de
korrels kleurloos. Belangrijk is wel dat de korrglddoende gewassen worden (om de overmaat aan
kleurstof te verwijderen) omdat anders een val#tipbsesultaat kan ontstaan.[53]
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% o
NF31 + —_— _>7NH
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NO,

ROOD KLEURLOOS RODE KORRELS
Figuur 3.15 De NF31-test

3.5.3 NF31/DMAP-test

Deze test is een modificatie van de vorige tegtvorpen om vrije alcohol- en thiolgroepen op vaste
drager aan te tonen. Voor dit thesisproject is ddeertest interessant om de estervorming te kunnen
volgen. Vrije alcoholfuncties kunnen met NF31 raegein de aanwezigheid van DMAP bij
kamertemperatuur. Hierdoor kan het alcohol eerrl@atéing vormen met de rode kleurstof, waardoor
de korrels rood kleuren. Korrels zonder vrije almighoep zullen kleurloos blijven. [54]

OZNQN
O oy s
be) DMAP 0_>7
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NF31 _>—o ¥ Q% TtomnrT 4 &N

ROOD KLEURLOOS RODE KORRELS
Figuur 3.16 De NF31/DMAP test
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3.6 Toestelspecificaties

ESI-MS spectrawerden opgenomen met een LCQ ion trap massaspettg voorzien van een ESI-
bron (ThermoFinnigan, San José, Ca,USA) 7.5 ulheinte onderzoek staal werd geinjecteerd met
een concentratie van ongeveer 1 pg/ml met als &lt¢®/MeOH in 1/1 verhouding en 0.1%
mierenzuur met als stroomsnelheid 0.2 ml/min.

LC-MS data werden opgenomen met een Agilent 1100 Seriesuimsint met een Luna C18(2) kolom
(Phenomex, 250*4.6mm, 5 pm, bij 35 °C) en een HESéctor type VL, met de volgende
solventsystemen: 5mM NBAc in H,O(A) en CHCN(B). De kolom wordt twee minuten gespoeld
met 100 % A-oplossing, vervolgens wordt een grady@bruikt waarbij men in 15 minuten van 0 (of
75) naar 100% CKCN gaat. Tenzij anders vermeld werden alle chrogratomen gedetecteerd bij
214.20 nm.

De zuiverheid werd bepaald viRP-HPLC-analyse, uitgevoerd op een Agilent 1100 toestdl ara
Phenomex kolom. (250*4.6mm) Luna 5um C18 100 A.kdem werd verwarmd tot 35 °C. Een
stroomsnelheid van 1 ml/min werd gebruikt in eead@nt met de volgende solventsystemen: 0.1 %
TFA in H,O (A) en CHCN (B). Voor de analyse werd de kolom tien minugespoeld met 100% B
gevolgd door 10 minuten 100% A. De analyse weslagemet 3 minuten 25 % A, waarna men in 15
minuten naar 100 % B gaat. Zodra 100 % B wordtikeveordt dit 5 minuten aangehouden. Fracties
werden manueel gecollecteerd. Tenzij anders vermsltden de getoonde chromatogrammen
gedetecteerd bij 214 nm.

Automatische synthesewordt uitgevoerd bij kamertemperatuur met behwdp een robot, uitgerust
met een vortex eenheid (Syro Il, MultiSyn Tech GmbHen Heto Drywinner lyofilisator werd
gebruikt in combinatie met een Thermoelectron cafion Savant SPD111V Speedvac concentrator.

Voor intermediaire producten werdéH-NMR en *F-NMR spectra opgenomen in CRGbHf in
DMSO-d6 op een Bruker Avance spectrometer uitgamett een 5mm BBO sonde, die opereert bij
300.13 MHz voor'H en bij 282.4 MHz voor®F. Om F metingen uit te voeren werd ht
detectiekanaal afgestemd op de dichtbijgele§Erfrequentie. Alle metingen werden uitgevoerd bij
25°C.

Voor de meting van het eindproduct werd een Brukance |l spectrometer aangewend, uitgerust
met een 1mmH,*C,">N TXI-Z probe die opereert bij 700.13 MHz, 176.0%{¥en 70.94 MHz voor
respectievelijk'H, *C en N kernen. Spectra werden opgenomen in@¥ en CDC} bij 25°C.
Acetonitrile-¢ (99.96%) en CDGK99.96%) werden aangekocht bij Eurisotop.

3.7 Productspecificaties

Het TentaGel S Ram hars en de gebruikte aminozawerden aangekocht bij Iris Biotech GmbH.
Decaanzuur werd aangekocht bij Sigma-Aldrich. Depalinsreagentia HOBt en HBTU zijn
afkomstig van Iris Biotech GmbH. DIC en HOAt werdasngekocht bij Sigma-Aldrich. HATU werd
gekocht bij Merck en DMTMM Cl en DMTMM BEFwerden gekocht bij Fluka analytical.

NMM, DMAP, Melm, pyridine, morfoline en NHS werdexrangekocht bij Acros Organics. DIPEA,
piperidine, PYPPh), en pentafluorofenyltrifluoroacetaat zijn afkomstigan Sigma-Aldrich.
Allylchloroformaat en tributyltinhydride werden lgecht bij Fluka, terwijl TFA en triisopropylsilaan
afkomstig zijn van Iris Biotech GmbH.
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DMF extra droog en met moleculaire zeven werd adeoajg bij Acros Organics. DMF en NMP
werden gekocht bij BioSolve. MeOH, EtOAc en MTBE BXtM werden verkregen bij Sigma-
Aldrich. DCM werd gedroogd door destillatie overHza
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Hoofdstuk 4: Synthese van individuele gemodificeerde bouwstenen

Vooraleer aan de synthese kan begonnen wordererdegrst een aantal bouwstenen gesynthetiseerd
te worden. Als men de route bekijkt die in deel &@dt voorgesteld (zie figuur 2.10) dan stelt men
vast dat deze het gebruik van een aantal gepreacti® bouwstenen impliceert. Deze zijn
respectievelijk Fmoe-Leu-OPfp, Fmom-GIn(NTrt)-OPfp en decaanzuur-OPfp. Enkel de eerste
hiervan is commercieel beschikbaar. Eerdere poginga Anna Malinowska om Fmae-GIn(NTrt)-

OH te activeren bleken onsuccesvol. [6]

Ook Allyloxycarbonyl beschermd isoleucine (Allo&)lis niet commercieel beschikbaar. Uitgaande
van lle werden door Anna Malinowska een aantal mgygm ondernomen om deze bouwsteen te
maken, helaas met een te lage zuiverheid en remdefég Dus ook voor deze bouwsteen dient eerst
een efficiénte synthese ontwikkeld te worden.

4.1 Allyloxycarbonyl beschermd isoleucine (Alloc-1le)

4.1.1 Eerste poging voor synthese van Alloc-Ile

Een eerste poging die ondernomen werd voor de ayatiian Alloc-lle IiV.1) was gebaseerd op de
Alloc-bescherming vam-Asparaginezuur zoals beschreven door Shibata. Pe5teactietijd (figuur
4.1) bedroeg 23 uur in plaats van de voorgeschrégemur, daar via TLC bleek dat de reactie na 12
uur onvoldoende was doorgegaan

O Nay;COj3 (aq) 0
LN J\ —_— \/\OJ\N 0]
@) o °CI H
H,N 23 uur OH
OH
(\A|

Figuur 4.1 Vorming van Alloc-lle

Na aanzuring tot pH=1 en afwerking door extractexrdveen wit product bekomen dat onderworpen
werd aan ESI-MS. Het bekomen massaspectrum (figi)rbevat een kleine piek bij m/z= 215.6 die
afkomstig is vanIlV.1+H]" en een grote piek bij m/z= 469.0
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F: + ¢ Full ms [ 100,00 - 1000,00]

469,0
1005

o5]
%07
asé
aoé
=

703

Relative Abundance
@
N

282,1

470,1

4911

153 160,8 166 4268 s 07

103 453,0 pore
3 1484 | 100, 283,1 | 3174 2 5521 7223

59 1261 256  28L3) 3154) oo, 0T 4257 i ’ t 5539 5g 5 6302 6838 ;i‘:é

OEL.“LLH\ALM\L.M\I.L.Ihn\lJuilzi[m?mu|lwhlu..Lqu“xL‘lLl.lll M..ulm..hldIm.m\h\nHWHl.mhhMJHIIMWVHMHAHJM wn“WM Il I”\ Ilw\huﬂw o ot ‘\‘ bbbl BTTL |, 2636 9618 9907
L 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6‘00 6‘50 7(‘]0 7%0 B(‘]O 8%0 9‘00 9‘50 10‘00

miz

Figuur 4.2 Massaspectrum van V.1 bekomen met ESI-MSDe piek bij m/z= 169.8 en 282.1 waren reeds aarzig in
het systeem. De besproken massa’s werden met eejhgangeduid.

Omwille van de correlatie tussen de intensiteit garpiek en de ionisatie-efficiéntie van de molecul
mogen we deze data niet gebruiken voor kwantitati@rgelijkingen. Toch kunnen we vermoeden dat
IV.1 slechts als zijproduct werd gevormd. Vermoeddiighoort de piek bij m/z=469 toe aan het
tetrapeptide van-lle. Deze veronderstelling wordt ondersteund dmadlere voorbeelden beschreven
in de literatuur waarbij tijdens de bescherming gana-amine via een chloroformaat ook het vije
carbonzuur kan interferen in de reactie en bijveelt) kan leiden tot de vorming van dipeptiden.[44,
56] Een voorstelling van het veronderstelde meamaivan de reactie wordt weergegeven in figuur
4.3.

Naast de gewenste Alloc-bescherming (a) kan ooklipefptide gevormd worden door de aanval van
het carboxylaatanion op de carboxylgroep van Hegichloroformaat (b). Hierbij wordt een gemengd
anhydride (en tevens geactiveerd carbonzuur) gedeverarop een aminozuur kan aanvallen met de
vorming van het dipeptide tot gevolg. Dit dipeptindf kan verschillende reacties ondergaan: het kan
Alloc-beschermd worden maar eveneens reacties ongtig van het tri- of tetrapeptide zijn mogelijk
gezien de verlengde reactieduur. Dat enkel hadgeptide geisoleerd werd is mogelijk te wijten aan
de aanzuring tot pH=1 en de extractie. Deze praeecdwrdt uitgevoerd om ongereageerd lle en
andere reagentia af te zonderen van het gewermteqir Vermoedelijk laat deze procedure wel toe
dat het tetrapeptide mee naar de organische fase ga

In de geciteerde review worden twee soorten opigssi voorgesteld: de eerste methode gebruikt een
carbonzure beschermgroep die verwijderd wordt lgij aininebescherming. De tweede methode
impliceert het gebruik van minder reactieve elditten. Een voorbeeld van de eerste methode is het
in situ gebruik van trimethylsilylesters van amiogm, terwijl het gebruik van N-
hydroxysuccinimido-derivaten een voorbeeld is vartwleede methode. [44] Deze methoden worden
beiden uitgetestin 4.1.2 en 4.1.3.
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Figuur 4.3 Dipeptidevorming bij Alloc-beschermingvan een aminozuur. Gebaseerd op [56]

4.1.2 Tweede poging voor synthese van Alloc-Ile

In de tweede poging werd het carbonzuur tijdelgkdhermd als een trimethylsilylester, waarnaohet
amine wordt beschermd met de Alloc-groep.(figuut) 457] De carbonzure beschermgroep wordt
daarna verwijderd met MeOH.

1) 2.2 eq MSTFA, O
+ \/\ )J\
H,N o (@] Cl DCM, 1 uur reflux . \/\OJ\H (@}
OH 2) 1.1 eq Alloc-Cl, 1eq Et;N OH
4uur, RT VA

Figuur 4.4 Vorming van Alloc-lle

Er werd geen eindproduct bekomen. Alle fractiesespggen met kolomchromatografie werden
onderzocht, maar geen van allen bevitté. Er werd vastgesteld dat lle nauwelijks oplosDicM,

wat ook de vermoedelijke reden is voor het uitBlijwan succes. Overigens werd er geen organische
solvent gevonden waarin lle goed oplost. Er we@ @& ook niet verder geinvesteerd in deze route.

4.1.3 Derde poging voor synthese van Alloc-Ile

Een procedure voor de vorming van Alloc-lle vig/lakycarbonyloxysuccinimide (Alloc-OSu) wordt

in de literatuur beschreven. [25] Voor zover bekendit de enige methode die specifiek de vorming
van IV.1 beschrijft. Deze methode vereist echter wel dehgge van Alloc-OSu. Daartoe werd een

synthese uitgevoerd, weergegeven in figuur 4.5, giibaseerd is op de synthese van benzyl-2-
dioxopyrrolidin-1-yl carbonaat. [58]
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Figuur 4.5 Synthese van Alloc-OSu

Na kolomchromatografie werd Alloc-OSu met een renglet van 58% bekomen. Hierna werd de
voorgeschreven procedure gevolgd voor de vorming Adoc-lle. (figuur 4.6) Na zuivering met
kolomchromatografie werld/.1 bekomen als een viskeuze olie met een rendemartz&%.

O
\/\OJ\O o
o + N 10% K,CO3(aq) )J\
(0] (0]
H,N V - \/\O H (0]
OH OH
V.2 THF,RT,16u
VA1

Figuur 4.6 Vorming Alloc-lle via Alloc-OSu

Onderzoek met NMR-bevestigt dat het om Alloc-llagaiet 1D*H spectrum vertoont bij 2.7 ppm de
karakteristieke resonantie afkomstig van de, Giéepen van N-hydroxysuccinimide.

4.2. Fmoc-D-GIn(Ntrt)-OPfp

In de literatuur worden twee methoden beschrevam fiet bereiden van pentafluorofenylesters. De

eerste werd beschreven door Kisfaludy al en maakt gebruik van pentafluorofenol en het

koppelingsreagens DCC. [59] Na de synthese is eékribtallisatie nodig. Een recentere methode

werd ontwikkeld door Green en Berman en maakt gktovan pentafluorofenyltrifluoroactaal\.3)

[60] Er wordt gekozen voor deze laatste methodeatrddze een beter rendement heeft, maar vooral
omdat de methode sneller en bovendien eenvoudigdaar er geen herkristallisatiestap vereist is.

Met het aangekocht®/.3 werd vervolgens getrachy/.4 te maken vertrekkende van Fmoc-
GIn(NTrt)-OH. (figuur 4.7) Deze procedure maakt ek van een base gekatalyseerde verestering
vanlV.3.

H 0 H 0 F F
FmOC/N OH " i 1.1 eq pyridine Fmoc/N O F
+ FAQO}_T;F DMF, RT, 45 min FF
H?rt 0 F FO F H% O
V.3 V.4

Figuur 4.7 Bereiding van Fmocp-GIn(NTrt)-OPfp

Bij dit product was de karakterisatie wat meer @uistig. Na oplossen van een staal in MeOH werd
een ESI-MS analyse uitgevoerd. In het massaspecfrgnur 4.8) ziet men een opmerkelijk resultaat.
Er zijn drie intense pieken zichtbaar. De eersék phiet m/z=243 komt overeen met het Trityl-kation.
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Deze groep splitst zich af in zuur milieu en iorideextreem goed. De piek met m/z= 799.2 stemt
overeen metlV.4+Na]’. Wat men daarnaast ook vaststelt is een piek HiF6#7.3 die meer dan
dubbel zo groot is dan het geactiveerde glutanideze piek is afkomstig van het methylester van
IV.4 gevormd door reactie vdl.4 met het solvent. Dit laatste is een onrechtstréekejs voor de

aanwezigheid van het gewenste product.

S#: 6-21 RT. 0,09-0,34 AV: 16 NL: 2,26E6
F: + ¢ Full ms [ 150,00 - 1500,00]
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Figuur 4.8 Massaspectrum van V.4 (opgelost in MeOHbekomen met ESI-MS.

Omdat met elke techniek gebaseerd op massaspetimwmen het Trt-ion steeds als grootste signaal
zal zien, werd besloten om het resultaat te oneédemo viaF-NMR. Is1V.4 gevormd dan verwacht
men drie'F signalen (ortho, meta en para). Indien Mg aanwezig is, verkrijgt men een extra

signaal afkomstig van de gFgroep. Andere

nevenproducten di& bevatten zouden ook

waarneembaar moeten zijn. Het IB-NMR-spectrum wordt getoond in figuur 4.9. Merltstast dat
men enkelV.4 heeft en men herkent van links naar rechts deppdra en metdF-resonanties.

IV.4 werd bekomen met een rendement van 79.3 %.
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Figuur 4.9 1D-*°F NMR-spectrum van V.4 in CDCl;. Boven full range spectrum. Onder: detail van de 3 signalen
tussen -150 en -165 ppm

4.3 DZ-OPfp
De laatste bouwsteen die niet commercieel beschikisais de pentafluorofenylester van decaanzuur
IV.5 (figuur 4.10) Dezelfde procedure wordt gebruiktla#schreven in 4.2.

@) -
Ay T Vg B 1 eapyidne oy
OH P T
+ DMF,1u,RT @) F

F FO F

Iv.3 IV.5
Figuur 4.10 Activatie van decaanzuur

In dit geval werd er wel een zuivering via kolommtmatografie uitgevoerd, omdat het aangekochte
decaanzuur slechts 98% zuiver was. Na deze zugrerandtlV.5 bekomen als een lichtgele olie met
een rendement van 79.8%.
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Hoofdstuk 5: Testsynthese op kleine schaal

In deze masterscriptie werd er voor gekozen vam t&agaan met 25 mg van het haMg 111.12 dat
door Anna Malinowska reeds vroeger werd bekomei\[& aminozuren tot en met het Thr3 residu
(het vertakkingspunt) werden door haar reeds suotesanueel gekoppeld.

?

AM 11112 Fmoc- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

OH
Figuur 5.1 Beginproduct synthese

5.1 Controle van het startmateriaal

Vooraleer van start te gaan, werd het startmalage@ontroleerd. Daartoe werd een staal van heat har
aan een zure afsplitsing onderworpen. (figuur Bl&) ontstand/.1a werd vervolgens onderzocht met

LC-MS.

AM 1112 Fmoc- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
|

OH
\ TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
V.1a Fmoc- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl
I
OH

Figuur 5.2 Proefafsplitsing van AM 111.12

Het chromatogramiE214.20 nm) en massaspectrum Wada worden getoond in figuur 5.3. Bij
R=16.773 min ziet men een signaal dat in massaspretrie correspondeert met m/z = 908.4, wat
overeenkomt metM.1a+H]" en bevestigt dat het materiaal nog niet gedegrddseDaarnaast zijn er
in het chromatogram een aantal kleine onzuiverhenjgne merken. De piek bij {RL3.395 is
afkomstig van een niet geidentificeerde onzuivetttée niet ioniseert. De zuiverheid is echter meer
dan voldoende om synthese uitgaande van dit hans teozetten.
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DADI A, Sig=214,20 Ref=off (G:1023-0701.0)
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Figuur 5.3 Chromatogram (A) en massaspectrum (B) vaV.l1la. Gradiént 0-100% CHCN op Luna C18(2) kolom

5.2 Koppeling van de gepreactiveerde bouwstenen

Na Fmoc-ontscherming verkrijgt men het vriggamine vanb-allo-Thr. Ook het alcohol van de
Zijketen is onbeschermd. Men heeft dus twee funetsgroepen die vatbaar zijn voor koppeling met
het volgende aminozuur. Zoals in hoofdstuk 2 uégd| kan men door gebruik van de gepreactiveerde
bouwstenen selectief koppelen op het amine. Déhalgooep kan dus onbeschermd blijven waardoor

in de volgende stap de esterbinding meteen geviaemdvorden. De route voor de koppeling van de
Pfp-esters wordt getoond in figuur 5.4.

AM 111.112 |

Fmoc- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH

1) Fmoc-ontscherming (20% piperidine/ NMP)

2) Koppeling (gepreactiveerd aminozuur/ HOBt/ NMP)
stappen herhaald voor:
Fmoc- D- GIn(NTrt)-OPfp,
Fmoc- L- Leu-OPfp,
DZ-OPfp respectievelijk

V.7 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH

Figuur 5.4 Koppeling gepreactiveerde aminozuren. &n blauwe kleur duidt het gedeelte aan dat effecfievordt
ingebouwd.

50



Opeenvolgende koppelingen van de pentafluorofeteiessan Fmoo-GIn(NTrt), Fmoct-Leu en
van decaanzuur (DZ) zullen uitgevoerd worden omnhatieriaal te bekomen nodig voor het vormen
van de esterbinding tusserallo-Thr(OH) en Alloct-lle

5.2.1 Ontscherming van Fmoc-D-allo-Thr en koppeling Fmoc-D-GIn(NTrt)-OPfp

De ontscherming van AM 111.12 (figuur 5.5) wordt gpmtroleerd met de TNBS-kleurtest. De
geobserveerde oranje korrels wijzen op een sucltesemtscherming. Hierna wordt Fmae-
GIn(NTrt)-OPfp gekoppeld. De amidegroep in het goine is beschermd door middel van een
tritylgroep. De TNBS-test en de NF31-test zijn leeidnegatief (kleurloos) wat erop wijst dat de
koppeling volledig doorgaat. De NF31/DMAP-test tbdinhtrode korrels. Dit zou op gedeeltelijke
koppeling op de vrije OH kunnen wijzen. Enkel eeogfafsplitsing kan uitsluitsel brengen of Gin al
dan niet op de juiste plaats is ingebouwd.

AM Il1.12 Fmoc- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
|
OH

20% piperidine/NMP

V.2 H,N- D- allo- Tlhr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH

oplossing van 5,5 eq Fmoc- D-GIn(NTrt)-OPfp en 5 eq

HOBt in NMP
V.3 Fmoc-D-GIn-(NTrt) -D- allo- Tlhr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
V.3a Fmoc-D-GIn -D- allo- Tlhr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl
OH

Figuur 5.5 Koppeling van Fmocp-GIn(NTrt)-OPfp en proefafsplitsing

Op dit afgesplitste product werd een LC-MS analyisgevoerd. Het chromatogrark=214.20 nm) en
massaspectrum vawvi.3a worden getoond in figuur 5.6. De piek biFR5.452 minuten is afkomstig
van een product met massa 1036.4. Dit komt ovemeh [V.3a+H]". Gecombineerd met de
kleurtesten kan men besluiten d&t3 gevormd werd. Het dubbelzinnige resultaat van de
NF31/DMAP-kleurtest is vermoedelijk te wijten adarssche hinder rond de alcoholgroep. Niet alleen
betreft het een secundair alcohol, daarnaast vaerdtijketen van het naburige aminozuur beschermd
door de volumineuze Trt-groep, wat efficiénte resaein de kleurstof met de vrije OH zou kunnen
belemmeren en de slechts lichtrode kleur zou vezkla
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DADI A, 5ig=214,20 Ref=off (G089-0901.D)

A
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4 B Max:
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Figuur 5.6 Chromatogram (A) en massaspectrum (B) vaV.3a. Gradiént 0-100% CHCN op Luna C18(2) kolom. De
piek bij R{=8.847 is afkomstig van het solvent NMP.

5.2.2 Ontscherming van Fmoc-D-GIn(NTrt) en koppeling Fmoc-L-Leu-OPfp

Dezelfde werkwijze wordt herhaald. TNBS-kleurtexirtde aan dat de Fmoc-ontscherming succesvol
was (oranje kleur van de korrels). Vervolgens wdfdioct-Leu-OPfp gekoppeld. De TNBS en
NF31-test waren negatief. Dit duidt op een sucdéskoppeling. De NF31/DMAP toonde andermaal
lichtrode beads. Ter controle wordt wederom eerl dap het peptide afgesplitst om aan verder
onderzoek te onderwerpen. (figuur 5.7)
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V.3 Fmoc-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
20% piperidine/NMP
V.4 H,oN-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
oplossing van 5 eq Fmoc- L-Leu-OPfp en
5 eq HOBt in NMP
V.5 Fmoc-L-Leu-D-GIn-(NTrt) -D- allo- 'Iihr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

V.5a Fmoc-L-Leu-D-GIn -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl
|

OH
Figuur 5.7 Koppeling van Fmoct-Leu-OPfp en afsplitsing

Het bekomen product na zure afsplitsing wordt owdepen aan LC-MS analyse. (figuur 5.8) In het
chromatogram ziet men een piek biFR7.012 die afkomstig is van een product met m/z4915. Dit
stemt overeen meV[5a+H]". Minder abundant maar toch herkenbaar ziet meRbij7.887 een piek
corresponderend met m/z = 1021.5. Deze piek isnadkig van een deletiepeptide. De massa stemt
overeen met een peptide waarin de GIn-bouwstedsramitt. Dit nevenproduct is dus na®sh ook
aanwezig op het hars.

DADI A, Sig=214,20 Ref=off (G092-1901.0)
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400 -
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7MSD1 SPC, ime=17.067 of G1092-1901.0  API-ES, Pos, Scan, Frag: 70
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Figuur 5.8 Chromatogram (A) en massaspectrum (B) an V.5a ; Massaspectrum deletiepeptide (C) Gradiérd-100%
CH3CN op Luna C18(2) kolom

5.2.3 Ontscherming van Fmoc-L-Leu en koppeling DZ-OPfp

De oranje kleur van de korrels in de TNBS-test menqidinebehandeling van hays5, wijst op een
succesvolle ontscherming van Fmoteu. Vervolgens wordt de vetzure staart ingevogadde Pfp-
ester van DZ. Na koppeling werd de TNBS-test uitged die negatief was. Een proefafsplitsing werd
uitgevoerd opV/.7 (figuur 5.9)

V.5 Fmoc-L-Leu-D-GIn-(NTrt) -D- allo- Tlhr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH

20% piperidine/NMP

CP

V.6 HoN-L-Leu-D-GIn-(NTrt) -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

|
OH

1) oplossing van 3 eq geactiveerd decaanzuur, 3eq HOBt in NMP

2) 2u schudden, RT

V.7 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
V.7a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl

OH
Figuur 5.9 Koppeling DZ-OPfp en afsplitsing
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Het bekomen product werd onderzocht met LC-MSu(frg5.10) In het chromatogram ziet men een
piek bij R= 18.2 minuten. Deze is afkomstig van een produstm/z=1081.6, wat overeenkomt met
[V.7a+H]". Het eerder beschreven deletiepeptide (zonder iGlapk zichtbaar bij R 19.3 minuten.
De intensiteit van alle peptide signalen in hebatmatogram lijkt sterk vermindert te zijn ten opzech
van vroeger. De verklaring hiervoor is dat de stdkkactieve geconjugeerde Fmoc-groep zich niet
langer aan de N-terminus bevindt. Men kan conckrmeat ook DZ op de juiste plaats is ingebouwd.

/ Onzuiverheid
afkomstig
van het hars

mAU
500 | A

R;=18.200

R(=19.351

nnnnn

. . . . | .
0 5
*MSD1 SPC, time=18.245 of G:\077-1801.D  API-ES, Pos, Scan, Frag: 70

1081.6

100 —
Max: 137984

| B [M+H]*=1081.6

N
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c_ 5413
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Figuur 5.10 Chromatogram (A) en massaspectrum (B)an V.7a. Gradiént 75-100% CHCN op C18(2) kolom

5.3 Koppeling van Alloc-Ile

Hars V.7 bevat op de alcoholgroep na geen enkele vrijetiumele groep. Daarom kan nu de
esterbinding ingevoerd worden. Uit de NF31/DMAPgdseschreven in 5.2 is het intussen duidelijk
dat er vrij veel sterische hinder aanwezig is rdede functionele groep.

5.3.1 Testpogingen voor koppeling van Alloc-lle

Drie pogingen werden ondernomen om Alloc-lle te pgealpn. (figuur 5.11) Aangezien het
beginproductV.7 niet of nauwelijks is weggereageerd bij deze pggm werden deze telkens
uitgevoerd op dezelfde reactor. Een overzicht vadrie pogingen wordt gegeven in tabel 5.1
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V.7 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

OH

3 verschillende pogingen (zie tabel 5.1)

?

V.8 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

O-L-lle-Alloc
Figuur 5.11 Koppeling van Alloc-lle

Condities Resultaat (op basis van LC-MS na
proefafsplitsing)
1° poging 7 eq Alloc-lle, 7eq DIC, 0.7 eq DMAP in droge DCM Minimale hoeveelhei®/.8 gevormd

3 uur schudden, RT

2° poging 5 eq Alloc-lle, 5eq DMTMM CI, 5eq NMM in droge DMF Geen reactie
19 uur schudden, RT

3* poging | 10 eq Alloc-lle, 10 eq DMTMM BE, 10 eq NMMin droge DMF Geen reactie
1 week schudden, RT

Tabel 5.1 Overzicht pogingen voor koppeling Allocie

In een eerste poging wordt gebruik gemaakt vanDI&HDMAP. Deze werkwijze staat bekend als de
meest efficiénte om een esterbinding te maken.Rafligezien deze methode na drie uur reactie
nauwelijks resultaat gaf, werd gezocht naar anderthoden. Eerst werd gezocht in de klasse van de
triazine gebaseerde koppelingsreagentia. DMTMM &1l, [62] en DMTMM BHR (zie figuur 5.12)
[63]worden beschouwd als een nieuwe generatie \eme dlasse en zijn ontworpen volgens het
concept van de ‘superactieve esters’. Ze wordenden literatuur beschreven als efficiénte
koppelingsreagens zowel voor de vorming van amideesterbindingen op vaste drager. De laatste
zou zelfs een beter koppelingsreagentia zijn vogeligatie van peptiden dan de traditionele
uroniumzouten.[63] Hoe dan ook, zelfs na 1 weektreaverd er geen estervorming vastgesteld.(tabel

5.1)
_—

(0] O

C

)N(D\ e Cl /Ni e :
NF N NZ N
\ \
\O N O/ \O N O/
DMTMM Cl DMTMM BF,

Figuur 5.12 Triazine gebaseerde koppelingsreagentia

Na pogingen met drie krachtige koppelingsreagembader noemenswaardig resultaat leek de
synthese vast te komen zitten. De vermoedelijkeza@k voor het falen van de reagentia is de
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moeilijke bereikbaarheid van de alcoholgroep. Nandige studie van de LC-MS resultaten van de
eerste drie pogingen wordt echter een nieuwe pamidgrnomen.

5.3.2 Succesvolle koppeling van Alloc-lle

Uit grondige analyse bleek dat in de eerste podawlp een minieme hoeveelheid product werd
gevormd. Aangezien het beginprod¥ ook nog steeds aanwezig was, loonde het de moeite
deze reactie eens te herhalen met een verlengatietgd 24 uur in plaats van 3 uur. Een
proefafsplitsing werd uitgevoerd (figuur 5.13) eet thekomen product werd onderworpen aan LC-
MS-analyse.

?

V.8 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

O-L-lle-Alloc

TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

V.8a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl

O-L-lle-Alloc
Figuur 5.13 Proefafsplitsing van V.8

Een opmerkelijk chromatogram werd bekomen. (figbid en tabel 5.2). Deze keer bleek iets meer
dan de helft van het beginproduct weggereageemijrte Wat echter opvalt is dat er twee pieken
worden waargenomen met een massa overeenkomstigy'rBatH]". Ook voor het eerder besproken
deletiepeptide zonder GIn vindt men twee miniemeken terug in het chromatogram. Voor een
tweede deletiepeptide ziet men hetzelfde. Er isettdi@gen slechts één piek die overeenkomt met het
beginproduct. Dit alles wijst erop dat epimerisai®e opgetreden, met vorming van twee
diastereomeren. Dit is inderdaad een gekende cijeedie in deze omstandigheden kan optreden.[27,
50]

" DAD1 A, Sig=214,20 Ref=off (11-02-22\080-1201.D) Onzuiverheid afkomstig

mAU rvan hars
] V.7a |
1503 | V.8a {
100 ”
50 ,\
1 A |
0 5 10 15 20

Figuur 5.14 Chromatogram van V.8 De piek bij R=11.6 ioniseert niet en is vermoedelijk afkomstigah het hars. De
paarse en groene pijlen duiden respectievelijk de lLeen GIn- deletiepeptiden aan. Gradiént 75-100% CKCN op
Luna C18(2) kolom
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6.119 1082 Startproduct V.7a

9.6 1037 Deletiepeptide (-Leu)
10.0 1278 Gewenste product V.8al
10.8 1037 Deletiepeptide (- Leu)
11.1 1278 Gewenste product V.8a2
13,7 1150 Deletiepeptide (-GIn)
14,9 1150 Deletiepeptide (-GIn)

Tabel 5.2 Overzicht van de verschillende producteaanwezig in het chromatogram

Hoe dan ook, het blijkt dus zeker mogelijk om estedinding te vormen, weliswaar met vorming
van diastereomeren. Tussen de elutietijd van de tlisstereomeren is meer dan een minuut verschil
dus kan men ze beiden perfect scheiden. Er is ripgeel beginproduct aanwezig dus vooraleer over
te gaan naar de volgende stap wordt de reactieadlertom zoveel mogelijk.8 te krijgen. (figuur

5.15)
?

v.7 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

OH

1) 7 eq Alloc-lle, 7eq DIC, 0.7 eq DMAP in CH,Cl, >

2) 3u schudden, RT

Stappen herhaald met:
- 24 u schudden

- 24 u schudden ?

V.8 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

O-L-lle-Alloc
Figuur 5.15 Condities voor de kwantitatieve koppehg van Alloc-lle

5.4 Allyl- en Alloc-ontscherming

5.4.1 Uittesten van de Allyl-ontscherming

Aangezien op dit punt slechts een zeer beperktedediecid hars overbleef, kon de batch niet worden
opgedeeld in twee helften om zo op één deel deeversiynthesecondities uit te testen. Wel was er 10
mg beschikbaar van een gelijkaardig Allyl-beschempnolduct, bereid door Anna MalinowskaMm
111.17 . Hierop werd een Allyl-ontscherming uitgeprobee®f][(figuur 5.16)

Een proefafsplitsing werd uitgevoerd en het bekoprexduct werd onderworpen aan LC-MS analyse.
De resultaten zijn weergegeven in tabel 5.3. Menltvgeen enkele spoor terug van Allyl-beschermd
peptide. Daarnaast stelt men vast dat er ook noed-s®c-ontscherming is opgetreden. Dit hoeft niet
te verbazen aangezien morfoline nauwelijks verschdin piperidine waarmee normaal Fmoc-
ontscherming gebeurt. In het uiteindelijk benodigagptideV.8 is geen Fmoc-groep aanwezig dus
stelt dit zeker geen probleem.
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AM 1117 Fmoc - L- Leu- D- allo- T|hr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH

90 eq morfoline, 10 eq BuzSnH,

DCM, RT, 2u 1eq Pdo(PPh3)4
y
V.9 Fmoc - L- Leu- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OH
OH

TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

V.9a Fmoc- L- Leu- D- allo- Tlhr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OH
OH
Figuur 5.16 Allyl-ontscherming van AM 111.17 en proefafsplitsing
R massa interpretatie
11.475 759.4 \.9a-Fmoc+H]
14.626 981.4 \.9a+ H]

Tabel 5.3 Overzicht van het LC-MS resultaat van prodat V.9a

5.4.2 Allyl en Alloc-ontscherming van V.8

Allyl- en Alloc-ontscherming werden toegepast @8, volgens lichtjes aangepaste condities dan
degene die frequent in de onderzoeksgroep [39] evotdegepast. (figuur 5.17) Het resultaat wordt
gecontroleerd door een deel van het peptide gilissen van de vaste drager en te onderwerpen aan
een analyse met LC-MS.

V.8
DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
O-L-lle-Alloc
150 eq morfoline, 15 eq BugSnH,
DCM, RT, 2u 2 eq PdO(PPh3)4
V.10 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OH
O-L-lle-NH,
TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
V.10a DZ-L-Leu-D-GlIn - D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser - L- Leu- D- Asn- OH

O-L-lle-NH,
Figuur 5.17 Allyl- en Alloc-ontscherming van V.8
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Het chromatogramiE214.20 nm) en massaspectrum wathOa wordt getoond in figuur 5.18. De

pieken bij R=15.239 en 15.494 minuten zijn afkomstig van eardpct met massa 1154.7. Dit komt

overeen met de twee diastereomenériQa+H]*. Overigens valt het hierbij op dat de intensitein

de pieken vrij laag is door de afwezigheid van Wéeve groepen. Men kan concluderen dat de Allyl

en Alloc-beschermgroepen succesvol verwijderd zijn.

A Onzuiverheid

/afkomstig
van het hars

R=15.239
T\, RE15.239

] 5
*MSD1 SPC, time=15.291 of G:\098-0201.D  API-ES, Pos, Scan, Frag: 70
q o

100 —| 3

1B

Max: 96245

[M+H] *= 1154.7

L s57.1

578.0

[ o135

1154.7

Figuur 5.18 Chromatogram (A) en massaspectrum (B)an V.10a m/z=279 was afkomstig van een contaminaiie het
systeem. Gradiént 0-100% CHCN op Luna C18(2) kolom

5.5 Cyclisatie

De cyclisatie werd uitgevoerd met als koppeling&tait een mengsel van NMM, HATU en HOAL.
Hoewel gebruik van HATU bijhead-to-tail cyclisaties soms kan leiden tot de vorming van
guanidiniumnevenproducten [51], werden deze cagglifuccesvol aangewend bij de synthese van
Halicylindramide A. [32] Er werd dan ook geopteenh deze condities ol.10 uit te proberen.
(figuur 5.19)
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V.10 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OH
O-L-lle-NH,
3.65 eq NMM, 3.65 eq HATU, 0.73 eq HOAt
NMP, 4u, RT
V.11 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp\‘
O-L-lle
TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
V.11a

DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn—‘

O-L-lle
Figuur 5.19 Cyclisatie van V.11 met HATU/HOAt/NMM

Om het resultaat te controleren wordt een proeligdpy uitgevoerd op een deel van het hars. Het
bekomen product werd vervolgens onderworpen aaiMiBCanalyse. (figuur 5.20)

DADI A, Sig=214,20 Ref=off (G:\045-0201.D)
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Figuur 5.20 Chromatogram (A) en massaspectra (B-E)an V.11a en zijn diastereomeren. De piek bij R11.583 is
vermoedelijk afkomstig van het hars. Gradiént 75-10% CH3;CN op Luna C18(2) kolom

Het chromatogramiE214.20 nm) vertoont naast de grote piek 1R.583 min, die vermoedelijk
afkomstig is van het hars, 4 pieken die afkomsijg ¥van een product met massa 1136.7 wat
overeenstemt metV[1lla+H]". Vermoedelijk heeft er een tweede gedeeltelijkémegdsatie
plaatsgegrepen tijdens de activatie van Asn-OHeircytlisatiestap, wat samen met de reeds eerder
opgemerkte epimerisatie ter hoogte van het ll@telgidt tot een totaal van vier diastereomeren.

5.6 Afsplitsing en zuivering

Na bevestiging dat de massa van het gecycliseeodeiqt aanwezig is, wordt al het peptide verankerd
op de vaste dragev.ll, afgesplitst. Er zal ook een eerste opzuivering wordoorgevoerd met
behulp van koude methyrt-butylether (MTBE) om onzuiverheden en beschernpgoe te
verwijderen. Vertrekkende van een tiental mg haesdwna zuivering 1.3 mg ruw peptide bekomen.
Dit bestaat op dit stadium wel nog uit een mengsel de 4 diastereomeren en mogelijk andere
Zijproducten. Met behulp van HPLC worden de fractisj R=11.781, 12.352, 12.895 en 13.420
minuten manueel gecollecteerd. (figuur 5.21)

T DAL A, Sig=214.20 Ref=off (DADATAN 1-01-09LCO00003. [
mAl 3
400 T
300
g
200 A o
R=11.781

100

g

o

o R=12.352
] R=12.895
-200 -
R=13.420
<200 -| i
¢t ¥

.ann

T T T T T T T T T

a 25 & 75 10 12,5 15 175 20 2265 min)

Figuur 5.21 Chromatogram van V.11, gradiént 75-100%CH3;CN op Luna C18(2) kolom
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De vier afzonderlijk fracties werden ingedampt, maiaelk van de vier was de weegfout groter dan
de massa van het geisoleerde product zelf. Elldearier fracties werd onderworpen aan een nieuwe
LC-MS analyse om de zuiverheid te controleren. €jpsporen van solventen na, werd voor fractie 2,3
en 4 de aanwezigheid van één product met de jmatsa vastgesteld. Voor de eerste fractie zag men
geen signaal van product vermoedelijk omdat de @uinatie te laag is. Het overschot van de LC-MS
stalen werd gerecupereerd en fractie 3 en 4 wdydstudeerd met NMR. Vermits de hoeveelheid zeer
klein is, wordt hiervoor de 1mm-probe aangewend.

5.7 Conclusies

Geheel onverwacht was het mogelijk om op slechtsngb hars AM IIl.12) de volledige
syntheseroute uit te testen en bovendien nog votttogroduct over te houden voor een eerste
onderzoek met NMR. Weliswaar was de hoeveelhadyt te klein om een volwaardige toekenning
te doen, maar toch kon men een aantal karaktdwest® P resonanties herkennen. Wel van belang
zijn de onzuiverheden die duidelijk gekarakteridekonden worden: resonanties afkomstig van
MeOH, NMP en DMF werden duidelijk teruggevonden. da@wezigheid van deze producten kunnen
vermeden worden door het invoeren van een lydfiéistap .

Een tweede vaststelling is dat de NF31/DMAP-klesiria deze context niet nuttig is en dat deze
daarom beter wordt weggelaten. De vermoedelijkeaak is dat het secundaire alcohol door sterische
hinder niet reactief genoeg is. De TNBS en NF3kt is wel nuttig gebleken om de Fmoc-
ontscherming te kunnen aantonen. Vermits beidetieire syntheseroute eenzelfde resultaat leveren
zal naar de toekomst toe enkel de snellere TNBSy&#®uikt worden.

Herhaling op grotere schaal is hoe dan ook veagishet mogelijke zelfassociatiegedrag in apolaire
solventen te onderzoeken met NMR. Daarom zal déhegre herhaald worden (hoofdstuk 7) en hierbij
zal de focus liggen op het vermijden van volgengeetknelpunten.

Het eerste knelpunt is de vorming van de estenbgndin dit hoofdstuk werd vastgesteld dat het
secundaire alcohol van Thr niet erg reactief iriee samenhangend kan men ook het dubieuze
resultaat van de NF31/DMAP-test aanhalen. Met hetvaln het koppelingsreagens DIC en een
katalytische hoeveelheid (0.7 eq) DMAP lukt hethtaen een esterbinding te vormen.[64] Men stelt
vast dat er dan wel epimerisatie optreedt. Dezmaisatie verloopt waarschijnlijk via het 5(4H)-
oxazolon intermediaiB. (figuur 5.22) [42, 49]

AIIyIO AIIyIO Allylo Allylo
/k B c

B= base
Figuur 5.22 Mechanisme voor epimerisatie tijdens Kapeling van Alloc-lle. Gebaseerd op [42]

\yo@f <72 /Q/MR* /g;R _> )\/gi R2OH I Hj‘i!;/om
B

Zeker bij het gebruik van carbodiimides zoals D#Cdeze nevenreactie te verwachten. Het 5(4H)-
oxazolon wordt gevormd door een intramoleculairelisgitie van het zeer reactieve O-acylisoukea
Het alcohol van Thr kan op dit oxazalon aanvalleat morming van de esterbinding zonder
epimerisatie. Er kan echter ook een abstractie hetru-proton gebeuren door een base. Hierbij
ontstaat het door resonantie gestabiliseerd a@idArotonatie kan aan beide zijden van de molecule
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gebeuren waardoor een racemisch oxazdomordt gevormd, welke na opening het racemisch
aminozuur of het peptidé.8 oplevert.

De kans op epimerisatie van een Alloc-beschermche@aaur is normaal vrij klein, tenzij onder
specifiek omstandigheden waarbij men bijvoorbeetkivmet vrij veel DMAP als katalysator of in
een situatie met een langdurige behandeling insblasmilieu. [42] Anderzijds is een minimale
aanwezigheid van DMAP wel vereist als katalysdtf]

Het tweede knelpunt is nauw gerelateerd aan heteeen omvat de epimerisatie tijdens de laatste
stap. Na de cyclisatiestap heeft men plots 4 dieateeren. Epimerisatie lijkt wel minder plaats te
grijpen dan bij de estervorming. Het mechanismdoept waarschijnlijk ook via het oxazolon
intermediair.

64



Hoofdstuk 6: Synthese van een alternatieve bouwsteen

In hoofdstuk 5 werd beschreven dat de estervormiogilijk verloopt en dat de oorzaak hiervan
vermoedelijk ligt aan de sterische hinder rondthetonine alcohol. Niet alleen is het een secundair
alcohol, het is bovendien ook nog eens gelegen eaasglutamine waarvan het amide in de zijketen
beschermd is met een volumineuze Trt-groep. Eenelifikg oplossing is om een glutamine in te
voeren zonder zijketen bescherming, maar wel neggdstals een Pfp-ester. De beoogde bouwsteen is

moleculeVI.1. (figuur 6.1)
() |
F F
(I o M
O e o F
o F
H,N™ 0

Figuur 6.1 Alternatieve bouwsteen VI.1

De belangrijkste zijreactie die kan optreden biwedigheid van zijketen bescherming is de
dehydratatie van de carboxamide zijketen tijdenskajgpeling van aminozuren. (figuur 6.2) In de
literatuur wordt vermeld dat “de kans op dehydiatafjeminimaliseerd wordt, wanneer men de
aminozuren koppelt met behulp van gepreactiveestige” [41]

B:’-‘H\ B"\H
NH \N
C /N
| G
(O X S o) —_— OH
3 o N ° N W
H NHFmoc H NHFmoc H NHFmoc

Figuur 6.2 Dehydratatie van GlIn. Overgenomen uit [2]

Aangezien een gepreactiveerd aminozuur vrij rebigismoet men hier rekening mee houden voor de
volgorde van de synthese vdhl. Vertrekkende van Fmao-GIn(NTrt)-OH zal men dus eerst een
Trityl ontscherming uitvoeren en pas daarna devaiiti van de bouwsteen.

6.1 Trt-ontscherming van Fmoc-D-GIn(NTrt)-OH

Commercieel beschikbaar FmpesIn(NTrt)-OH wordt in eerste instantie zijketentechermd. De
zure ontscherming vindt plaats zoals voorgesteliigunur 6.3.[65] Het ontstaan van een oranje kleur
in de oplossing wijst op de aanwezigheid van hatylfkation. VI.2 werd verkregen met een
rendement van 89.2 %.
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OH Q
(P :
O A TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5) . o\‘(N OH
(@]
HN 1 uur, RT O
HoN 0

VI.2
Figuur 6.3 Trt-ontscherming

AangezienVI.2 geen geactiveerde groep bevat, kan men de zuidexasm het product nu wel
onderzoeken via LC-MS analyse. Het chromatograr214.20 nm) vertoont een grote piek bij
R=11.569 min waarvan men in het massaspectrum mmassa’s ziet bij m/z= 369.1 en m/z=407.0.
Deze corresponderen met respectieveMkd+H]" en [VI.2+K]". (figuur 6.4) Die piek bij R20.565
kon niet geidentificeerd worden en is mogelijk aflstig van een contaminatie.

A : R=20.565
R=11.569

4 007 k3 @

A . . . . | . .
q
*MSD1 SPC, ime=11.602 of G\058-0701.D0  API-ES, Pos, Scan, Frag: 70
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Flguur 6.4 Chromatogram (A) en massaspectrum (B) vaVvl.l, gradlent 0-100% CH3CN op Luna C18(2) kolom

6.2 Activatie van Fmoc-D-GIn-OH

Vervolgens kan men overgaan tot de activatie vabalsvsteen. Hiervoor worden identiek dezelfde
condities gebruikt als bij de vorming van de Pfpeesin hoofdstuk 5. (figuur 6.5) [60]

O o H Q OH R F & j@:
O’ \‘(() FAQ?O%T*F 11eq pyrldlne /8)‘\

o} F FO F droge DMF, RT , 45 min

H,N
VI.2 Iv.3 VI
Figuur 6.5 Activatie van Fmoco-GIn-OH
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Het bekomen product werd op verschillende wijzedesrocht waaronder met o’8F-NMR. In het
1D **F-spectrum zijn naast de resonanties van het ptamik nog extra niet-identificeerbare signalen
aanwezig.

In het massaspectrum na ESI-MS analyse, zien walahdrijke pieken. De grootste piek met m/z=
556.8 correspondeert me¥I[1+Na]’. Ook de piek met m/z=534.3 correspondeert mepmitiuct
[VI.1+H]". Daarnaast vindt men sporen terug van het beginjgtan een cyclisch zijproduct.

S#: 2-138 RT: 0,02-1,81 AV: 137 NL: 3,69E6
F: + ¢ Full ms [ 100,00 - 1000,00]
556,8

100
95%
902
85;
soé

759

Relative Abundance
@
e

179,3

557,8

312,7

E 256,1
15; 150,2 180,3 534,3
109 1186 2730 w817
o] \ M 1962 2225 3563 370.7 3909 4443 } 518,8 58,8
| ’ 564,8 594,3 651,6 874,2
OaMn..u\qu\hﬂmm |M|“H||ﬂl il h|ml|n|II|H||\M\|‘I|||I|\|N||I\|J||IlI\IIi|||Wml||I\m\I|u|\“|\Ihmlwhlllimmn1umnll\hln\hnnﬂ nJmum‘nuumm.m' i TS 214 2L | 8950 0196 9823 9930
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m/z

Figuur 6.6 Massaspectrum van V1.1 (in CHCN) bekomen met ESI-MS. De massa m/z= 179.3 was aazig als
contaminatie in het systeem

De LC-MS resultaten leren ons vrijwel hetzelfdegyfir 6.7) De piek met R 17.8 minuten heeft een
massa van m/z= 535 wat correspondeert Met fH]*. De piek die elueert bij metR11.6 minuten
heeft een massa van m/z=369.1 wat overeenkomt Viegd+H]*. Dit is een restant ongereageerd
beginproduct, hoewel het ook niet uit te sluiteft dat deze terug ontstaan is Uit2. De piek bij R=

15.3 minuten is afkomstig van een molecule met n3&%.1 Dit stemt overeen met de massa van een
cyclisch zijproduct, namelijk het glutarimide. Dpéek bij R=20.581 kon niet geidentificeerd worden
en is mogelijk afkomstig van een contaminatie.

DADI A, 5ig=214,20 Ref=0ff (G1069-1201.0)
mAU 8

iR=17.8
° R=20.581

1000
800
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400

200

T T T T T
0 10 15 20 min

Figuur 6.7 Chromatogram van VI.1, gradiént 0-100% GH,CN op Luna C18(2) kolom
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De zijreactie waarbij het glutarimide gevormd wordtvanneer de zijketen onbeschermd is — is
beschreven. [42] Het mechanisme voor de vormingditarijproduct wordt getoond in figuur 6.8.

NH,

O

NH

NHFmoc O

Glutarimide

Figuur 6.8 Vorming van cyclisch zijproduct

ProductVI.1 is in grote mate gevormd, maar de aanwezigheidhedrcyclisch zijproduct toont aan
dat deze bouwsteen vrij gevoelig is voor nevenrescHierdoor lijkt het niet opportuun om na te
gaan of de estervorming vlotter verloopt indien mdeze minder volumineuze bouwsteen
incorporeert. Om die reden werd beslist de kopgebp de Thr-OH, hoewel traag indien het

beschermde GIn(Trt) aanwezig is als nabuur, nigterete onderzoeken met dit duidelijk niet stabiele
analoog.
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Hoofdstuk 7: Opschaling en optimalisatie

In dit hoofdstuk wordt de opschaling en optimalsaian de route besproken. Aangezien veel punten
van de synthese identiek zijn als voorheen, zulacties waar aan de condities niets werd gewijzigd

niet zo uitvoerig worden besproken als in hoofld€iu Stap voor stap informatie kan men wel nog

steeds terugvinden in hoofdstuk 9.

Deze maal wordt de synthese volledig uitgevoerdsrtestide van de koppeling van de eerste
bouwsteen. Ook wordt nu op grotere schaal gew¥ddar de koppeling van de eerste zes aminozuren
wordt op 150 mg hars gewerkt en de vervolgsynthesat voortgezet op 120 mg hars. Hierbij zal
ook nagegaan worden of gedeeltelijke automatisadigelijk is.

Daarnaast zullen een aantal pogingen ondernomedewosm de vorming van de esterbinding te

optimaliseren. Hoofdstuk vijf leerde dat enerzigisn minimale hoeveelheid DMAP vereist is als

katalysator, maar anderzijds dat hoe meer DMAP twewdgevoegd, hoe groter de kans is op

epimerisatie. Daarom zal gezocht worden naar eenveeht tussen deze twee processen, waarbij men
tracht epimerisatie zoveel mogelijk te vermijdenokOzullen hierbij nieuwe koppelingsreagentia

uitgetest worden.

7.1 Geautomatiseerde koppeling van de eerste 6 aminozuren

Om te beginnen worden de eerste 6 aminozuren gekbpmet behulp van de automatische
syntheserobot tot het hexapeptit®.1. (figuur 7.1). Hierbij wordt vertrokken van het Boi
beschermde TentaGel S Ram hars. Na Fmoc-ontscleemardt aan het vrij@-amine het volgende
Fmoc-beschermde aminozuur gekoppeld. Deze procedandt herhaald tot en met Fmoeallo-Thr

dat ingebouwd wordt met onbeschermde zijketen kafspelingsreagens wordt gebruik gemaakt van
HBTU.

E H;N- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
Vi1

Fmoc
1) Fmoc deprotectie (20% piperidine/ NMP) OH
TentaGel S-Ram hars

2) Koppeling (Aminozuur/ HBTU/ DIPEA/ NMP)

stappen herhaald voor: TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
Fmoc- D- Asp- OAllyl,Fmoc- L- Leu, Fmoc- D-
Ser(OtBu), Fmoc- D- Leu, Fmoc- D- Val, Fmoc-D-allo-
Thr respectievelijk

Vil.1a Fmoc—D—aIIo—T‘hr—D-VaI—D—Leu—D—Ser»L—Leu-D—Asn—OAIIyI
OH
Figuur 7. 1 Automatische synthese van VII.1

Hierna wordt een proefafsplitsing uitgevoerd onadatroleren of het hexapeptide wel degelijk correct
is gevormd. Het bekomen product wordt onderzoclttlieMS. Figuur 7.2 toont het chromatogram
(A=214.20 nm) en massaspectrum ¥dhla. Buiten de solventpiek bijR8.847 min wordt slechts
één intens signaal waargenomen bjr R6.797 min. Deze is afkomstig van een product met
m/z=908.40. Dit komt overeen mafl[.1a+H]".
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A R=16.797
o R=8.847
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B [M+H] "= 369.1
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Figuur 7.2 Chromatogram (A) en massaspéctrum (B) vaVill.1a. Gradiént 0-100% CHsCN op Luna C18(2) kolonm;

Er zijn geen noemenswaardige signalen van zijprieducf deletiepeptiden. Het is dus zeker mogelijk
om althans dit deel van de synthese te automatis¥i@r de volgende stappen is dit vermoedelijk
minder vanzelfsprekend omdat zowel de aard aldfib@atie van de reacties verschillen.

7.2 Koppeling van de gepreactiveerde bouwstenen

Nadat het laatste aminozuub-allo-Thr(OH) — werd ingebouwd met onbeschermdkergn, worden
de volgende bouwstenen manueel gekoppeld ondeomie van hun Pfp-ester. De werkwijze wordt
voorgesteld in figuur 7.3

Na elke koppeling van een bouwsteen werd de eegettontroleerd met behulp van LC-MS. Deze
wezen steeds op succesvolle koppeling. Ook ogfirfade V1.2 werd een afsplitsing op kleine schaal
uitgevoerd.
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Vi1
Fmoc- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

OH

1) Fmoc- ontscherming (20% piperidine/ NMP) D
2) Koppeling (gepreactiveerd aminozuur/ HOBt/ NMP)

stappen herhaald voor:

Fmoc- D- GIn(NTrt)-OPfp,

Fmoc- L- Leu-OPfp,
DZ-OPfp respectievelijk

Q

Vil.2 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
VIl.2a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl

OH
Figuur 7.3 Koppeling via gepreactiveerde bouwsteneean proefafsplitsing

Het bekomen lipopeptidéll.2a werd onderzocht met LC-MS. (figuur 7.4). De pigkH=6.100 min

correspondeert met een massa m/z=1081.6. Dit aaflig van YIl.2a+H]". Er is geen spoor van
(noemenswaardige) nevenproducten.

DADI A, Sig=214,20 Ref=off (G:\060-1801.D)
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*MSD1 SPC, time=6.138 of G:\060-1801.D  API-ES, Pos, Scan, Frag: 70
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Figuur 7.4 Chromatogram (A) en massaspectrum (B) vaVIl.2a De piek bij R=11.691 min. is vermoedelijk afkomstig
van het hars. Gradiént 75-100% CHCN op Luna C18(2) kolom

7.3 Testkoppeling van Alloc-Ile: poging tot optimalisatie

Het laatste aminozuur dat gekoppeld dient te worsiéiloc-lle via de vorming van een esterbinding.
Deze reactie ging eerder niet zo vlot door (zig§,5aarom wordt drie keer 10 mg van het hais7
afgezonderd om hierop testreacties uit te voeren,ais doel geoptimaliseerde koppelingscondities te
vinden.

7.3.1 Eerste poging voor koppeling van Alloc-Ile

Bij een eerste poging die ondernomen werd gewertdtale afwezigheid van DMAP. Er wordt wel 1-
hydroxy-7-azabenzotriazool (HOAt) als additief teegegd. Het experiment dat werd opgezet, wordt
getoond in figuur 7.5.

?

VII.2 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

|

OH

1) oplossing van 5 eq Alloc-lle, 5 eq HOAt en 5eq DIC in
droge DCM
2) 16 uur schudden bij RT

‘ ?
VIL3 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

O-L-lle-Alloc
Figuur 7.5 Koppeling van Alloc-lle

Na proefafsplitsing en analyse met LC-MS zag mekekaen piek afkomstig van het beginproduct
(VII.2). In de massaspectra was zelfs bij geen enkedatretijd ook maar een spoor te bekennen van
het gekoppelde Alloc-lle. Dit duidt erop dat de weanigheid van een reactieve katalysator (zoals
DMAP) vereist is.
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7.3.2 Tweede poging voor koppeling van Alloc-Ile

In een tweede poging wordt het over een andere peggoid, en wordt er gebruik gemaakt van een
totaal andere koppelingsreagens: 1-(mesityleenfarsi)-3-nitro-1,2,4-triazool (MSNT). (figuur 7.6)

In combinatie met 1-methylimidazool (Melm) wordttdimeer en meer gebruikt voor
veresteringsreacties op vaste fase. Het wordt ebkugkt voor de koppeling van het eerste aminozuur
op het Wang hars. Het is zelfs de voorkeursmetheaieneer men werkt met epimerisatie-gevoelige
aminozuren. [41, 66]

o| N\ NO,
S—N/
|\

o)

Figuur 7.6 MSNT

De gebruikte condities worden weergegeven in figuidr Er werd hier ook geéxperimenteerd met de
reactietijd maar dit bleek amper verschil uit tekerg omdat eveneens nauwelijks koppeling doorging.
Na afsplitsing van een deel van het hars werd élabrinen peptide onderzocht met LC-MS.

VIL.2 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

OH

1) oplossing van 5 eq Alloc-lle, 3.75 eq Melm en 5 eq MSNT
in droge DCM
2) 5 uur schudden bij RT O

ViL3 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

O-L-lle-Alloc

TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

VIl.3a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl

O-L-lle-Alloc
Figuur 7.7 Koppeling van Alloc-lle en afsplitsing

In het bekomen chromatogramw=@14.20 nm) is de piek bij R 6.1 min afkomstig van het
beginproductVIil.2 (figuur 7.8). De piek bij B9.1 min ioniseert niet op de massadetector en is
vermoedelijk afkomstig van een onzuiverheid. Amgehtbaar maar toch aanwezig vinden we ook de
massa terug vaWIl.3a bij R= 11.2 min. Als men dit vergelijkt met het resuttdeeschreven in
hoofdstuk vijf, dan komt dit overeen met het diesbeneer met de traagste elutietijd.
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Figuur 7.8 Chromatogram (A) en massaspectrum (B) vaVIl.3a Gradiént 75-100% CH3;CN op Luna C18(2) kolornl‘wz

Niettegenstaande het lage rendement van dezeagegetft dit resultaat toch belangrijke informatie.
Aangezien MSNT wordt gebruikt om epimerisatie temiglen, kan men veronderstellen dat de
zichtbare massa behoort tot het diastereomeer aaae stereochemie niet is veranderd.

7.3.3 Derde poging voor koppeling van Alloc-1le
Als derde poging wordt teruggegrepen naar de methedchreven in hoofdstuk 5. Deze keer wordt er

maar 0.1 equivalent DMAP toegevoegd. (figuur 7.9)
VilL2 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH

1) 7eq Alloc-lle, 7 eq DIC, 0.1 eq DMAP in droge DCM
2) 20 uur schudden, RT

, ?

ViL.3 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

O-L-lle-Alloc
Figuur 7.9 Koppeling van Alloc-lle

Het chromatogram, bekomen na een proefafsplitsuagdt getoond in figuur 7.10 Wat opvalt is dat
een groot deel van het beginproduct=@x130 min) is weggereageerd, maar dat opnieuvwwee t
diastereomeren (R 10.066 en 11.2 min) zijn gevormd. Vermoedelijkalp de omgevingstemperatuur
in het labo een rol, die in deze situatie heeféigetot gedeeltelijke verdamping van DCM. Hierdaor
de concentratie van DMAP sterk toegenomen, waanshogelijk zowel de reactiesnelheid als de mate
van epimerisatie vergroot worden.
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DADI A, Sig=214,20 Rei=off (G1\067-2701.D)
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Figuur 7.10 Chromatogram (A) en massaspectrum (B-Q)an VIl.3a. Gradiént 75-100% CH:CN op Luna C18(2)
kolom

Daarnaast is er ook nog een piek aanwezig §ij 8604 min met m/z=1221.60. Dit product wordt
eveneens tijdens deze reactie gevormd. De magsa atereen met een aspartimidevorm vdh3.
(figuur 7.11) De vorming van dit soort verbindingeardt door basen gekatalyseerd. [67]

P H
/1
Hzc’C_N\O ? i
‘ gekatalyseerd H2C\/C\N/O HZQ/ "NH
] . > !
Peptide—H’C\C 0 door base CH-C, afsplitsing CH-C,
oy \/\ Peptide-NH 0 Peptide-NH

Figuur 7.11 Mechanisme voor de vorming van een asganide zijproduct

Tot dusver blijkt dat van de uitgeteste conditinked DIC/DMAP werkt. Aangezien DCM verdampt
tijdens de heel lange reactietijden, is het ergilijloem de concentratie van DMAP te controleremn. E
wordt besloten om verder te werken met deze cawditleze leiden weliswaar tot epimerisatie, maar
afgaande op het chromatogram zijn beide epimenevoeelig van elkaar te scheiden.
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7.4 Koppeling van Alloc-Ile: geoptimaliseerde condities

Op de overige 80 mg hars werd de DIC/DMAP werkwijrdeel herhaald. Tijdens het uitvoeren van
deze reactie, werden in de literatuur toch nog ktipgscondities gevonden die de moeite waard
waren om uit te testen. Omdat na de eerste reaetieDIC/DMAP er nog overvloedig beginproduct
aanwezig was, werden deze nieuwe koppelingscosditenog uitgevoerd op dezelfde reactor. Deze
bleken uiteindelijk erg goed en met een superisalectiviteit te werken, maar aangezien op dezelfde
reactor dus eerst al de klassieke DIC/DMAP corslitieerden uitgeprobeerd, waren de twee
diastereomeren al in grote mate aanwezig. Toch ége groot verschil te zien tussen de klassieke en
de geoptimaliseerde condities.

Eerst werden tweemaal de klassieke condities wyelvzoals weergegeven in figuur 7.12 met 0.3
equivalenten DMAP. Daarnaast werd ook DCM toegetidgdens de reactie om de concentratie van
het reagens constant te houden. Deze koppelin@ @eiguivalenten DMAP werd twee keer herhaald.

?

VL2 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

|

OH

1) 7eq Alloc-lle, 7 eq DIC, 0.3 eq DMAP in droge DCM
2) 24 uur schudden, RT

, ?

VIL.3 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

O-L-lle-Alloc
Figuur 7.12 Koppeling van Alloc-lle volgens de klasieke condities

Na proefafsplitsing en analyse met LC-MS ziet heltdmen chromatograni£214.20) er als volgt
uit:

DADI A, Sig=214,20 Ref=off (11-04-01\070-1201.D)
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Figuur 7.13 Chromatogram na herhaalde koppeling ondr klassieke condities. De piek bij B11.618 min is
vermoedelijke afkomstig van het hars. Gradiént 75-00% CH5;CN op Luna C18(2) kolom
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Men ziet dat de diastereomerensF0.016 min en 11.103 min) min of meer in zelfdder@anwezig
Zijn. Maar er is vooral nog heel veel beginprod(RE6.096 min) aanwezig. Het vermoedelijke
aspartimideproduct is eveneens in beperkte matgezag. (R=8.528 min)

De reactie wordt vanaf nu herhaald met de nieuwalites, maar nog steeds op hetzelfde hars.
Hierbij wordt gewerkt met 2.5 equivalenten AlloesIR.5 equivalenten DIC, 2.5 equivalenten pyridine
en ook nog 0.25 equivalenten DMAP in droge DMF.][6&t gebruik van het minder basische

pyridine heeft als voordeel dat minder epimerisap&eedt en men meer katalysator kan gebruiken.
Deze nieuwe condities maken gebruik van DMF alsesd| dat veel minder vluchtig is, wat toelaat

het proces beter te controleren. Deze reactiedeadigetoond in figuur 7.14, worden 5 keer

uitgevoerd.

Vil.2 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

|

OH

1) oplossing van 2.5 eq Alloc-lle, 2.5 eq DIC, 2.5 eq pyridine
0.25 eq DMAP in droge DMF
2) 2 uur schudden bij RT

?

ViL.3 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

O-L-lle-Alloc
Figuur 7.14 Koppeling van Alloc-lle met de geoptimiiseerde condities

Na afsplitsing op kleine schaal en analyse met LE-B#komt men het chromatogram getoond in
figuur 7.15. Wat meteen opvalt, is dat de inteftsitan het laatste diastereomeer=R.040 min)
toegenomen is in vergelijking met het eerste diastaeer (R 9.949 min). De aanwezigheid van het
eerste diastereomeer is bovendien grotendeelskiaren door het gebruik van de klassieke condities
Dat het tweede diastereomeer een grotere interisieft, is ook in overeenstemming met het resultaa
van de koppeling met MSNT: ook daar werd enkeltiveiede diastereomeer gevormd. Er is nu ook
voldoendeVIl.3 aanwezig om de volgende stap uit te voeren. Hetymt bij R= 8.5 min is
vermoedelijk afkomstig van een aspartimide zijpaidiDe grootste piek (R11.527 min) in het
chromatogram is vermoedelijk afkomstig van een npreduct afkomstig van het hars.
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DADI A, Sig=214,20 Ref=off (11-04-11\087-1301.D)
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Figuur 7.15 LC-MS chromatogram van VIl.3a. Gradiént 75-100% CH,CN op Luna C18(2) kolom.

7.5 Allyl en Alloc-ontscherming

In de volgende stap wordt een Allyl en Alloc-ontsghing uitgevoerd volgens de eerder gebruikt
methode. [39] (figuur 7.16) Een deel van het bekom®duct wordt afgesplitst van de vaste drager en
onderzocht met LC-MS.

|

VI3 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

O-L-lle-Alloc

180 eq morfoline, 20 eq BusSnH,

DCM, RT, 2u
2 eq Pd%(PPhs),

Q

\ l

Vil.4 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OH

O-L-lle-NH,

TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

Vlil.4a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OH

O-L-lle-NH,
Figuur 7.16 Allyl en Alloc-ontscherming van VI1.3 en afsplitsing

Het bekomen chromatogra=214.20 nm) wordt getoond in figuur 7.17. De massade pieken bij
R=16.033 min en 16.224 min komt overeen méti.fa+H]". De twee diastereomeren elueren nu
korter na elkaar omwille van een gewijzigde gratligrde samenstelling van de mobiele fase. Van het
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beginproduct vindt men geen spoor meer terug, dittdop een succesvolle Allyl- en Alloc-
ontscherming. Het nevenproduct (aspartimide) bjgk verdwenen te zijn, wat mogelijk te verklaren
valt door het gebruik van een andere gradiéntrigd¥e LC-MS analyse.

1 A, Sig=214,20 Ref=off (11-04-121094-2201.D)

8

wl A / Onzuiverheid
afkomstig
van het hars
R= 16.224
R= 16.033l
4 B Max: 62446 o

[M+H] "= 1154.7

577.8

o | . . i ol . \

T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200  miz

Figuur 7.17 Chromatogram (A) en massaspectrum (B)anVll.4a. Gradiént 0-100% CHsCN op Luna C18(2) kolom

7.6 Sluiting en afsplitsing

Tot slot wordt de kop-staart sluiting uitgevoerd tnfiehulp van HATU/HOAtYNMM. [32] Om
epimerisatie te vermijden, wordt het aantal eqeintdn base beperkt gehouden. Er wordt gebruik

gemaakt van 5 eq HATU, 1 eq HOAt en 3.65 eq NMM.rBactiecondities worden getoond in figuur
7.18.
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VIL.S

VIl.5a

?

DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OH

O-L-lle-NH,

3.65 eq NMM, 5eq HATU, 1 eq HOAt
NMP, 4h, RT

| o

DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp
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TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn

O-L-lle —‘

Figuur 7.18 Cyclisatie van VII.4 en proefafsplitsiny

Vervolgens wordt een proefafsplitsing uitgevoerd\Wp5 . Het bekomen product wordt onderzocht
met LC-MS. Het chromatogram<£214.20 nm) met gradiént van 75 naar 100%QCNHen bijhorende
massaspectra worden getoond in figuur 7.19. Mekehédrie pieken bij R=11.996 min, 12.403 min

en 13.091 min die corresponderen met m/z= 113@det.dithtbaar in het chromatogram, maar wel in
de massaspectra is de aanwezigheid van een viexsteredomeer. De massa van het beginproduct kan
men bij deze gradiént niet terugvinden in de mgesam. In het chromatogram met gradiént van O
naar 100% CECN echter kan men zowel begin- als eindproductekeimaen. (figuur 7.20) De piek

bij R=16.263 min wordt veroorzaakt door een minieme hetheid beginproduct. De pieken biFR

21.043 min en 21.305 min ioniseren weliswaar niegar door vergelijking met het vorige
chromatogram uit figuur 7.19 kan men ze toewijaanVIl.5a.
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Figuur 7.19 Chromatogram (A) en massaspectrum (BreC) van VIl.5a. Gradiént 75;-100% CHCN op Luna Clé"(Z)
kolom. De piek bij R= 5.445 is een nevenproduct dat vermoedelijk morfimle bevat.
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Figuur 7.20 Chromatogram van VIl.5a. met gradiént 6100% CH5CN op Luna C18(2) kolom

Men kan dus concluderen dat ringsluiting kwantfais doorgegaan. In beperkte mate treedt er
epimerisatie op aan het-proton van Asn, dit stelt men vast omdat men wvamet naar vier
diastereomeren gaan. De geringe intensiteit vaextta signalen duidt er echter op dat epimerisatie
gedurende de ringsluiting minimaal is.

Na allyl en alloc-ontscherming vond men niet direet spoor van het aspartimide, wat mogelijk te
verklaren valt door het gebruik van een andereignadijdens de LC-MS analyse of door verdere
reactie van dit nevenproduct. Wanneer men terug=sd&00% CHCN gradiént bekijkt na sluiting
(figuur 7.19), ziet men bij R5.445 min een kleine piek met m/z=1223.7. Vermbgdentstaat dit
product door ringopening van het aspartimide na mgrieofiele aanval van morfoline tijdens de
Alloc-ontscherming. (figuur 7.21) Het is gekend dagopening van een aspartimide kan gebeuren in
aanwezigheid van piperidine. Dit zou dus kunnenegedn tijdens de Alloc-ontscherming. In het
chromatogram treft men wel slechts één duidelijie pan, hoewel het morfoline in principe op twee
plaatsten kan aanvallen. Mogelijk geniet een vadebplaatsen de voorkeur, ofwel kan men de twee
producten niet scheiden bij deze gradiént. Hoe @@ het aandeel van deze nevenreactie is zeer
beperkt.
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Figuur 7.21 Mechanisme voor de vorming van morfolie zijproduct

Aangezien het eindproduct aanwezig is, wordt rieéiproduct afgesplitst. Na de afsplitsing werd een
precipitatie met koude MTBE uitgevoerd. Vertrekkendhn een 70-tal mg hars werd na zuivering
28 mg ruw peptide bekomen met een witbruine ki@it.bestaat op dit stadium wel nog uit een

mengsel van de 3 diastereomeren en mogelijke azgpreducten. Met behulp van HPLC worden de

fracties bij R=14.100 min, 14.951 min en 15.589 min manueel dectelerd. (figuur 7.22) De piek bij

R=13.236 min is het eerder vermelde UV-actieve pcodiat sterk is afgenomen maar toch niet
volledig is verwijderd.

[ DAD1 A, Sig=214,20 Ref=off (DADATALT1-05-034W DWO000 0. D)
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Figuur 7.22 Chromatogram van VIl.5a, gradiént 75-10% CH,CN in 30 minuten op Luna C18(2) kolom. De
opgevangen fracties zijn met pijlen aangeduid.

Aangezien slechts een beperkte hoeveelheid pefftid® mg) per keer kan geinjecteerd worden om
goed geresolveerde pieken te verkrijgen, werd alidiet peptide opgezuiverd. Na het indampen van
de fracties, wordt ook een lyofilisatie uitgevoerd de laatste solventresten te verwijderen.
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7.7 Conclusie en discussie

De synthese op grote schaal heeft opnieuw heelirB@matie opgeleverd. Zo is gebleken dat het
mogelijk is om een groot gedeelte van de routeuteraatiseren. Vooral naar synthese van analogen
toe is dit goed nieuws.

Daarnaast werden ook condities gevonden die toelate kwantitatief veel meer van het gewenste
diastereomeer te bekomen bij vorming van de estéirg naar Alloc-lle. Dat dit effectief het correct
diasteomeer is, kan worden besloten uit de reamée MSNT, omdat met dit koppelingsreagens
selectief meer van het niet geépimeriseerde progaodt gevormd. Daarnaast kan men dit afleiden
omdat bij de vorming van de esterbinding met hetidar basische pyridine als katalysator, opeens
veel meer van het diastereomeer met de grootsetietijd werd gevormd. Pyridine is minder basisch
dan DMAP en zal dus ook minder snel een protone&kén, waardoor de kans op epimerisatie sterk
verkleint. De verhouding tussen de twee diastereemelijfft gedurende de verdere synthese
behouden, waardoor men het correcte product kgweblivolgen. De geoptimaliseerde condities
maken gebruiken van DMF en pyridine en bovendiateiseactieduur veel beperkter.

Aangezien de betere condities slechts werden ontdelat reeds begonnen was met de oude condities
uit te voeren op het hars, is er toch nog vrij weel het andere diastereomeer aanwezig. Hoe dan ook
bij herhaling van de synthese beschikt men nu geeptimaliseerde condities en zal het verschil nog
meer uitgesproken zijn.

Tot slot wordt nog even stilgestaan bij de aspadinzijreactie tijdens de koppeling van Allodie,

die in hoofdstuk vijf nauwelijks optrad. Het lijidrop dat de vorming van dit product zich vooral
manifesteert onder de klassieke condities. In hwewdeze reactie doorgaat onder geoptimaliseerde
condities blijft voorlopig onduidelijk.
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Hoofdstuk 8: Karakterisatie met NMR

Het geisoleerde product uit de fractie bFE5.589 min in figuur 7.22 zal worden onderworpan a
verder onderzoek met NMR om de identiteit van déemdaire structuur te bevestigen. Door analyse
van elk tussenproduct heeft men immers al een sterknoeden dat dit het product is met de
ongewijzigde stereochemie. Ook dit kan men aantomenNMR omdat men reeds over het spectrum
beschikt van pseudodesmine A. Een verandering @arvan de stereocenters van de hoofdketen zal
de chemische omgeving van deprotonen sterk wijzigen en mogelijk zelfs de hetsformatie,
waardoor men in het geval van een diastereomeestedaverschillend spectrum verwacht.

Daarnaast zal ook worden nagegaan of dit analotigszecieert in apolaire omgeving. Hiervoor
worden een aantal DOSY-experimenten uitgevoerdyuitamen de diffusiecoéfficiént D kan halen.
De diffusiecoéfficiént is omgekeerd evenredig methydrodynamische straal van de molecule, die
een maat is voor zijn grootte. Als er zelfassoeiaptreedt, zal de hydrodynamische straal toenemen
en bijgevolg de diffusiecoéfficiént drastisch dab#neen hoge concentratie.

8.1 Structuuranalyse

Ongeveer 1.0 mg van het peptide werd opgelost ipl XWD;CN en overgebracht in een 1 mm NMR
buis. De 1 mm NMR probe laat toe een hogere mageatigheid (ca. een factor 4) te bekomen t.o.v.
de standaard 5 mm set-up en is dus geschikt voanalyse van deze beperkte hoeveelheden product.
Met behulp van 1D'H, COSY, TOCSY en'H-'*C HSQC spectra werd de molecule volledig
toegekend. Elk aminozuur vormt een afzonderlijkaspsteem. Hierdoor is het mogelijk om in het 2D
TOCSY een correlatiepatroon te herkennen vertrek&evanuit elke amide resonantie naar de
alifatische protonen. (figuur 8.1)

et J‘L FXT) Al
GIn2 ~ Thr3 Asn8 ST T Ser6/Leu e L
. : Leul . : : -
3 5 5 e e = .
: - - o )

# ey |
- = s = B e
T T T T T T

—— 7 : ! —
9.0 8.5 8.0 75 7.0 F2 [ppm]

Figuur 8.2 2D TOCSY spectrum van VIl.5a in CQCN, opgenomen bij 700MHz, 60 °C, focus opHgebied

De volgorde van de spinsystemen in de sequentieniem toekennen met behulp van een NOESY
spectrum. De nOe kruispieken waren echter te zwaldiv effectief te doen vermoedelijk omdat de
kruisrelaxatiesnelheidsconstanten bij deze omstidwedien klein zijn. Echter, gezien de volgorde van
synthese en de tussentijdse analyseresultaten rkevee met zekerheid de volgorde van de
spinsystemen. De volledige toekenning gebeurde 60ij °C, omdat een aantal signalen Dbij
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kamertemperatuur verbreed waren en zo soms ni@tariten boven het ruisniveau in de 2D spectra.
Door de temperatuur te verhogen, scherpen de meggtalen terug op en zijn de verliezen door
transversale relaxatie tijdens het 2D experimemt ddk verminderd. (zie deel 8.2). De volledige
toekenning vawIl.5a vindt men terug in tabel 8.1.

'8 [ppm] “C 8 [ppm] 'H 8 [ppm] "C8 [ppm] '8 [ppm] "°C & [ppm]
Y3 co Vala Asn8
CHy a 2,33 37,02 NH 7,40 NH 7,89
CHB 1,67 26,33 CHa 3,57 65,01 CHa 4,90 52,15
CHay 1,33 30,20 co co
CH8 1,33 30,20 CHB 2,19 30,27 CH, B1 2,64 44,40
CHae 1,33 30,20 CHay 0,9 19,66 CH, B2 2,86 44,40
CHT 1,33 30,20 CHay 0,99 21,11 Cov
CHan 1,27 32,79 Leus NH, 7,22/7,70
CH,8 1,32 23,49 NH 7,55
CHyt 0,90 14,42 CHa 4,05 55,91 lle9
Leul co NH 6,82
NH 7,74 CH, B1 1,57 41,00 CHa 4,58 57,59
CHa 3,97 54,28 CH, B2 1,70 41,00 co
co CHy 1,70 25,79 CHB 1,99 37,53
CH, B1 1,63 40,36 CHs6 0,89 21,29 CHay 0,87 16,39
CH, B2 1,77 10,36 CHs6 0,90 23,46 CHay1 1,04 25,64
CHy 1,70 25,81 Ser6 CHyy2 1,25 25,64
CHs6 0,93 22,54 NH 7,24 CHs6 0,89 12,36
CHs6 0,97 23,29 CHa 4,38 56,99
GIn2 co
NH 8,81 CH, B1 3,83 64,1
CHa 4,05 57,78 CH, B2 4,09 64,1
co ohy
CH, B 2,12 26,85 Leu7
CHay 2,44 32,54 NH 7,22
cos CHa 4,26 54,99
NH, 6,85/7,16 co
allo-Thr3 CH, B1 1,67 42,14
NH 8,20 CH, B2 1,88 42,14
CHa 4,09 62,34 CHy 426 25,8
co CHs6 0,92 21,64
CHB 5,45 70,77 CHs6 1,01 23,51
CHay 135 18,66

Tabel 8.1'H en*3C toekenning van VIl.5a (CD,CN, 60 °C, 700 MHz)

De chemische verschuivingen komen zeer goed ovenetride eerder gepubliceerde verschuivingen
van pseudodesmine A. [3] Het grootste verschilendseiden is dat ten opzichte van pseudodesmine
A de signalen van het Ser8 residu zijn verdwenemnette plaats daarvan de Asn8 resonanties terug te
vinden zijn. Ook het patroon van signalen van gefiele staart is gewijzigd door het ontbreken van
hetp-alcohol. Wanneer men echter HSQC spectra van pgesdine en het gesynthetiseerde analoog
over elkaar legt, dan valt vooral de sterke gefijkeop. (figuur 8.3)
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Figuur 8.3 2D 'H-1°C HSQC overlap tussen pseudodesmine en analoog iD§CN bij 25 °C, 700MHz, focus op M

Eveneens werden de temperatuurscoéfficiénten vamiteprotonen opgemeten door hun chemische
verschuiving te volgen in 1BH spectra opgemeten bij 25 °C, 40 °C, 50 °C en®0Deze worden
uitgedrukt in ppb/K (1000 ppb = 1 ppm). De tempauascoé&fficiént wordt gedefinieerd als het tempo
waarmee de chemische verschuiving verandert intiuvan de temperatuur. Er wordt aangenomen
dat de chemische verschuiving lineair afhankel§kvan de temperatuur. De berekening van de
temperatuurscoéfficiént wordt gedemonstreerd vebamideproton van GIn2. (figuur 8.4)

9 -
E ‘\.\‘_\‘
Q
8 88 -
e y = -0,00294x + 8,98734
S 2
2 g6 | R? = 0,99813
L
2
S g4 -
[}
L
2
£ 82 -
[}
-
(®)
8 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

temperatuur (°C)

Figuur 8.4 Chemische verschuiving van het GIn2 ¥proton in functie van de temperatuur. De rechte ervergelijking
geven de lineaire regressie van de data weer (gCN, 700 MHz)

De berekende temperatuurscoéfficiénten van de ketdd amideprotonen vaWll.5a worden
weergegeven in tabel 8.2. Op basis van de lineairelatiecoéfficiént (B kan worden vastgesteld
dat alle protonen, op twee na, lineair afnemen deetemperatuur. De twee uitzonderingen zijn
afkomstig van Thr3 en Leu7, die een nagenoeg catesteerschuiving hebben. Omdat de variatie van
de meetfout groter is dan de variatie afkomstig damegressie is de waarde van de R2 ook beduidend
lager.
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amideproton temperatuurscoéfficiént (ppb/K) R2?van de lineaire regressie

Leul -6,67 0,99
GIn2 -2,94 1,00
Thr3 0,04 0,39
Vald -1,02 0,94
Leu5 -4,05 0,99
Ser6 -1,01 0,98
Leu?7 0,00 0,11
Asn8 -1,57 0,99
lle9 -1,10 1,00

Tabel 8.2 Temperatuurscoéfficiénten van de amideproten van VIl.5a (CD3CN, 700 MHz)

De vergelijking van de temperatuurscoéfficiénten deze van pseudodesmine A[4] wordt gemaakt in
figuur 8.5. Men stelt vast dat deze vrij gelijkagrdijn. De temperatuurscoéfficiénten van het aoglo
zijn meestal iets groter dan deze van pseudodesmiaar zijn steeds van dezelfde grootteorde.
Aangezien de temperatuurscoéfficiént een confoapatioelige parameter is, kan men net als uit de
chemische verschuivingen besluiten dat beide miE&ewconformaties erg gelijkaardig zijn.

1,00

0,00 -
100 - Thr3 I I Leu?/ I

Val4d Serb6 lle9

-3,00 - M analoog

GIn2 pseudodesmine A
-4,00 -

500 7 Leu5

Temperatuurscoéfficiént (ppb / K)

7007 leul

-8,00 -

Figuur 8.5 Vergelijking van de temperatuurscoéfficénten tussen VIl.5a en pseudodesmine A. Beiden opgeten in
CDsCN en bij 700 MHz.
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8.2 Temperatuursstudie in CD3CN

Zoals eerder vermeld, stelde men bij kamertemperatast dat sommige signalen verbreed zijn. Het
is echter niet zo dat alle signalen evenveel vexmjn zoals dit het geval is bij pseudodesminia A
apolaire solventen. De lijnverbreding is dus neetijten aan een vorm van zelfassociatie, wat ook
bevestigd wordt door diffusiemetingen. (deel 8.3dviplausibel lijkt het dat dit wordt veroorzaakt
door een snelle uitwisseling tussen twee of

(@) (b) meer verschillende conformeren véi.5a.
J J ko= 08" J (figuur 8.6)
L me
- Om uitwisseling tussen twee toestanden te
k.= 300 & beschrijven zijn er drie parameters van
AN kedBeo=0.12 jk belang: de uitwisselingssnelheidsconstante
kex, het frequentieverschilo tussen de twee
ko= 1500 & verschillende conformeren en tot slot de
— ke/A0= 0.60 JL populatiebezetting:. In figuur 8.6a worden
Coalescentie: de resonanties getoond van een proton dat
kexzﬂfgl zich voor 50% in conformatie A bevindt en
— elbe Jk voor 50% in conformatie B. In figuur 8.6b is
het conformeer B voor 90% bezet. Wanneer
E:/ZZJQOS-% /L Aw >> ke, spreekt men van trage uitwisseling
_J en zal men twee scherpe en afzonderlijke
signalen waarnemen. Als dg koeneemt zal
E?Ziioff_a /L niet alleen de lijnbreedte toenemen maar ook

het frequentieverschil tussen beide signalen
Figugr 8.6 anformationele uitwisseling tussen twetestander zal schijnbaar dalen. Wanne&o = k., dan
bij VerSCh'"e”dlfi gvﬂifgj\fer;ggﬁgrﬁg rf"’gi;"[f]o"r’ (0)ax=0.9. heeft men het coalescentiepunt bereikt en zal
de lijnbreedte zijn maximale waarde
aannemen. De afzonderlijke resonanties zijn niegda meer te onderscheiden. Indigariog verder
toeneemt dan komt men terecht in snelle uitwisgstiondities en dan zal de lijnbreedte terug
afnemen en zich verder verplaatsen naar een fréggemiddelde\@gen= 0aA®a + 0sA®g.

Op basis van de lijnverbreding kan men schatterhefanaloog zich in snelle uitwisseling bevindt,
waarvan sommige resonanties zich voorbij het coal@gepunt bevinden. Bij pseudodesmine A in
CDsCN treedt er voor geen enkel van de resonantiealfmiolsignalen na) lijnverbreding op. (figuur
8.7), wat betekent dat dit als één stabiele vororkamt.

WUW

M [ I O I

I I I I I I I I I I I I I
8.8 86 84 82 80 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 ppnm
Figuur 8.7 1D*H spectra van VIl.5a (boven) en pseudodesmine A (dar) bij 700 MHz, 25 °C, H'-gebied
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Door de modificaties in het analoog is hoogstwdapslijk een stabiliserende factor verdwenen of een
destabiliserende factor geintroduceerd. Eveneers westgesteld dat het vooral de resonanties van de
hydrofiele residuen zijn die deze lijnverbredinglervinden. De Asn8 signalen — dit is het residu dat
Ser8 vervangt — waren bij kamertemperatuur zeHs tierug te vinden in de 2D spectra. Aangezien de
lijnverbreding vooral optreedt bij hydrofiele rese&h kan men stellen dat conformationele instaltilite
vooral een impact heeft ter hoogte van deze residaén of beide modificaties blijken dus kritiseh t
Zijn voor de stabiliteit van de molecule.

Aangezien we in snelle uitwisseling zitten, zullim pieken terug opscherpen door de temperatuur te
verhogen omdat hierdoor ook de uitwisselingssndllairdt vergroot. Bij 60°C stelt men inderdaad
een verscherping van de signalen vast in hetd Bpectrum (figuur 8.8), maar ook in COSY, TOCSY
en HSQC spectra komen nu (bijna) alle signalebaitn de ruis.

25°C
40 °C
S N
50 °C
N
w/\-_
9.‘4 9.‘2 9.‘0 8.‘8 8.‘6 8.‘4 8.‘2 8.‘0 7.‘8 7.‘6 7.‘4 7.‘2 7.‘0 6.‘8 ‘ppn

Figuur 8.8 1D-'H spectra van VII.5a in CD,CN bij verschillende temperaturen bij 700 MHz, focts op H'-protonen

8.3 Gedrag in apolaire omgeving

Om na te gaan of er ook zelfassociatie optreedt Vticba wordt eerst een geschikt apolair solvent
gezocht om dit product in op te lossen. Een voonated liggende keuze is chloroform, aangezien dit
ook werd gebruikt bij pseudodesmine A om dergelidrag aan te tonen. Een opmerkelijke
vaststelling is dawl1l.5a niet oplost in CDGl Om toch dit gedrag te kunnen onderzoeken wordt
gekozen voor dioxaan als solvent, waarin ook vamupodesmine A zelfassociatie werd vastgesteld.
[2] In dit solvent bleel/11.5a zeer goed op te lossen.

Diffusie-NMR is een techniek die toelaat om de $ramsale diffusiecoéfficiént D van moleculen in
oplossing te bepalen. Wanneer zelfassociatie afiirkgjg je een concentratie gewogen gemiddelde
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diffusiecoéfficiént over alle verschillende oligoraa aanwezig in oplossing. [5] Met behulp van
DOSY-metingen kan de diffusiecoéfficiént D afgeleibrden. Voor sferische deeltjes bestaat
bovendien het volgende verband (Stokes-Einstein).

kT
- 6mnTry

Waarbij k de Boltzmannconstante (1,380?%J/K), T de temperatuur (in K}, de viscositeit van de
oplossing (in P&) en r,de hydrodynamische radius (in m) van de sferischiecnle voorstellen.

Hoewel pseudodesmine A en zijn synthetische analdef meteen als sferische deeltjes kunnen
worden beschouwd, is de hydrodynamische radjuesen goede maat voor de afmetingen van de
molecule.

Aangezien bij zelfassociatie de diffusiecoéffici@ak afhankelijk is van de concentratie, is het de
gewoonte om diffusiemetingen uit te voeren bij ghitende concentraties. Omdat er slechts een
beperkte hoeveelheid materiaal is, zal de diffugifficiént echter bij één concentratie gemeten
worden in een polair en apolair solvent.

Eerst wordt de diffusiecoéfficiént opgemeten in petaire CQCN om deze te vergelijken met
pseudodesmine A, dat zich in dit solvent in de nmom@ vorm bevindt. Ongeveer 1.0 raj.5a
wordt daartoe opgelost in 10 ul gEN. Ondanks de beperkte hoeveelheid is de contientoah vrij
groot (rond 80 mM). Hierdoor kan het deeltje natder zomaar willekeurig diffunderen en verschilt
de waargenomen diffusiecoéfficiént Ban deze bij oneindige verdunning.Dit noemt men het
obstructie-effect. In de literatuur wordt een cotiebeschreven om de, e berekenen, [69] als volgt:

— DS
C(1-29)

waarbij@ de volumefractie van de deeltjes voorstelt. Ditduaer bij benadering berekend door aan te
nemen dat de afmetingen van één molecule gelghtisdeze van een pseudodesmine A molecule.

Do

Na verwerken van de DOSY metingen, wordt ees B76.8 uni/s berekend. Na bovenstaande
correctie bekomt men D= 816.0 um/s. Via de Stokes-Einstein vergelijking kan hierdi¢
hydrodynamische radius worden berekend, waarbijvesaositeit van acetonitrile van 0.000369sa
gebruikt werd.[70] Niettegenstaande dit een ruweelkening is, bekomt men eep=r7.25 A, die
identiek is aan de gekende afmetingen van een pdeathine A monomeer (7.2 A). Hiermee wordt
bevestigd dat het gesynthetiseerde analoog in eaomeer vorm voorkomt in een polair solvent.

Om het gedrag in apolaire omgeving te onderzoekend de molecule opgelost in dioxaan. Men stelt
vast dat de signalen in het TB-spectrum allen een beetje verbreed zijn. Maagezian dioxaan een
viskeuzer solvent is dan acetonitrile (1.117 raRagenover 0.369 mRy, kan de lijnverbreding ook
hieraan te wijten zijn. (figuur 8.9)
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Figuur 8.9 1D*H spectrum van synthetisch analoog in dioxaan, opgemen hij 700 MHz, 25 °C, focus op M-protonen

Identieke berekeningen en correcties worden gebraikr de berekening vanyDn dioxaan. Men
bekomt Q= 175.0 pni/s. Dit stemt overeen met een hydrodynamische sagilijk aan 11.2 A. Deze
waarde is iets groter dan deze in de monomereatogstnaar toch kan men stellen dat er geen of
nauwelijks zelfassociatie is opgetreden. Zo is dgcositeit bijvoorbeeld afhankelijk van de
concentratie, of zijn er ook nog minieme onzuivedre aanwezig die ook een rol kunnen spelen. Het
is in elk geval duidelijk dat er geen zelfassoeiaptreedt zoals bij pseudodesmine A in gelijkagdi
oplossingsomstandigheden. In een gelijkaardig éxget met pseudodesmine A bekomt men gen r
van 30-50A [4] bij een concentratie van ongeveemd, terwijl in dit geval de concentratie van het
synthetische analoog rond 70 mM ligt. Het is daaduwidelijk dat zelfs indien er een zekere mate van
zelfassociatie zou optreden, deze zeker en vast meder sterk is uitgesproken dan bij
pseudodesmine A.

8.4 Conclusie

NMR-analyse bevestigt de moleculaire structuur pseudodesmine A. Ondanks de twee modificaties
(Asn8 in plaats van Ser8 en decaanzuur in plaatshydroxydecaanzuur) bekomt men een molecule
die conformationeel gezien, zeer goed op pseudddestlijkt. Wel zorgen deze modificaties voor
een zekere conformationele instabiliteit, in hgtdnder aanwezig ter hoogte van Asn8. De lijnbreedt
van bepaalde'H resonanties verscherpen bij hogere temperatuiir.diidt op conformationele
uitwisseling en leert dat het analoog minder rigsl@als pseudodesmine A. Eveneens stelt men vast
dat zelfassociatie en oplosbaarheid in chlorofaerksvorden benadeeld.

Het lijkt erop dat de aanwezigheid van Ser8 belgnds voor de stabiliteit van de molecule.
Vermoedelijk speelt de afwezigheid van een alcaloelg in de vetzure staart aan het N-terminale
uiteinde van de peptideketen een veel beperktéréled ziet er dus naar uit dat men het Ser8 residu
niet zomaar kan vervangen door een ander hydrafithozuur indien men dezelfde structuur-functie
verwantschap wil behouden. Bovendien stelt men dastook alle andere gekende leden van de
viscosinegroep steeds een Ser8 in hun sequentdt&ev
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Hoofdstuk 9: Experimenteel

Alle reagentia en solventen werden als dusdanigrugeb zonder verdere zuiveringen. Alle
experimenten waarbij vochtgevoelige producten werdebruikt, werden uitgevoerd onder inerte
atmosfeer (Ar, B). DIPEA, gebruikt voor koppelingsreacties en deBB\kleurtest is extra droog. mQ
H.O werd verkregen via een Sartorius Arium 11 DI neddtende van leidingwater.

Alle reacties in oplossing werden gevolgd via duaagchromatografie (TLC) op silicagel (Merck
Silicagel, 60F254). Zuivering van de producten gette door kolomchromatografie op silicagel
(korrelgrootte 5-200 um, 30-60g silicagel per granoduct).

De reacties op vaste drager werden uitgevoerd nnpégstic peptide reactor (1,5 of 5 ml) met een
gesinterde filter. De vaste fase reacties werdgeuberd met de Selecta Vibromatic shaker.

In de synthese komen heel wat standaard procedareod. De naam van de procedure is onderlijnd,
omdat naar deze naam wordt verwezen in het expetaleegedeelte.

De kleurtesten werden als volgt uitgevoerd:

TNBS-test procedure:
Enkele korrels worden overgebracht in een kleictregat. Hieraan wordt 50ul van een 10% DIPEA
oplossing in DMF toegevoegd en 50ul van 1% TNB®sgihg in DMF. Oranje korrels duiden op de
aanwezigheid van vrije aminegroepen, terwijl kleme korrels op de afwezigheid van vrije
aminegroepen duiden.

NF31-test procedure:

Enkele korrels worden overgebracht in een kleirctregat. Vervolgens wordt 100 pl van een 2mM
NF31 oplossing in acetonitril toegevoegd. Het mehggordt verwarmd bij 70 °C gedurende 10
minuten. De korrels worden vervolgens gewassenDiwE, MeOH en DCM. Rode korrels wijzen op
de aanwezigheid van vrije aminegroepen, terwijlukieze korrels de afwezigheid van vrije
aminefuncties aantonen.

NF31/DMAP-test procedure:

Enkele korrels worden overgebracht in een kleirctiesat waaraan 50ul van een 0.2 M DMAP
oplossing en 50 pl van een 2mM NF31 oplossing éeith acetonitril) worden toegevoegd. Het
mengsel kan 10 minuten reageren bij kamertempearatvaarna het gewassen wordt met DMF en
MeOH. Rode korrels wijzen op de aanwezigheid v@nalcoholgroepen. Kleurloze korrels duiden op
de afwezigheid hiervan.

Fmoc-ontscherming

Het hars wordt behandeld met een oplossing van gipridine/NMP (10 ml/g hars), waarna de
reactor gedurende 20 minuten wordt geschud bij kemperatuur. De oplossing wordt afgefiltreerd,
waarna het hars opnieuw met 20% piperidine/NMP wdwehandeld. Vervolgens wordt het hars
gewassen met NMP (3 *30 s, 10 ml/g hars), MeOH3@ 4, 10 ml/g hars) en DCM (3 *30 s, 10 ml/g
hars).
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Proefafsplitsing

Om product af te splitsen van het hars wordt 1 esgnrin een nieuwe reactor gebracht. Hier wordt
200 ul van een oplossing aan toegevoegd die basta@FA (95%, 190ul), triisopropylsilaan (2.5%,
5ul) en gedemineraliseerd water (2.5 %,5 pl). et wordt een uur geschud bij kamertemperatuur.
Daarna wordt het hars gewassen met TFA (~1ml) enggevangen filtraat wordt droog geblazen met
argon via een pasteurpipet. Het residu wordt gewoge MeOH wordt toegevoegd om een
concentratie van 1 mg product per ml MeOH te bekorh€-MS wordt opgenomen.

9.1 Alloc- bescherming van.-lle: eerste poging

0 Na,CO; (aq) o
D S NG N\
(@] (@] Cl H
HoN 23 uur OH
OH
V.1

Figuur 9. 1 Alloc- bescherming van L-lle

0.250 g L-lle(1,9mmol;1.1 eq) en 1.479 g,.8&:.10H,0 (5.2 mmol; 3 eqg.) worden in 6.9 mL®!
opgelost onder argonatmosfeer. Deze oplossing vgerderd en gekoeld bij 0°C, waarna traag 180 pl
allylchloroformaat wordt toegevoegd. (1 eq; 1.7 mymbBe oplossing wordt 1 uur geroerd bij 0°C
waarna de oplossing geleidelijk aan kon opwarmérkamertemperatuur. De reactie wordt gevolgd
op TLC met als eluens DCM/MeOH met een 85/15 vedivay Na 23 uur wordt de reactie stopgezet
en wordt de waterige oplossing 2 maal gewassenl®ehl DCM. Nadien wordt de waterige fase
aangezuurd tot pH=1 door geconcentreerd HCI toevaegen. De bekomen suspensie wordt
geéxtraheerd met EtOAc (3*20ml). De verzameldeaetén worden gedroogd op J$£,. Na een

half uur wordt dit afgefiltreerd en het filtraat wib ingedampt. Een massaspectrum werd opgenomen
met ESI-MS.

Analysedata

TLC: 2-3 spots: R0 beginproduct;
R=0.12 en 0.20 gevormde producten
Moleculair gewicht=215.25 g/mol
ESI-MS: (m/z,fragment, intensiteit): 215.6M.1+H] *,5
469.0 [tetrapeptide+H]00

9.2 Alloc-bescherming van L-lle met tijdelijke besherming carbonzuur: tweede poging

o)
1) 2.2 eq MSTFA, o
H,N o * \/\OJ\CI DCM, 1 uur reflux . \/\OJ\H (@)
OH 2) 1.1 eq Alloc-Cl, 1eq Et;N OH
4uur, RT V.1

Figuur 9. 2 Alloc bescherming van L-lle
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0.1467 g L-lle (1eq;1.114mmol) wordt opgelost inmh droge DCM en gekoeld bij 0°C onder
argonatmosfeer. Men stelt vast dat de L-lle nidbstp0.454 ml MSTFA (2.2 eq; 2,461mmol) wordt
toegevoegd. Het reactiemengsel wordt 2 uur gereflijis0°C. Omdat lle niet oplost wordt gradueel 3
ml DMF en 1 ml THF toegevoegd met weinig zichtbaesultaat. Wanneer de oplossing is afgekoeld
tot kamertemperatuur wordt er 130 pl Alloc-Cl (®4; 1.225 mmol) en 155 pl §&t (1eq en 1,114
mmol)toegevoegd waarna reactiemengsel vier uureggravordt bij kampertemperatuur. De reactie
wordt ondertussen gevolgd op TLC met als eluens INGMDH in 97/3 verhouding. Om de reactie te
stoppen wordt 4 ml MeOH toegevoegd waarna nog eergeroerd wordt. Hierna wordt het solvent
ingedampt. Het bekomen product wordt opgelost imL&EtOAc en driemaal geéxtraheerd met 10 ml
1M KHSO4(aq). De organische fasen worden gedroogd op Mg®{a een half uur wordt dit
afgefiltreerd en het filtraat wordt geconcentredr®t bekomen product wordt gezuiverd via een
kolomchromatografische scheiding op silica metedlens DCM/MeOH in een 98/2 verhouding. Er
worden 3 fracties gescheiden waarvan een massaspentet ESI-MS werd opgenomen. Deze 3
fracties waren echter zeer miniem en bevatten gaerallen het product.

Analysedata

Moleculair gewicht=215.25 g/mol
ESI-MS: (m/z): elke fractie bevatte m/z= 170

9.3 Vorming Alloc-OSu

o. o OH 1) 1 eq NEt;,DCM, 0 °C

O
» oN_o
O \V\j 2) 7 uroeren, RT v
VA1

Figuur 9. 3 Vorming Alloc-OSu

Onder argonatmosfeer wordt 2.15 ml Alloc-Cl (Le@20mol) en 2.30 g N-hydroxysuccinimide (1leq;
0.020mol) in 20 ml DCM gebracht en vervolgens gékdet 0°C. Vervolgens wordt 2.90 ml NEt
(1eq; 0.020mol) druppelsgewijs toegevoegd. Na 7 wardt het reactiemengsel ingedampt. Wat
overblijft is een mengsel van het ruwe Alloc-OSuheh E§N.HCI zout. Dit mengsel wordt opgelost in
30 ml DCM en in een scheitrechter overgebrachtofanische fase wordt 3 keer gewassen met 30
ml verzadigde NaHCgoplossing, waarna ze gedroogd wordt op9@. Het droogmiddel wordt na
een halfuur afgefiltreerd en het filtraat wordt edgmpt en gedroogd aan de oliepomp waarna men
2.6955 g van een gele olie bekomt. Het rendemeadrabgt 67.67 %

Analysedata
Moleculair gewicht=199.161 g/mol
'H-NMR (DMS0-d6, 300 MHz)
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Structuur Positig o (ppm) | Integratie| Multipliciteit J (Hz)
4 1 2.82 4H s /
Oj\o 2 /H s 2 4.86 2H ddd 5.75; 1.33; 1.33
o ,{l o H 3 5.99 1H ddt 17.2;10.4;5.7%
V 3 4 5.44 1H dd(t)* 17.2;1.5;1.33
T 5 5.36 1H dd(t)* 10.4;1.5;1.33

* triplet fijnstructuur is niet meer te herkennen

Tabel 9.1

TN

T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 ppm

o kW I

Figuur 9.3a 1D*H spectrum van Alloc-OSu in DMSO-d6 voor opzuiverim. Bevat nog sporen van
beginproducten. solventresiduele (2.5 ppm) en watgek (3.3 ppm) zijn zichtbaar.

9.4 Alloc-bescherming van L-lle via Alloc-OSu

0
\/\OJ\O
0 + . X . 10% K,CO4(aq) j\ 5
H,N j/_/v/ Y
OH THF,RT,16u " on
V.2 V.1

Figuur 9. 4 Alloc-bescherming van L-lle via Alloc-CSu

Onder argonatmosfeer wordt 0.2 g L-lle (1eq; 1.6ftbol) toegevoegd aan een oplossing van 0.4626
g Alloc-OSu (1.5 eq; 2.353mmol) in 1.366 ml THF9 @l van een 10% waterige,€Os-oplossing
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wordt toegevoegd, waarna deze suspensie 17 uuerdergordt. Dan wordt het reactiemengsel
ingedampt tot een halve ml. Aan deze oplossing wbnail 10% KCOs,qen 2 ml HO toegevoegd

en dit wordt 4 maal met anderhalve ml diethyleth@vassen. De waterige fase wordt aangezuurd tot
pH=1 en geéxtraheerd met 4 * 2ml DCM. De verzamé&l@-fasen worden gedroogd op MgSéh
ingedampt tot ruw product. Hiervan werd een massasmm opgenomen met ESI-MS. Het ruwe
product wordt gezuiverd op een silicakolom metdisens zuiver DCM, waarbij geleidelijk wordt
overgegaan naar DCM/MeOH met 95/5 en 90/10 verimgudiet product werd bekomen met een
rendement van 25.0%

Analysedata
Moleculair gewicht=215.25 g/mol

9.5 Vorming Alloc-L-lle via Alloc-OSu

o)
0 + X 10% K,CO4(aq) j\
o) o) o)
OH THF,RT,16u OH
V.2 V.1

Figuur 9. 5 Vorming Alloc-lle via Alloc-OSu

IV.2 afkomstig van poging 9.3 en 9.5 worden saméngcht als beginproduct. Onder argonatmosfeer
wordt 1.6808 g L-lle (0.9 eq; 12.8 mmol) toegevoega een oplossing van 4.332 g Alloc-OSu (1.5
eq; 21.75 mmol) in 15 ml THF. 8.5 ml van een 10%enge K.COs-oplossing wordt toegevoegd,
waarna deze suspensie 17 uur geroerd wordt. Dadt\wet reactiemengsel ingedampt tot een halve
ml. Aan deze oplossing wordt 8.5 ml 10%0Q0;,q en 17 ml HO toegevoegd en dit wordt 4 maal
met 15 ml diethylether gewassen. De waterige fameltvaangezuurd tot pH=1 en geéxtraheerd met 4
* 20 ml DCM. De verzamelde DCM-fasen worden gedwbog MgSQ en ingedampt tot ruw product.
Opzuivering gebeurt door kolomchromatografie ojgaiel met als eluens DCM/MeOH in een 995/5
verhouding. Van de fracties die product bevatterrdere een TLC en hetH-NMR-spectrum
opgenomen. Alloe-lle wordt bekomen als een viskeuze kleurloze oliet een rendement van
77.48%.

Analysedata

Moleculair gewicht=215.25 g/mol

ESI-MS: (m/z,fragment, intensiteit): 215.6y[1+H]", 100

TLC: R=0.109 (DCM/MeOH in 995/5, 2 druppels azijnzuur)

'H-NMR ((CDCl, 300 MHz)
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Structuur Positig o (ppm) | Integratie| Multipliciteit J (Hz)
1 1 0.87 3H t 7.44
> 6 5243 2 1.16 1H nd 744
8H)§/\OJ\H 5 @) 1.42 1H pd 7.44;*
I; 10 01H1 3 0.92 3H d 6.87
4 1.88 1H sept 4.5
5 4.30 1H dd 8.9;4.5
6 4.52 2H d 5.70
7 5.85 1H ddt 17;10.8;5.70
8 5.15 1H dd 10.8; 1.25
9 5.25 1H dd 17;1.25
10 5.15 1H d *
11 8.16 1H S /

* Fijnstructuur valt niet te herkennen

Tabel 9.2

Figuur 9.6a 1D*H spectrum van Alloc-lle in CDCl,.

9.6 Activatie van Fmocb-GIn (NTrt)-OH

Fmoc 1.1eq pyridine Fmoc™ AQ
; | F DMF, RT, 45 min

IV.3 V.4

Figuur 9. 6 Activatie Fmoc-D-GIn(NTrt)-OH
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Voor deze reactie wordt V.3 commercieel aangekocBtj kamertemperatuur en onder
argonatmosfeer wordt 303.7 mg Frmo&In(NTrt)-OH (1eq; 0.50mmol) opgelost in 1 ml DM&an
deze oplossing wordt 44 pl pyridine (1.1 eq; 0.5%#%)nen 80 pl pentafluorofenyltrifluoroacetaat
(1.16 eq;0.58mmol) toegevoegd. Na 45 minuten roer@mit het reactiemengsel verdund met 100 ml
EtOAc en overgebracht in een scheitrechter. Denisghe fase wordt drie keer gewassen met 100 ml
0.1 M HClgq en vervolgens drie keer met een 100 ml 5% NakjG@plossing. Hierna wordt de
organische fase gedroogd op Mg3$D daarna ingedampt tot een witte vaste stof. FprRGIN(NTrt)-
OPfp werd bekomen met een rendement van 88.6 %prddtict werd onderzocht met LC-MS, ESI-
MS en eert®F-NMR spectrum werd opgenomen.

Analysedata
Moleculair gewicht=776.75 g/mol
LC-MS (0-100% in 15 minuten op C18-kolom):

Retentietijd massa interpretatie

10.337 243 Trityl-groep

14,611 243 Trityl-groep
Tabel 9.3

De trityl-groep is een groep die zeer goed ionisd@marnaast is het gepreactiveerde glutamine ook
erg gevoelig voor nucleofiele aanval. Waarschingjpat het product kapot op de kolom. LC-MS is
aldus geen goede analysetechniek. Het gebruik 9BANMR liet echter wel toe de identiteit van het
bekomen product toe te wijzen.

ESI-MS in MeOH: (m/z,fragment, intensiteit): 243yt]", 100
647.3nkthylester van IV.4+NaJ’, 39
799.2M.4+NaJ’, 17
ESI-MS in CHCN: (m/z,fragment, intensiteit): 2431t ]*, 100
799.6,IV.4+NaJ’, 6
633.6, [V.4-Pfp+Na], 5

%F-NMR (CDCk, 282.4MH?z)

Structuur Positie | 3 (ppm) | Integratie| Multipliciteit J (Hz2)
1 2 1(ortho) | -152.16 2F d 17.8

e} R F

N
Fmoc” O‘QF 3 2(meta) | -161.77 2F dd 22.1;17)8
1 " " 2 3 157.14 1F t 22.1
HN S0 (para) | -157. .
Trt
Tabel 9.4

9.7 Activatie van decaanzuur

R F .
/\/\/\/\)CLOH FQO}—FFF _11eqpyridine of F
Y F v d op DMF,1u,RT 0 I F

V.3 V5

Figuur 9. 7 Activatie decaanzuur
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Voor deze reactie wordt V.3 commercieel aangekocBtj kamertemperatuur en onder
argonatmosfeer wordt 303.6 mg decaanzuur (led; thhol) opgelost in 1 ml DMF. Aan deze
oplossing wordt 155 pl pyridine (1.1 eq; 1.9 mmat) 280 pl pentafluorofenyltrifluoroacetaat (1.16
eq; 2.02 mmol) toegevoegd. Na 60 minuten roerendivoet reactiemengsel verdund met 100 ml
EtOAc en overgebracht in een scheitrechter. Denisghe fase wordt drie keer gewassen met 100 ml
0.1 M HClgq en vervolgens drie keer met een 100 ml 5% NakjG@plossing. Hierna wordt de
organische fase gedroogd op MgSéh daarna ingedampt tot een vloeiende gele oliewbDrdt
opgezuiverd met kolomchromatografie op silica méver DCM als eluens. Na opzuivering wordt
geactiveerd decaanzuur bekomen met een rendenreii®vé%. Een’F-NMR werd opgenomen.

Analysedata

Moleculair gewicht=338.312 g/mol
TLC: R= 0.76 en UV-actief (zuiver DCM)
F-NMR (CDCk, 282.4MHz)

Structuur Positie| 5 (ppm) | Integratie| Multipliciteit J (Hz2)
2 1(ortho) | -152.85 2F d 17.0
1 E F 3
o 2(meta) | -161.77 2F dd 21.8;17(0
/\/\/MO )
1F 3(para) | --158.29  1F t 21.8
Tabel 9.5
B ﬁ
—
,
—1‘52 —1‘53 —1‘54 —1%5 —1‘56 —1‘57 —1%8 —1‘59 —1‘60 —1‘61 —1‘62 —1‘63 | ppm

Y R

Figuur 9.10a 1D**F NMR-spectrum van IV.5

e
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9.8 Proefafsplitsing van startmateriaal (afkomstigran Anna Malinowska [6])

?

AM 11112 Fmoc- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
|

OH
TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
V.1a Fmoc- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl
|
OH

Figuur 9. 8 Proefafsplitsing

Om na te gaan of het startmateriaal AM II1.12 mmgakt door Anna Malinowska — nog goed is, wordt
een proefafsplitsing uitgevoerd op een minieme hekeid van het beginmateriaal. Het afgesplitste
product wordt met LC-MS onderzocht.

Analysedata:

Moleculair gewicht: 908.05 g/mol
LC-MS (0-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd massa interpretatie

16.773 908.4 V.1la+H]"

Tabel 9.6

9.9 Proefafsplitsing van AM I11.17 (afkomstig van Anna Malinowska[6])

?

AM 1117 Fmoc- L- Leu- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
|
OH

TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

V.12a Fmoc- L- Leu- D- allo- Trllr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl

OH
Figuur 9. 9 Proefafsplitsing

Om na te gaan of het startmateriaal AM IIl.17 wgakt door Anna Malinowska — nog goed is, wordt
een proefafsplitsing uitgevoerd op een minieme belneid van het beginmateriaal. Het afgesplitst
product wordt met LC-MS onderzocht.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1021.21 g/mol
LC-MS ((0-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd massa interpretatie
8.918 100 NMP (solvent)
17.904 1021.5 \[.12a+H]"

Tabel 9.7
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9.10 Fmoc-ontscherming en koppeling Fmob-GIn(NTrt)-OPfp

AM II1.12 Fmoc- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

|
OH

20% piperidine/NMP

V.2 H,N- D- allo- T|hr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
oplossing van 5,5 eq Fmoc- D-GIn(NTrt)-OPfp en
5 eq HOBt in NMP

?

Fmoc-D-GIn-(NTrt) -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

I
OH

TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

V.3a Fmoc-D-GIn -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl

OH
Figuur 9. 3 Fmoc-ontscherming en koppeling Fmoe-GIn(NTrt)-OPfp

Na Fmoc-ontscherming wordt een TNBS-kleurtest waiitjevoerd. Oranje korrels wijzen op een
succesvolle ontscherming.

Het ontschermde hars (~10.9 mg) wordt twee keeags@n met 0.5 ml NMP. Een oplossing van 11.2
mg Fmoc-D-GIn(NTrt)-OPfp (5.5 eq; 0.0144 mmol) ed7lmg HOBLt (5.0 eq; 0.0131mmol) in 110 pl
NMP wordt toegevoegd en 2 uur geschud bij kamerégaipur. Hierna wordt de oplossing
afgefiltreerd en het hars gewassen met 3*0.5 ml NKE®.5 ml MeOH en 3*0.5 ml DCM.
Kleurtesten worden uitgevoerd. TNBS-test en NF3iden kleurloze korrels op. NF31/DMAP toont
lichtrode korrels. Dit wijst op een succesvolle gefing. Een proefafsplitsing wordt uitgevoerd,
gevolgd door analyse met LC-MS.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1036.18 g/mol
LC-MS (0-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd Massa interpretatie
8.872 100 NMP (solvent)
15.452 1036.4 \[.3a+H]"

Tabel 9.8
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9.11 Fmoc-ontscherming en koppeling van Fmac-Leu-OPfp

?

V3 Fmoc-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
20% piperidine/NMP
V.4 HoN-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
oplossing van 5 eq Fmoc- L-Leu-OPfp en
5 eq HOBt in NMP
V.5 Fmoc-L-Leu-D-GIn-(NTrt) -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
V.5a Fmoc-L-Leu-D-GIn -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl
|
OH

Figuur 9. 4 Fmoc-ontscherming en koppeling van Fmaet-Leu-OPfp

Na Fmoc-ontscherming wordt een TNBS-kleurtest wibged. Oranje korrels wijzen op een
succesvolle ontscherming.

Het ontschermde hars (~10.9 mg) wordt twee keeagsgan met 0.5 ml NMP. Een oplossing van 6.8
mg Fmocb-GIn(NTrt)-OPfp (5.0 eq; 0.0131 mmol) en 1.77 mgBi@5.0 eq; .0131mmol) in 110 pl
NMP wordt toegevoegd en het geheel wordt 2 uurtgebbij kamertemperatuur. Hierna wordt het
overtollige reagens afgefiltreerd en het hars wgeWassen met 3*0.5 ml NMP, 3*0.5 ml MeOH en
3*0.5 ml DCM. Kleurtesten worden uitgevoerd. TNBStt en NF31leveren kleurloze korrels op.
NF31/DMAP tonen lichtrode korrels. Dit wijst op esnccesvolle koppeling. Een proefafsplitsing
wordt uitgevoerd, gevolgd door analyse met LC-MS.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1149.33 g/mol
LC-MS (0-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd massa interpretatie

17.012 1149.5 \[.5a+H]"

17.888 1021.5 \[.12a+H]" (deletiepeptide zonder Gin
Tabel 9.9
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9.12 Fmoc-ontscherming en koppeling van DZ-OPfp

?

V.5 Fmoc-L-Leu-D-GIn-(NTrt) -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
|
OH

20% piperidine/NMP

?

V.6 H,N-L-Leu-D-GIn-(NTrt) -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

|
OH

1) oplossing van 3 eq geactiveerd decaanzuur, 3eq HOBt in NMP
2) 2u schudden, RT

|

V.7 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

OH

TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

V.7a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl
Figuur 9. 5 Fmoc-ontscherming en koppeling van DZ-8fp

Na Fmoc-ontscherming wordt een TNBS-kleurtest wibged. Oranje korrels wijzen op een
succesvolle ontscherming.

Het ontschermde hars (~10.9 mg) wordt twee keeags@én met 0.5 ml NMP. Een oplossing van 2.65
mg Fmoc-D-GIn(NTrt)-OPfp (3.0 eq; 0.0078 mmol) e@6lmg HOBLt (3.0 eq; .0078 mmol) in 110 pl
NMP wordt toegevoegd en het geheel wordt 2 uurtgebdbij kamertemperatuur. Hierna wordt het
overtollige reagens afgefiltreerd en het hars wgeWassen met 3*0.5 ml NMP, 3*0.5 ml MeOH en
3*0.5 ml DCM. TNBS-kleurtest wordt uitgevoerd. TNE&&urtest levert kleurloze korrels op. Dit
wijst op een succesvolle koppeling. Een proefafsiply wordt uitgevoerd, gevolgd door analyse met
LC-MS.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1081.35 g/mol
LC-MS (0-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd massa interpretatie

8.867 100 NMP (solvent)

18.2 1081.6 Y.7a+H]"

19.351 953.5 (deletiepeptide zonder GlIn)
Tabel 9.10
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9.13 Testpogingen voor koppeling van Alloc-lle

?

V.7 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

OH

3 verschillende pogingen (zie tabel 9.11)

Q

) |

V.8 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

O-L-lle-Alloc

TFAlwater/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

\

V.8a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl

|

O-L-lle-Alloc
Figuur 9.13 Koppeling van Alloc-lle

Drie pogingen werden ondernomen om Alloc-lle tepalpn. Aangezien het beginprod¥c¥ niet of
nauwelijks is weggereageerd bij deze pogingen, eredeze telkens uitgevoerd op dezelfde reactor.
Een overzicht van de drie pogingen wordt gegeveabel 9.11

Condities Resultaat (op basis van LC-MS na
proefafsplitsing)
1° poging 7 eq Alloc-lle, 7eq DIC, 0.7 eq DMAP in droge DCM Minimale hoeveelhei®/.8 gevormd

3 uur schudden, RT

2° poging 5 eq Alloc-lle, 5eq DMTMM Cl, 5eq NMM in droge DMF Geen reactie
19 uur schudden, RT

3° poging | 10 eq Alloc-lle, 10 eg DMTMM BE; 10 eq NMMin droge DMF Geen reactie
1 week schudden, RT

Tabel 9.11
Data na LC-MS analyse eerste poging:
Moleculair gewicht: 1278.58 g/mol
LC-MS (75-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd Massa interpretatie
6.028 1081.6 \.7a+H]"
9.907 (minieme piek) 1278.7 V[8al+H]"
10.977 (minieme piek) 1278.7 V[8az+H]"

Tabel 9.12 Resultaat na eerste poging

De grootste piek stemt overeen met V.7, wat betettaher amper reactievorming is opgetreden. De
massa overeenstemmend met V.8a is zichtbaar bg tetentietijden, maar ze vormen slechts zeer
kleine pieken in het chromatogram.
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Data na LC-MS analyse tweede poging:
Moleculair gewicht: 1278.58 g/mol
LC-MS (75-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd Massa interpretatie
6.006 1081.6 \.7a+H]"
9.926 (minieme piek) 640 V[8al+H]**
11.018 (minieme piek) 640 V[8az+H]**

Tabel 9.13 Resultaat na tweede poging

De grootste piek stemt overeen met V.7, wat betelaher amper reactie is opgetreden. De massa
overeenstemmend met de helft van V.8a is zichtbihdwee retentietijden, maar ze vormen slechts
twee zeer kleine pieken in het chromatogram. Bomendijn deze twee pieken bijna uitsluitend
afkomstig van de eerste poging.

Data na LC-MS analyse derde poging:
Moleculair gewicht: 1278.58 g/mol
LC-MS (75-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd massa interpretatie
5.942 1081.6 \.7a+H]"
9.762 (minieme piek) 1278.7 V[8al+H]"
10.886 (minieme piek) 1278.7 V[8az+H]"

Tabel 9.14 Resultaat na derde poging

De grootste piek stemt overeen met V.7, wat betelaher amper reactie is opgetreden. De massa
overeenstemmend met V.8 is zichtbaar bij twee tiei§den, maar ze vormen slechts twee zeer kleine
pieken in het chromatogram. Bovendien zijn dezeetwi&ken bijna uitsluitend afkomstig van de
eerste poging. Dit kan men afleiden omdat de drgingen ondernomen zijn op hetzelfde hars.

9.14 Succesvolle koppeling van Alloc-lle: herhalingoging 1 met verlengde reactietijd

?

V.7 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

OH

1) 7 eq Alloc-lle, 7eq DIC, 0.7 eq DMAP in CH,CI,
2) 24 u schudden, RT
‘ Q

V.8 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

O-L-lle-Alloc

TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

V.8a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl

O-L-lle-Alloc
Figuur 9. 14 Koppeling van Alloc-lle
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Uit de eerste drie pogingen kan men afleiden diatlein de eerste poging er product werd gevormd.
Daarom wordt besloten om de reactie te hernemereemeverlengde reactietijd.

15 mg hars wordt 3 keer gewassen met 0.5 ml drdgel.CEr wordt onder argonatmosfeer gewerkt
omdat DIC zeer gevoelig is voor luchtvochtigheichinAde reactor wordt een oplossing van 5.4 mg
Alloc-lle (7eq; 0.0252 mmol), 0.307 mg DMAP (0.7;ed.00252 mmol) en 3.9 ul DIC (7 eq;
0.0252mmol) in 300 pl droge DCM toegevoegd. Hienwadt de reactor gespoeld met argon en 24
uur geschud bij kamertemperatuur. De korrels wordienna gewassen met 3*0.5 ml droge DCM,
3*0.5 ml MeOH en 3*0.5 ml droge DCM. Hierna wordezst werkwijze herhaald en wordt het
reactiemengsel opnieuw 24 uur geschud. Tijdens atbalingsstap is het solvent geleidelijk aan
verdampt, waardoor de reagentia sterk geconcedteegnwezig waren.

Om te controleren of het reactieproduct is gevonardt een proefafsplitsing uitgevoerd waarop LC-
MS wordt uitgevoerd. Hieruit blijkt dat er nu wekel product is gevormd. Er trad echter wel
epimerisatie op met vorming van twee diastereomedten proefafsplitsing wordt uitgevoerd, gevolgd
door analyse met LC-MS.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1278.58 g/mol
LC-MS (75-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd massa Interpretatie

6.066 1081.6 \.7a+H]"

9.988 1278.7 \.8al+H]"

11.101 1278.7 \[.8aZz+H]"

13.678 1150.6 Deletiepeptide zonder GIn

14.820 1150.6 Deletiepeptide zonder GIn
Tabel 9.15

Deze keer is er wel meer V.8 aanwezig dan V.7, dduseactie gaat nu wel door. Twee pieken met de
juiste massa zijn zichtbaar. Er blijken 2 diasterecen gevormd.

9.15 Allyl-ontscherming van AM 111.17[6]

?

AM 1117 Fmoc - L- Leu- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
|
OH
DCM, RT, 2u 90 eq morfoline, 10 eq BusSnH,

1eq Pd°(PPhs),

/

V.9 H5N - L- Leu- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OH

OH
TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

V.9a HoN- L- Leu- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OH

OH
Figuur 9. 15 Allylontscherming van AM 111.17
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7.3 mg gedroogd hars AM 111.17, afkomstig van AnalMowska, wordt in een reactor gebracht met
50 pl moist (= niet gedroogd) DCM en het geheel wordt ondeomrgezet. Hierbij wordt 13.8 pl
morfoline (90 eq; 0.1577 mmol), 4.6 pl MnH (10 eq; 0.01752 mmol) en 2.3 md(PiPh), (1leq;
0.001752mmol) en 60 pl DCM gebracht. De reactordivgespoeld met argon, afgeschermd van licht
en twee uur geschud bij kamertemperatuur. Hiernatwavertollig solvent en reagentia door de filter
geblazen en intensief gewassen met 3*DCM, 3*DMR&OH en 3*DCM.

Om te controleren of het reactieproduct is gevormdrdt een proefafsplitsing uitgevoerd op V.9
waarna LC-MS wordt uitgevoerd op het afgesplitstedpct. Hieruit blijkt dat de Allyl-ontscherming
succesvol is. Het aanwezige morfoline zorgt ook rvgedeeltelijke Fmoc-ontscherming. Een
proefafsplitsing wordt uitgevoerd, gevolgd doorlgsa met LC-MS.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 758.90 g/mol
LC-MS (0-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd Massa interpretatie

8.483 375 ?

11.475 759.4 \.9a+H]"

14.626 981.4 \.9a+Fmoc+H]
Tabel 9.16

9.16 Allyl- en Alloc-ontscherming van V.8

?

V.8 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

O-L-lle-Alloc

150 eq morfoline, 15 eq BusSnH,
DCM, RT, 2u 2 eq PdO(PPh3)4

Q

\J l

V.10 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OH

O-L-lle-NH,

TFA/waterl/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

V.10a DZ-L-Leu-D-GlIn - D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser - L- Leu- D- Asn- OH

|

O-L-lle-NH,,
Figuur 9. 16 Allyl- en Alloc-ontscherming

10 mg gedroogd hars V.8 wordt in een reactor géibranet 70 ul DCM en het geheel wordt onder
argon gezet. Hierbij wordt 30 pl morfoline (150 836 mmol), 9.5 pl BssnH (15 eq; 0.036 mmol)
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en 5.5 mg PYPPh), (leq; 0.0048mmol) en 100 pl DCM gebracht. De wraasiordt gespoeld met

argon, afgeschermd van licht en twee uur geschiudaonertemperatuur. Hierna wordt overtollig
solvent en reagentia door de filter geblazen eangef gewassen met 3*DCM, 3*DMF, 3*MeOH en
3* DCM.

Om te controleren of het reactieproduct is gevormardt een proefafsplitsing uitgevoerd op V.10
waarna LC-MS wordt uitgevoerd op het afgesplitatedpct. Hieruit blijkt dat de Allyl- en Alloc
ontscherming succesvol is. Een proefafsplitsingdivaitgevoerd, gevolgd door analyse met LC-MS.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1154.44 g/mol
LC-MS (0-100% in 15 minuten op C18-kolom):

Retentietijd massa interpretatie

8.469 375 ?

15.282 1154.7 \[.10a1+H]"

15.537 1154.7 \[.10az+H]"
Tabel 9.17

9.17 Cyclisatie van V.10

?

V.10 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OH
O-L-lle-NH,
3.65 eq NMM, 3.65 eq HATU, 0.73 eq HOAt

NMP, 4u, RT
?

V.11 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp —‘
O-L-lle
TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
V.11a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn —‘
O-L-lle

Figuur 9. 17 Cyclisatie van V.10

10 mg van het hars V.10 wordt gewassen met 2*0.BIMiP en onder argon gezet. Een oplossing van
0.96 pl NMM (3.65 eq; 0.008876mmol), 3.3 mg HATUGSeq; 0.008876 mmol) en 0.23 mg HOAt
(0.73 eq; 0.00175mmol) in 150pul NMP wordt toegevbeDe reactor wordt 4 uur geschud bij
kamertemperatuur. Hierna wordt het overtollige enten reagentia afgefiltreerd en het product wordt
gewassen met 3*0.5 ml NMP, 3*0.5 ml MeOH en 3*0/90GM.
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Om te controleren of het reactieproduct is gevormordt een proefafsplitsing uitgevoerd op V.11
waarna LC-MS wordt uitgevoerd op het afgesplitstedpct. Hieruit blijkt dat merendeel van V.10
gecycliseerd werd. Een proefafsplitsing wordt uitgerd, gevolgd door analyse met LC-MS.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1136.42 g/mol
LC-MS (75-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd Massa interpretatie

12.119 1136.7 \[.11a1+H]"

12.481 1136.7 \.11az+H]"

13.134 1136.7 \.11at+H]"

13.207 1136.7 \.11a4+H]"
Tabel 9.18

9.18 Afsplitsing product en zuivering V.11la

?

V.11 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp —‘
O-L-lle
TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
V.11a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn —‘
O-L-lle

Figuur 9. 18 Afsplitsing product

Om product af te splitsen wordt 10 mg hars in éenwe reactor gebracht. Hier wordt 300 pl van een
oplossing aan toegevoegd die bestaat uit: TFA (9590ul), triisopropylsilaan (2.5%, 7.5ul) en
gedemineraliseerd water (2.5 %,7.5 ul). De reaatordt een uur geschud bij kamertemperatuur.
Daarna wordt de vaste drager gewassen met TFA j~@mbhet filtraat wordt opgevangen in een
eppendorfje en wordt droog geblazen met argon efapasteurpipet. De afsplitsing wordt herhaald
waarbij het filtraat wordt opgevangen in zelfde epgorfje.

Hierna wordt koude MTBE toegevoegd en het geherirtuten gecentrifugeerd bij 5°C. De MTBE
met de hierin opgeloste onzuiverheden wordt gedeeath Het centrifuge proces wordt tweemaal
herhaald. Hierna wordt 1.3 mg van een bruin-witteralag bekomen. LC-MS wordt opgenomen. Via
HPLC worden de afzonderlijke fracties gecollecteerd

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1136.42 g/mol
LC-MS (75-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd Massa Interpretatie

12.094 1136.7 \.11a1+H]"

12.481 1136.7 \[.11az+H]"

13.167 1136.7 \[.11a%+H]" en[V.11a4+H]"
Tabel 9.19

109



HPLC (75-100% in 15 minuten op C18(2)-kolom):

retentietijd interpretatie
11.781 V.11al+H]"
12.352 V.11az+H]"
12.895 V.11aZ+H]"
13.420 V.11las+H]"

Tabel 9.20

9.19 Trityl-ontscherming van Fmoco-GIn(NTrt)-OH

)
N

. O
O \g TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5) . O\‘( OH
o
N 1 uur, RT O
Ysud S

VI.2
Figuur 9. 19 Trityl-ontscherming

0.250 g Fmoc-D-GIn(NTrt)-OH (0.4144 mmol) wordteen plastieken recipiént gebracht. Hier wordt
2.5 ml van een oplossing aan toegevoegd die bestaalFA (95%, 2.375 ml), triisopropylsilaan
(2.5%, 0.0625 ml) en gedemineraliseerd water (2.8.8625 ml). De reactor wordt een uur geschud
bij kamertemperatuur. Hierna wordt het reactiemehdsoog geblazen met stikstof. De reactie wordt
herhaald en opnieuw drooggeblazen. Hierna wordtd&oMTBE toegevoegd en 5 minuten
gecentrifugeerd bij 5°C. De MTBE — met de hierigeloste onzuiverheden— wordt gedecanteerd. Het
centrifuge proces wordt tweemaal herhaald. Het obetsnde product wordt bekomen met een
rendement van 89.2 %. LC-MS wordt uitgevoerd.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 368.38 g/mol
LC-MS (0-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd Massa interpretatie
11.569 369.1 \I.2+H]"
407.0 M1.2+K]"

Tabel 9.21

9.20 Activatie van Fmoc-D-GIn-OH

O c
A1 Q 31

droge DMF, RT , 45 min

= sy fﬁ

VI.2 Iv.3

Figuur 9. 20 activatie van VI.2
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Voor deze reactie wordt 1V.3 commercieel aangeko®if kamertemperatuur en onder argon
atmosfeer wordt 125 mg Fmoc-D-GIn-OH (1eq; 0.339atyrapgelost in 1 ml droge DMF. Aan deze
oplossing wordt 30 pl pyridine (1.1 eq; 0.373mmas)67 pl pentafluorofenyltrifluoroacetaat (1.16 eq;
0.394 mmol) toegevoegd. Na 45 minuten roeren woetltreactiemengsel verdund met 70 ml EtOAc
en overgebracht in een scheitrechter. De organifdeewordt drie keer gewassen met 70 ml 0.1 M
HCl g en vervolgens drie keer met een 70 ml 5% Nabklgfoplossing. Hierna wordt de organische
fase gedroogd op MgS@n daarna ingedampt tot een witte vaste stof.pimduct werd onderzocht
met ESI-MS, LC-MS en eelfF-NMR spectrum werd opgenomen. Uit deze analysiglg biat het
product grotendeels het juiste is maar dat er indete mate ook zijproducten aanwezig zijn. Uit
NMR-analyse van IV.3 bleek dat dit product geddigdtgedegradeerd was.

Analysedata
Moleculair gewicht=534.43 g/mol
LC-MS (0-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd Massa interpretatie
11.6 369.1 VI1.1+H]"
15.306 351.1 Cyclisch zijproduct
17.872 535.0 VI.2+H]"
Tabel 9.22

ESI-MS: (m/z,fragment, intensiteit): 556.8[.1+Na]*,100

534.3 VI.1+H] *,13

390.9 MI.2+Na]",6

370.2 [cyclisch zijproduct + Nap
F-NMR (CDCk, 282.4MHz)

Structuur Positie | 6 (ppm) | Integratie| Multipliciteit J (Hz)
. z 1(ortho) | -152.23 2F d 18.5
(o]
H
A O%:éfu J(meta) | -161.67]  2F dd 22.7:1815
F ) 3(para) | -156.95 1F t 22.7
1
HoN o]
Tabel 9.23

Het fluorspectrum bevat daarnaast nog andere signaj -75, -156 en 163 ppm, die verder niet
toegekend werden.

9. 21 Synthese peptide VII.1 met automatische pedg synthesizer.

E H,N- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

Frmoc VIL1
1) Fmoc deprotectie (20% piperidine/ NMP) OH
TentaGel S-Ram hars

2) Koppeling (Aminozuur/ HBTU/ DIPEA/ NMP)

stappen herhaald voor: TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
Fmoc- D- Asp- OAllyl,Fmoc- L- Leu, Fmoc- D-
Ser(OtBu), Fmoc- D- Leu, Fmoc- D- Val, Fmoc-D-allo-
Thr respectievelijk

Vil.1a Fmoc-D-allo-Thr-D-Val-D-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Asn-OAllyl
|
OH

Figuur 9. 21 Synthese peptide VII.1
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Met de automatische peptide synthesizer wordt gepfill.1 volledig automatisch aangemaakt. Men
vertrekt van 150 mg Tentagel S Ram hars (0.036mnam)st wordt het hars ontschermt een 20%
piperidine oplossing in NMP, waarna het volgendeo&imeschermde aminozuur met PyBOP en
DIPEA wordt gekoppeld. Deze stappen worden herhaalok de individuele aminozuren. Een

proefafsplitsing wordt uitgevoerd en het afgesgigsroduct aan LC-MS onderworpen. Dit leert dat
VII.1 met succes gemaakt werd.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 908.05 g/mol
LC-MS (0-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd Massa Interpretatie

16.797 908.40 I 1a+H]"

Tabel 9.24
9.22 Fmoc-ontscherming en koppeling Fmob-GIn(NTrt)-OPfp

Q

Vi1 Fmoc- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
20% piperidine/NMP
VII.6 H,N- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
1) oplossing van 5,5 eq Fmoc- D-GIn(NTrt)-OPfp en 5 eq HOBt in NMP
2) 2 uur schudden, RT
\
VIL7 Fmoc-D-GIn-(NTrt) -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
TFAlwater/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
Vil.7a Fmoc-D-GIn -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAlly!

OH

Figuur 9. 22 Fmoc-ontscherming van en koppeling Fnmbd-GIn(NTrt)-OPfp

Na Fmoc-ontscherming wordt een TNBS-kleurtest wibged. Oranje korrels wijzen op een
succesvolle ontscherming.
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Het ontschermde hars (~120 mg) wordt twee keer ggesvamet 1.2 ml NMP. Een oplossing van 123
mg Fmocb-GIn(NTrt)-OPfp (5.5 eq; 0.1584 mmol) en 19.5 mgBt@®5.0 eq; 0.144 mmol) in 1.2 ml
NMP wordt toegevoegd en 2 uur geschud bij kameréggatpur. Hierna wordt de oplossing
afgefiltreerd en het hars gewassen met 3*1.2 ml NE@A.2 ml MeOH en 3*1.2 ml DCM.
Kleurtesten worden uitgevoerd. TNBS-test en NF3#ren kleurloze korrels op. NF31/DMAP tonen
lichtrode korrels. Dit wijst op een succesvolle gejing. Een proefafsplitsing wordt uitgevoerd,
gevolgd door analyse met LC-MS.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1036.18 g/mol
LC-MS (0-100% in 15 minuten op C18-kolom):

Retentietijd Massa interpretatie

15.542 1036.40 1. 7a+H]"

Tabel 9.25

9.23 Fmoc-ontscherming en koppeling van Fmoc-Leu-OPfp

?

ViL.7 Fmoc-D-GIn-(NTrt) -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
|
OH
20% piperidine/NMP
VIL8 H,N-D-GIn-(NTrt) -D- allo- Tlhr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
oplossing van 5 eq Fmoc- L-Leu-OPfp en
5 eq HOBt in NMP, 2 uur schudden, RT
Y ?
ViL9 Fmoc-L-Leu-D-GIn-(NTrt) -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
VIl.9a Fmoc-L-Leu-D-GIn -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl
|
OH

Figuur 9. 23 Fmoc-ontscherming van Fmoe-Leu-OPfp

Na Fmoc-ontscherming wordt een TNBS-kleurtest wibged. Oranje korrels wijzen op een
succesvolle ontscherming.

Het ontschermde hars (~120 mg) wordt twee keeags@gn met 1.5 ml NMP. Een oplossing van 74.8
mg Fmoct-Leu-OPfp (5.0 eq; 0.144 mmol) en 19.5 mg HOBt (&) .144mmol) in 1.2 pl NMP
wordt toegevoegd en het geheel wordt 2 uur gesdfiudkamertemperatuur. Hierna wordt het
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overtollige reagens afgefiltreerd en het hars geammsnet 3*1.5 ml NMP, 3*1.5 ml MeOH en 3*1.5
ml DCM. Een proefafsplitsing wordt uitgevoerd, gebdoor analyse met LC-MS.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1149.33 g/mol
LC-MS (0-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd Massa interpretatie

17.134 1149.50 \[I11.9a+H]"

Tabel 9.26

9.24 Fmoc-ontscherming en koppeling van DZ-OPfp

?

VIL9 Fmoc-L-Leu-D-GIn-(NTrt) -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH

20% piperidine/NMP

?

VII.10 HoN-L-Leu-D-GIn-(NTrt) -D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

|
OH

1) oplossing van 5 eq geactiveerd decaanzuur, 5 eq HOBt in NMP
2) 2u schudden, RT

‘ 9

VII.2 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

OH

TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

Vil.2a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl

OH
Figuur 9. 24 Fmoc-ontscherming en koppeling van DDPfp

Na Fmoc-ontscherming wordt een TNBS-kleurtest wibged. Oranje Kkorrels wijzen op een
succesvolle ontscherming.

Het ontschermde hars (~120 mg) wordt twee keer ggsvamet 1.5 ml NMP. Een oplossing van 48.7
mg Fmoc-D-GIn(NTrt)-OPfp (5.0 eq; 0.144 mmol) en8Léhg HOBt (5.0 eq; 0.144 mmol) in 1.2 mi
NMP wordt toegevoegd en het geheel wordt 2 uurlgesdij kamertemperatuur. Hierna wordt het
overtollige reagens afgefiltreerd en het hars wgmltassen met 3*1.5 ml NMP, 3*1.5 ml MeOH en
3*1.5 ml DCM. Een proefafsplitsing wordt uitgevoegevolgd door analyse met LC-MS.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1081.35 g/mol
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LC-MS (75-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd

Massa interpretatie

6.144

1081.60 \I1.2a+H]"

Tabel 9.27

9.25 Testpogingen voor koppeling van Alloc-lle

In hoofdstuk vijf werd vastgesteld dat epimerisafrad tijdens de koppeling van Alloc-lle. Daarom
wordt in de opschaling gezocht naar reagentia diz#abrkomen. Er werden drie pogingen in een
afzonderlijke reactor ondernomen op telkens 10 i@ Mtabel 9.28)

?

VII.2 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
OH
3 verschillende pogingen (zie tabel 9.28)
, Q
VIL.3 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
O-L-lle-Alloc
TFA/waterl/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)
Vil.3a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl
O-L-lle-Alloc
Figuur 9. 25 Koppeling van Alloc-lle
Condities Resultaat (op basis van LC-MS na
proefafsplitsing)
1° poging 5 eq Alloc-lle, 5eq HOAt, 5 eq DIC in droge DCM Geen reactie
16 uur schudden, RT
2° poging 5 eq Alloc-lle, 3.75 eq Melm, 5eq MSNT in droge DCM Minieme hoeveelhei¥ll.3a gevormd.
5 uur schudden, RT (VIl.3a2)
3° poging 7 eq Alloc-lle, 7 eq DIC, 0.1 eq DMAR droge DCM Geen reactie
20 uur week schudden, RT

Tabel 9.28

Data na LC-MS analyse eerste poging:
Moleculair gewicht: 1278.58 g/mol
LC-MS (75-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd

Massa interpretatie

6.059

1081.6 VIl 2a+H]

Tabel 9.29
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De grootste piek stemt overeen met VIl.2a. De massaeenkomstig met VIl.3a wordt nergens
teruggevonden wat betekent dat er geen noemensgaaeactie is opgetreden.

Data na LC-MS analyse tweede poging:
Moleculair gewicht: 1278.58 g/mol
LC-MS (75-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd Massa interpretatie

6.121 1081.6 \.2a+H]"

11.175 1278.7 \[.3az+H]"
Tabel 9.30

De grootste piek stemt overeen met VII.2. De massaeenkomstig met VIl.3a wordt op slechts één
plaats teruggevonden. Deze piek is echter ampletbaar in het chromatogram.

Data na LC-MS analyse derde poging:

Moleculair gewicht: 1278.58 g/mol
LC-MS (75-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd massa interpretatie

6.121 1081.6 \.2a+H]"

10.066 1278.7 \.3al+H]"

11.157 1278.7 \.3az+H]"

11.280 1278.7 \[.3a2+H]+ (vormt één piek met vorige)
Tabel 9.31

Deze keer is er wel meer VIl.3a aanwezig dan VlIRas de reactie gaat nu wel door. Twee pieken
met de juiste massa zijn zichtbaar. Er blijken 2laastereomeren gevormd.

9.26 Koppeling Alloc-lle op grote schaal met ‘klaseke’ condities

VIl.2 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

OH

1) 7eq Alloc-lle, 7 eq DIC, 0.3 eq DMAP in droge DCM
2) 24 uur schudden, RT

VIL.3 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

I

O-L-lle-Alloc

TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

Vil.3a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl

\

O-L-lle-Alloc
Figuur 9. 6 Koppeling van Alloc-lle met klassieke endities

Tijdens de testreacties werd vastgesteld dat etgkebndities met DIC/DMAP aanleiding geven tot
vorming van VI1.3. Daarom worden deze conditieshhafd op grote schaal (80 mg hars) Aangezien
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de koppeling niet volledig doorging werd geopteemt0.3 eq DMAP te gebruiken. Om te voorkomen
dat al het solvent verdampt en het hars droog kerstaan wordt meer solvent toegevoegd. Als
gevolg hiervan worden ook meer equivalenten varedgentia toegevoegd om de concentratie gelijk
te houden.

80.0 mg hars (VII.2) wordt in een droge reactorlgaist. De korrels worden gewassen met droge
DCM om op te zwellen. Hierna wordt de reactor onalgion gezet. Ondertussen wordt in een droge
kolf 57.9 mg Alloc-lle (14eq; 0.1344 mmol) gebna@n opgelost in 800 pl droge DCM. Hierna
wordt 42 ul DIC (14 eq; 0.1344 mmol) toegevoegderda wordt het mengsel met een spuit
overgebracht naar de reactor. Tot slot wordt 1.4 DMAP (0.6 eq; 0.00192 mmol) toegevoegd,
waarna de reactor 24 uur zacht geschud wordt bigkeemperatuur. Deze werkwijze wordt tweemaal
uitgevoerd. De korrels worden hierna gewassen drbgM, MeOH en droge DCM. Een
proefafsplitsing wordt uitgevoerd waarop LC-MS ewxgerd wordt.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1278.58 g/mol
LC-MS (75-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd massa interpretatie

6.096 1081.6 V.2a+H]"

8.559 1221.6 zijproduct

10.063 1278.7 \.3al+H]"

11.144 1278.7 \[.3az+H]"
Tabel 9.32

Er is in beperkte mate V.3a gevormd en iets meehed diastereomeer met de hoogste retentietijd.
9.27 Koppeling Alloc-lle op grote schaal met ‘geophaliseerde condities’

Nadat de opschaling was aangevangen werd tocheroganditie gevonden die de moeite waard was
om uit te testen, aangezien er nog veel beginptoalacwezig was, werd de opschaalreactie verder
gezet volgens deze nieuwe methode. Een bijkomearteel is dat deze methode gebruik maakt van
het minder viuchtige DMF.

VIL2 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

|

OH
1) oplossing van 2.5 eq Alloc-lle, 2.5 eq DIC, 2.5 eq

pyridine 0.25 eq DMAP in droge DMF
2) 2 uur schudden bij RT O

|

VII.3 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

|

O-L-lle-Alloc

TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

Vil.3a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OAllyl

O-L-lle-Alloc
Figuur 9. 27 Koppeling van Alloc-lle met geoptimalkeerde condities
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Een reactor met 80.0 mg gedroogd hars wordt gewasst droge DMF en onder argon geplaatst.
Ondertussen wordt in een droge kolf 10.5 mg Allec{R.5 eq; 0.048 mmol) opgelost in 0.150 mi
droge DMF. Hieraan wordt 7.5 pl DIC (2.5 eq; 0.0480h) toegevoegd en 20 minuten geroerd bij
kampertemperatuur. Hierna wordt het mengsel metspait overgebracht naar reactor waarna 4l
pyridine(2.5 eq; 0.048 mmol) en 0.95 mg DMAP(0.25 6.0048mmol) wordt toegevoegd. Hierna
wordt de reactie twee uur geschud bij kamertemperatet hars wordt gewassen met droge DMF,
MeOH en DCM. Deze reactie wordt in totaal 5 ke¢ganoerd. Een proefafsplitsing wordt uitgevoerd
waarop LC-MS wordt uitgevoerd.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1278.58 g/mol
LC-MS ((75-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd massa interpretatie

6.019 1081.6 V.2a+H]"

8.453 1221.6 Zijproduct

9.939 1278.7 V.3al+H]"

11.022 1278.7 \.3az+H]"
Tabel 9.33

Er is amper nog beginproduct over. Daarnaast zest dat men nu dubbel zoveel van de tweede
diastereomeer heetft.

9.28 Allyl- en Alloc ontscherming van VII1.3

?

VIL.3 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
O-L-lle-Alloc
DCM. RT. 2h 180 eq morfoline, 20 eq BuzSnH,

2 eq Pd°(PPh3),

?

Vil.4 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OH

O-L-lle-NH,

TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

Vil.4a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn- OH

O-L-lle-NH,
Figuur 9. 28 Allyl- en Alloc-ontscherming

80 mg gedroogd hars VII.3 wordt in een reactorgelit met 600uinois{= niet gedroogd) DCM en
het geheel wordt onder argon gezet. Hierbij woi@d Bl morfoline(180 eq; 3.456 mmol), 110 ul
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BusSnH (20eq; 0.384 mmol) en 44.4 md@®Ph), (2 eg;0.0384 mmol) en 600 pl DCM gebracht. De
reactor wordt gespoeld met argon, afgeschermdighhdn twee uur geschud bij kamertemperatuur.
Hierna wordt overtollig solvent en reagentia doer filter geblazen en intensief gewassen met
3*DCM, 3*DMF, 3*MeOH en 3* DCM.

Om te controleren of het reactieproduct is gevormardt een proefafsplitsing uitgevoerd op VII.4
waarna LC-MS wordt uitgevoerd op het afgesplitatedpct. Hieruit blijkt dat de Allyl- en Alloc
ontscherming succesvol is.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1154.44 g/mol
LC-MS ((0-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd massa interpretatie

16.160 1154.7 V1l .4al+H]"

16.251 1154.7 V1l .4az+H]"
Tabel 9.34

9.29 Cyclisatie van VII. 4

?

Vil.4 DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OH

O-L-lle-NH,

3.65 eq NMM, 5eq HATU, 1 eq HOAt

NMP, 4h, RT O
\j '

VIL.S DZ-L-Leu-D-GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp —‘

O-L-lle

TFA/water/triisopropylsilaan (95/2.5/2.5)

y
Vil.5a DZ-L-Leu-D-GIn- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn —‘

O-L-lle
Figuur 9. 29 Cyclisatie van VIl.4

80 mg van het hars V1.4 word gewassen met 2*1.5IMP en onder argon gezet. Een oplossing van
8 ul NMM (3.65 eq; 0.07008 mmol), 36.5 mg HATU (§; ©€.096 mmol) en 2.6 mg HOAt (1 eq;
0.0192 mmol) in 1 ml NMP wordt toegevoegd. De reawtordt 4 uur geschud bij kamertemperatuur.
Hierna wordt het overtollige solvent en reagenfigefiltreerd en het product wordt gewassen met
3*1.5 mI NMP, 3*1.5 ml MeOH en 3*1.5 ml DCM.
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Om te controleren of het reactieproduct is gevormaolrdt een proefafsplitsing uitgevoerd op VIIL.5
waarna LC-MS wordt uitgevoerd op het afgesplitatedpct. Hieruit blijkt dat merendeel van Vli4
gecycliseerd werd.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1136.42 g/mol
LC-MS (75-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd massa interpretatie

11.996 1136.7 Il. 5a+H]"

12.403 1136.7 VII. 5a+H]"

13.091 1136.7 VII. 5a+H]"
Tabel 9.35

9.30 Afsplitsing product en zuivering VIl.5a

Om product af te splitsen van het hars wordt deeeegr 70 mg resin in contact gebracht met 1 ml van
een oplossing die bestaat uit: TFA (95%, 950 ul)isapropylsilaan (2.5%, 25 pl) en
gedemineraliseerd water (2.5 %,25 ul). De reactordiveen uur geschud bij kamertemperatuur.
Daarna wordt de vaste drager gewassen met TFA j~émlfiltraat wordt opgevangen in een
centrifugebuis en wordt droog geblazen met stiksta een pasteurpipet. De afsplitsing wordt
herhaald waarbij het filtraat wordt opgevangeneéaeifde centrifugebuis.

Om een restant NMP te verwijderen, werd het stakalgelyofiliseerd.

Hierna wordt koude MTBE toegevoegd en 5 minuteregedugeerd bij 5°C. De MTBE met de hierin
opgeloste onzuiverheden wordt gedecanteerd. Hétifogge proces wordt tweemaal herhaald. Hierna
wordt 53.6 mg van een bruin-witte neerslag bekorh€iMS wordt opgenomen. Via HPLC worden
de afzonderlijke fracties gecollecteerd.

Analysedata:
Moleculair gewicht: 1136.42 g/mol
LC-MS ((75-100% in 15 minuten op C18-kolom):

retentietijd Massa interpretatie
11.849 1136.7 VII. 5a1+H]"
12.241 1136.7 VII. 5az+H]"
12.939 1136.7 VII. 5ac+H]"

Tabel 9.36

HPLC ((75-100% in 15 minuten op C18(2)-kolom):

retentietijd interpretatie
14.100 VIl.5al
14.951 VIl.5a2
15.589 VIl.5a3
Tabel 9.37
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Hoofdstuk 10: Conclusie, discussie en perspectieven

Pseudodesmine A is een natuurproduct dat antimimolactiviteit vertoont tegen Gram positieve
bacterién, waaronder een aantal stammen zoals MR®#icilline resistentStaphylococcus aureus
en VRE (vancomycine resistenEnterococcug die resistent zijn tegen klassieke antibioticat H
veronderstelde mechanisme van de biologische taitiis verbonden met de capaciteit van dit peptide
om transmembraan porién te vormen. Met NMR ondéraeerd vastgesteld dat deze moleculen
zelfassociéren in apolaire solventen. Een verkthreodel werd opgesteld voor de vorming van een
supramoleculaire structuur in apolair milieu watkggpeld kan worden aan de vorming van
poriestructuren in het celmembraan.

In het licht van de kleine beschikbare hoeveelhedanhet natuurlijke materiaal, is het voor verder
onderzoek zeer interessant om een synthese vosodit verbindingen te ontwikkelen. Dit is dan ook
het doel van deze masterscriptie. Eenmaal ontwikkaht de strategie ook toe om analogen te
synthetiseren, waarbij het effect op het zelfaggecid gedrag en de biologische activiteit kunnen
worden waargenomen en dus het opgestelde modeajdtartst worden. Daarnaast kunnen deze naar
de toekomst toe ook getest worden als potentigidiaticum.

In dit werk werd een syntheseroute ontwikkeld ogt@alrager voor het maken van pseudodesmine A
analogen. Deze route, geschetst in figuur 10.1d watwikkeld en geoptimaliseerd op het TentaGel S
Ram hars. De sleutelstappen omvatten het vormerdeatepsipeptidebinding naar een Thr residue
dat onbeschermd wordt ingevoerd en de gelijktijgigadium gekatalyseerde ontscherming van het
N-Alloc beschermde lle en het C-Allyl beschermdepA®sidu, gevolgd door de uiteindelijke
cyclisatie.

? Geautomatiseerd ?

HoN- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

Fmoc

TentaGel S-Ram resin 1) Fmoc ontscherming (20% piperidine/ NMP) LH
2) Koppeling (Aminozuur/ PyBOP/ DIPEA/ NMP)

stappen herhaald voor:

Fmoc- D- Asp- OAllyl,Fmoc- L- Leu, Fmoc- D-

Ser(OtBu), Fmoc- D- Leu, Fmoc- D- Val, Fmoc-

D-allo-Thr respectievelijk
1) 20% piperidine/ NMP
2) Fmoc- D- GIn(NTrt)- Pfp
3) 20% piperidine/ NMP

DZ- L- Leu- D- GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

4) Fmoc- L- Leu- OPfp OH
5) 20% piperidine/ NMP
6) DZ- OPfp
Alloc-L- lle

_— DZ- L- Leu- D- GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
DIC/ pyridine/DMAP/ DMF

O-L-lle-Alloc
1) Pd(PPha)s
2)HATU/HOAYNMM DZ- L- Leu- D- Gln- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser- L- Leu- D- Asn
3) afsplitsing van hars ~|

O-L-lle
Figuur 10.1 Geoptimaliseerde route voor de synthes@an een pseudodesmine A analoog
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Er werd gekozen voor een zijketen immobilisatie waAsp8 wat uiteindelijk leidt tot een-Asn8b-
Ser8 analoog van de beoogde molecule. Een verdezerwoudiging werd doorgevoerd op het niveau
van de lipofiele staart waar decaanzuur ingevoezddwn plaats van het enantiomeer zuivéRg
hydroxydecaanzuur. Na initiéle aanmaak varpdslo-Thr(OH)-D-Val-D-Leu-D-Ser(OtBu)t-Leu-D-
Asp-OAllyl sequentie via klassieke vaste fase pkpsynthese, werden de residweIn, L-Leu en

de finale hydroxydecaanzuur staart ingevoerd metulpe van vooraf bereide pentafluorofenyl
derivaten, dit teneinde koppeling aan de N-termiteuserzekeren en ongewenste koppeling op de
vrije Thr-OH te voorkomen. Vervolgens diende hedteeende N-Alloc beschermdelle residu via
een esterbinding ingevoerd te worden.

De moeilijkste stap bleek net het maken van detszlesding te zijn. De aanvankelijk condities gaven
aanleiding tot epimerisatie ter hoogte van devén lle9 met vorming van twee diastereomeren als
gevolg. Deze twee diastereomeren werden gescheigemPLC. Met de geoptimaliseerde condities
kan men selectief meer van het ene diastereomdammaAlles wijst erop dat dit het diastereomeer is
met de onveranderde stereochemie. Als reagens wgetoiuik gemaakt van pyridine dat minder
basisch is dan DMAP en dus minder epimerisatieoreamkt. Het is niet volledig uit te sluiten dat er
ook nog gedeeltelijke epimerisatie doorgaat meedgmptimaliseerde condities, maar de resultaten
tonen wel aan dat er een duidelijk verschil is.

Het is verder mogelijk gebleken om de koppeling daneerste 6 aminozuren te automatiseren. Dit
levert een aanzienlijke tijdswinst op. Hoewel derdavolgende koppeling via de Pfp-esters zeer
efficiént verloopt, zijn de vereiste Pfp-esters waaminozuren niet commercieel beschikbaar zodat zij
aangemaakt dienden te worden (zie figuur 10.2.)

FF
H 9 R F . Hoon
N 1.1 eq pyridine _N
Fmoc” OH E o F » Fmoc 0 F
R + HF DMF, RT, 45 min R
F FO F FF

Figuur 10.2 Synthese van de Pfp-esters

Vermits het secundaire alcohol van threonine mgtreactief bleek, kan daarom naar de toekomst toe
overwogen worden om de koppeling van Leu, GIn eradezuur ook geautomatiseerd uit te voeren
met behulp van standaard beschermde aminozureopgelingsreagentia.

Ook het vereiste Alloc-lle derivaat was niet comoezl beschikbaar en diende gesynthetiseerd te
worden. Dit verliep niet zonder moeite aangezidrsigichts na verschillende pogingen succesvol kon
gebeuren. In dit werk kon een verklaring geformwdeorden voor het falen van de initiéle
beschermingspogingen.

Om de uiteindelijk cyclisatie te kunnen uitvoeremerden de Allyl- en Alloc-beschermgroepen
selectief ontschermd waarbij deze perfect orthogbbleken te zijn met de overige gebruikte zijketen
beschermende groepen. De condities voor de dadggmae on-hars cyclisatie bleken efficiént en
reproduceerbaar te zijn. Een minimale epimerigedig ook op in deze stap.

Na afsplitsing en zuivering werd de moleculaireustnur bevestigt met de gebruikeliike NMR-
analysetechnieken (14, COSY, TOCSY en HSQC). Bovendien wordt vastgedstéht deze
conformationeel gezien sterk op pseudodesminekh tjaar wel een zekere conformationele labiliteit
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vertoont. Dit manifesteert zich het duidelijkst kerogte van het Asn8 residu. Met behulp van DOSY-
metingen worden de transversale diffusiecoéfficidsdrekend waaruit, bij benadering, een
hydrodynamische radiug in polaire solventen van 7.25 A afgeleid kon wordmteressant genoeg
werd vastgesteld dat het synthetische analoogimiehloroform oplost, waarin zelfassociatie bij
pseudodesmine A werd bestudeerd. In een andereir@psblvent (dioxaan) lost het analoog wel op,
maar kon geen zelfassociatie vastgesteld worderdoigentraties waarvoor dit wel zeer sterk het
geval is bij pseudodesmine A. Hieruit kunnen wellbes dat het zelfassociatiegedrag sterk wordt
benadeeld door het invoeren van één van deze tixkode combinatie van beide modificaties.

Vermoedelijk is voorab-Ser8 belangrijk voor de stabiliteit en het gedvag de molecule. De andere
modificatie bevindt zich op de zeer flexibele lijghé staart en wordt verondersteld minder belakgrij
te zijn. Het D-Ser8 residu is waarschijnlijk wel zeer belangrigndat andere verwante
natuurproducten op deze plaats telkens dit resghbén. Vermoedelijk is het primair alcohol van
Ser8 betrokken in een (aantal) specifieke inteeég}tizoals bijvoorbeeld waterstofbrugvorming met
een ander residu in het supramoleculair complexe&a vervanging van de alcoholgroep door een
amidegroep in de zijketen wordt dit interactiepatreermoedelijk verstoord.

Perspectieven

De finale molecule die bekomen werd in de hier getste synthese verschilt zoals eerder aangehaald
op twee plaatsen van pseudodesmine A: ze bevab€esn8 modificatie en vertoont een lichtjes
gewijzigde lipofiele staart. Naar de toekomst et uiteraard interessant om deze toegevingen weg
te werken, zeker omdat deze twee modificaties texgul in een product dat niet langer zelfassocieert
Koppeling van enantiomeer zuivgthydroxydecaanzuur zal vermoedelijk geen probleenmen en

kan bekomen worden via een elders beschreven dalksiatieprocedure. Een mogelijk alternatief is
het inbouwen van 3-oxodecaanzuur, gevolgd dooseksttieve reductie van hgketon.

De incorporatie van het originele-Ser8 residu ligt met deze synthesestrategie iesilijker. Dit
vereist dat Ser8 gekoppeld wordt via de zijketeen Enogelijke oplossing kan bestaan uit de
immobilisatie van de alcoholfunctie varSer8 op een chlorotrityl of een Merrifield hars.
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Pseudodesmin A is a cyclic lipodepsipeptide (CLP) which
possesses antibacterial activity against Gram positive bacteria,
including MRSA. A rapid and efficient Fmoc solid-phase synthesis
of CLP analogues of pseudodesmin A is developed. Our synthetic
route starts with side-chain attachment of the first amino acid.
Stepwise solid-phase synthesis leads to the linear peptide, which is
N-terminally equipped with a lipid tail prior to depsipeptide bond
formation and on-resin head-to-tail cyclization. The obtained
analogues are subjected to characterization by NMR, to investigate
the supramolecular self-assembly in a hydrophobic environment.

Introduction

Pseudodesmin A is produced Bseudomonas bacteria living in the mucous layer of the
black belly salamander. This molecule has demonstrated moderate antibacterial and
antiviral activity. Most interestingly it also shows activity against some antibiotic
resistant strains such as methicillin-resist&@phylococcus aureus (MRSA) and
vancomycin-resistanEnterococcus (VRE). Recently, the chemical and conformational
structure of pseudodesmin A has been determitedh(ough X-Ray diffraction and

NMR spectroscopic analysis (Figure 1) [1]. In this way pseudodesmin A was identified as
a new member of the viscosin group of antimicrobial peptides (AMPS).

Chemical structure of pseudodesmin A NMR/Xray structure of pseudodesmin A

o loop
NH,

O L-Leul
B-hydroxydecanoic acid

Figure 1. Chemical structure and conformation of pseudodesmin A



The biological activity of many CLPs, including some of the members of the viscosin
group, is assumed to be caused by transmembrane pore formation. Due to their moderate
size (~1 nm) compared to the typical membrane thickness (~3-4 nm), a supramolecular
self-assembly process has been proposed based on translational diffusion measurements
on pseudodesmin. [2]

In this model two distinct intermolecular
interactions are important. First of all,
pseudodesmin A possesses an amphipathic
character, as illustrated in Figure 2a where the
hydrophilic and hydrophobic sides of the
molecule are colored red and green
respectively. In an apolar solvent or
membrane environment, one can expect that
pseudodesmin A molecules arrange their
hydrophilic surfaces towards each other while
the hydrophobic surfaces extend themselves
outward to minimize energetically
unfavorable interactions (Figure 2a). This
principle is well known for AMPs in
general.[3] However this aggregation alone is
not sufficient to span the membrane bilayer
and also does not explain the strong increase
in size observed in apolar solvents.

Figure 2. Illlustration of the proposed

model of self-association. 2] Longitudinal aggregation is caused by a

different intermolecular interaction. The free amide groups at the N-terminal side of the
helix can form intermolecular hydrogen bonds with the free carbonyl groups at the C-
terminal side of the helix or in the loop (Figure 2b). Both processes combined, results in
a large supramolecular structure with a hydrophilic interior and a hydrophobic exterior.
(Figure 2c)

It is clear that the development of a synthesis strategy for pseudodesmin A variants will
contribute to a more fundamental understanding of the structure-function relationship of
the viscosin group of CLPs. New compounds can be screened for their activity against
pathogens, while the crucial parameters that are responsible for self-association in apolar
environment can be identified. This will also allow to further correlate the capacity for
self-association with the biological activity.

Synthesis Route

A synthetic route for viscosin, which can be considered as the D-Glu2/L-Leu5 analogue
of 1, was already reported in 1989. [4] The procedure starts with the solid-phase synthesis
of a linear precursor that already contains the ester bond, followed by ring closure
through the formation of an amide bond in solution. However, the authors describe a
series of problems related to side reactions and purification difficulties when following
this strategy [5]. A further disadvantage of the described methodology is the need for
high dilution conditions during the final cyclisation in order to prevent intermolecular
oligomerization.



In view of the reported difficulties, we chose to develop a new strategy that is partially
based on the more recent work of Stawikowski en Cudic [6], which permits a more
straightforward synthesis and purification. This procedure makes use of a side chain
attachment of the first amino acid to the solid support. After synthesis of the linear
precursor, this finally results in an on-resin head-to-tail cyclization, benefitting from a

pseudo-dilution effect.

As to allow more straightforward side-chain attachment, it was decided to replace the D-
Ser8 residue by a D-Asp8 residue. As final cleavage from the TentaGel S Ram resin
results in a carboxamide, this ultimately leads toD-#Asn8b-Ser8 analogue of
pseudodesmin A. For reasons of synthetic simplicity we further chose to replaB the (
hydroxydecanoic acid tail by decanoic acid. (Scheme 1)

TentaGel S-Ram resin Fmoc- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl
1) Fi d tection (20% piperidine/ NMP! 2
Fmoc ) Fmoc deprotection (20% piperidine: ) OH
2) Coupling reaction (Amino acid/ PyBOP/ DIPEA/ NMP)
steps repeated for:
Fmoc- D- Asp- OAllyl,Fmoc- L- Leu, Fmoc- D-
Ser(OtBu), Fmoc- D- Leu, Fmoc- D- Val, Fmoc-D-
1) 20% piperidine/ NMP allo-Thr respectively
2) Fmoc- D- GIn(NTnt)- Pfp
3) 20% piperidine/ NMP
B ———— DA- L- Leu- D- GIn(NTrt)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl

5) 20% piperidine/ NMP OH

6) DA- OPfp

i ? 1) P(PPhg)s
" DA- L- Leu- D- GIn(NTR)- D- allo- Thr- D- Val- D- Leu- D- Ser(OtBu)- L- Leu- D- Asp- OAllyl - D-Asna/DA anologue
DIC/ DMAP/ pyridine/DCM PO 5) resin dleavage of1

4) Fmoc- L- Leu- OPfp ‘

L- lle-Alloc

Scheme 1. Synthetic plan towards analogues of pseudodesmin A. (DA=decanoic acid)

The synthesis starts with a side-chain attachment of the BrA@p-OAllyl residue to an

acid labile Rink amide based solid support. The linear precBnsass achieved by using
standard Fmoc deprotection (piperidine/NMP) and standard coupling procedures
(PyBOP/DIPEA/NMP). The last building block #) Fmocb-allo-Thr, was coupled with

an unprotected side-chain, as this is the branch point to which later the ester bond will be
formed.

In the synthesis of depsipeptides it is well-know that exposure to basic conditions can
lead to an undesired-®N-acylshift. [7, 8] To avoid this, the subsequeniding blocks

will be coupled prior to ester bond formation. To avoid acylation of the unprotected
allo-Thr hydroxyl group, coupling was achieved using the pentafluorophenyl esters (Pfp)
of the amino acids, which leads to fast reaction with amines but slow reaction with
alcohols.

After final N-terminal derivatisation with the coupling of decanoic acid, Alld is
coupled through ester bond formation with DIC/DMAP. This depsipeptide bond
formation proved to be far from straightforward. The need for long reaction times
induced epimerization at theposition of lle9. Through substitution of catalyfbdMAP

by excess pyridine, reaction times decreased significantly and formation of the desired
diastereomer was favored.



The orthogonal Alloc and Allyl protecting groups needed to be removed prior to ring
closure. Simultaneous deprotection of the N-Alloc protected 11e9 and the C-Allyl
protected Asp8 residue was achieved using classical Pd catalyzed deprotection conditions.
[9] Finally, ring closure is performed with HATU/HOAt/NMM. [10] After resin cleavage
the compound is purified via HPLC and lyophilized to remove residual volatile solvents
that can potentially disrupt self-association. LC-MS and NMR confirmed respectively the
correct molecular weight and structure.

Characterization by NMR

'H and C resonance assignment confirmed the molecular structure of the obtained
pseudodesmine A variant. The chemical shift of the resonances differ only slightly from
those of pseudodesmin A, indicating that the stereochemistry is conserved. For a
diastereomer, one can expect that the a-protons from the backbone most likely have a
significantly altered chemical shift. The similarity of the a-proton and a-carbon chemical
shifts is illustrated by an overlay of the HSQC spectra of the variant and pseudodesmin A
in Figure 3.
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Figure 3. 2D H-3C HSQC spectrum of pseudodesmin and analogue in CDsCN solution,
recorded at 16.4 T, 298K, CH"-region.

The behavior of the variant in polar (acetonitrile) and apolar (1,4-dioxane) solvent
conditions is investigated by measuring the translational diffusion coefficient D using
NMR techniques. [11] The hydrodynamic radius ry can be calculated using the Stokes-
Einstein relation (1) and the known viscosity n of each solvent.

__fT (1)
6mnTy

In a polar environment, the dimensions of the molecule are found to be almost equal to
1(7.2 A) [2] In apolar dioxane, the ry only increases very slightly even at concentrations
of 70 mM (Table 1), while for pseudodesmin A an ry of over 30 A was already found at
10 mM. [12]

TABLE I. Translational diffusion coefficients and hydrodynamic radii of the synthetic variant.

Solvent D [um?s] ru[A]

acetonitrile: 87 mM 816.0 7.25
dioxane: 70 mM 175.0 11.17



Discussion

A viable synthesis strategy for pseudodesmin A analogues was developed, based on side-
chain attachment of the first amino acid to the solid support, followed by stepwise Fmoc
solid-phase synthesis of the linear peptide precursor and on-resin head-to-tail cyclisation.
NMR study confirmed the molecular structure and thus the development of an efficient
and successful synthesis of this type of CLP’s.

Unlike pseudodesmine A, no self-association occurs in apolar solvents. This can possibly
be attributed to the D-Asn8/D-Ser8 modification. Like for other members of the viscosin
group a D-Ser8 residue is always conserved. The results of this work suggest therefore
that Ser8 is required to stabilize the molecular conformation and to induce self-
association behavior in apolar environment. The future aim is to synthesize and examine
variants that do contain Ser8, in order to further understand the structure-function
relationship of this group of compounds.
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