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INFOLEHT
Asa-arginiini sisaldava asa-peptiidi H-RasaRASVA-NH: slintees

Peptiidid on mitmetes eri valdkondades huvipakkuvad (hendid, kuid nende kasutamist ravimitena
raskendavad halb membraanlabitavus ja vdike metaboolne stabiilsus. Nende omaduste parandamiseks
arendatakse peptidomimeetikuid. Asa-peptiidid on peptidomimeetikud, mille abil Uritatakse eelkdige
suurendada peptiidide metaboolset stabiilsust elusorganismides. Asa-peptiidide omadusi on aga
uuritud vahe, kuna puuduvad efektiivsed meetodid nende sunteesimiseks. Peamine probleem on

aminohappe lisamine asa-aminohappejaagi N-terminaalile.

Ké&esoleva t60 eesmark on slinteesida proteiinkinaas A minimaalse substraadi RRASVA asa-analoog
RasaRASVA, kasutades tahke faasi peptiidistinteesi (SPPS) eeskirja. T66 tulemusena suinteesiti asa-
peptiid RasaRASVA ning Ghosez reagent osutus seni testitud aminohappe aktivaatoritest
efektiivseimaks asa-peptiidsideme moodustamisel Arg ja asaArg vahel. Samas asa-aminohappejaagi

N-terminaalile jargmise aminohappe lisamise reaktsioonitingimused vajavad veel optimeerimist.
Mérksonad: asa-peptiid, asa-peptiidisiintees, asa-arginiin, Ghosez reagent, SPPS

Orgaaniline keemia — P390

Synthesis of aza-arginine containing aza-peptide H-RasaRASVA-NH

Peptides are important compounds for many fields, however their use as medicine is hindered by their
low membrane permeability and low metabolic stability. To improve these shortcomings,
peptidomimetics are developed. Aza-peptides are peptidomimetics which are primarily used to
increase the metabolic stability of peptides in living organisms. The properties of aza-peptides have
not been studied enough due to the lack of effective synthesis methods. Particularly, problematic is

coupling of amino acids to the N-terminus of aza-amino acid residue.

The purpose of this bachelor’s thesis is to synthesize RazaRASVA an aza-analogue of protein kinase
A minimal substrate RRASVA using solid phase peptide synthesis (SPPS) method. As a result, aza-
peptide RazaRASV A was synthesized. Ghosez reagent was found to be the most effective activator for
aza-peptide bond formation between Arg and azaArg, although the reaction conditions for amino acid

coupling to the N-terminus of the aza-amino acid residue need further optimization.

Keywords: aza-peptide, aza-peptide synthesis, aza-arginine, Ghosez reagent, SPPS

Organic chemistry — P390
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Kasutatud lihendid

Lihend Ingliskeelne nimetus Eestikeelne nimetus
ACN Acetonitrile Atsetonitriil
AcOH Ethanoic acid Etaanhape
AH Amino acid Aminohape
Ala, A Alanine Alaniin
Arg, R Arginine Arginiin
asaAla, Aza-alanine Asa-alaniin
asaA
asaArg, Aza-arginine Asa-arginiin
asaR
Boc Tert-butoxycarbonyl Tert-butokstikarbontdl
BTC Bis(trichloromethyl) carbonate Bis(triklorometuil)karbonaat
Chz Benzyloxycarbonyl Benstitilokstikarbonudl
COMU (1-cyano-2-ethoxy-2- (1-tstiano-2-etoks-2-
oxoethylidenaminooxy)dimethylaminom oksoetilideenaminooksu)dimetiulamino
orpholino-carbenium morfoliino-karbeenium heksalfluorofosfaat
hexafluorophosphate
DCM Dichloromethane Diklorometaan
Ddz a,a-dimethyl-3,5- o,o-dimetldl-3,5-
dimetoxybenzyloxycarbonyl dimetoksibensiuloksikarbonul
DIBAL-H Diisobutylaluminium hydride Diisobuttdlalumiiniumhudriid
DIPEA N,N-diisopropylethylamine N,N-diisoproptidilamiin
DMF N,N-dimethylformamide N,N-dimetidlformamiid
DMP Dess—Martin periodinane Dess-Martini perjodinaan




EA Ethyl acetate Etlilatsetaat
Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl Fluorentutlmetoksukarbonul
Ghosez 1-chloro-N,N,2-trimethyl-1- 1-kloro-N,N,2-trimetiul-1-propentilamiin
reagent propenylamine
HOBt Hydroxybenzotriazole Hudrokstbensotriasool
HPLC High Performance Liquid Kdrgefektiivne vedelikkromatograafia
Chromatography
MeOH Methanol Metanool
MS Mass spectrometer Massispektromeeter
NMP N-Methyl-2-pyrrolidone N-mettdl-2-pirrolidoon
PE Petroleum ether Petrooleeter
PyBOP Benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino- Bensotriasool-1-itl-oksu-tris-pirrolidiino-
phosphonium hexafluorophosphate, fosfoonium heksafluorofosfaat
PyOxim [Ethyl cyano(hydroxyimino)acetato- [Etiitil-tsiiano(hiidrokstiimiino)atsetaato-0?]
O?tri-1-pyrrolidinylphosphonium tri-1-parrolidintdlfosfoonium
hexafluorophosphate heksafluorofosfaat
Ser, S Serine Seriin
SPPS Solid Phase Peptide Synthesis Tahke faasi peptiidistintees
TBTU 2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3- 2-(1H-bensotriasool-1-tul)-1,1,3,3-
tetramethylaminium tetrafluoroborate tetrametiiilamiinium tetrafluoroboraat
TCFH Chloro-N,N,N’ N"- Kloro-N,N,N’, N -tetrametutlformamidiinium-
tetramethylformamidinium heksafluorofosfaat
hexafluorophosphate
THF Tetrahydrfuran Tetrahtidrofuraan
TMSCI Trimethylsilyl chloride Trimettdlsiltalkloriid




1. Sissejuhatus

Peptiidid on ravimitoostuses huvipakkuvad Ghendid. Selleks, et suurendada nende metaboolset
stabiilsust ja membraanlabitavust elusorganismides, luuakse erinevaid modifitseeritud peptiide.
Uhed paljulubavad peptiidide analoogid ehk peptidomimeetikud on asa-peptiidid. Need on
modifitseeritud peptiidid, kus hel vdi rohkematel aminohappejddkidel on a-susinik asendatud

a-lammastikuga. [1]

Peptiidiahelas ~ aminohapete  asendamine  asa-aminohapetega  pdhjustab  peptiidis
konformatsioonilisi muutusi. Need muutused vdivad mdjutada peptiidi imendumist, transporti,
seondumist ensttimide vdi retseptoritega ja metaboolset stabiilsust. Lisaks vOivad asa-peptiidid
omada inimkehas paremaid interaktsioone proteiinide retseptoritega ning suuremat stabiilsust
ensumaatilisele ja keemilisele degradatsioonile. Seetbttu uuritaksegi asa-peptiide erinevate
bioloogiliste valdkondade ja ravimitddstuse tarbeks. Samas raskendavad asa-peptiidide uuringuid
nende madalad slinteesisaagised, mis tulevad eriti ilmsiks asa-aminohappele jadrgmise aminohappe
lisamisel. Madalamaid slnteesisaagiseid vOivad pOhjustada steeriliselt mahukate riihmad
reaktsioonitsentri laheduses ning vale aktivaatori valik. [2-4]

Kéesoleva t60 eesmark on siinteesida proteiinkinaas A minimaalse substraadi RRASVA asa-
analoog RasaRASVA tahke faasi peptiidisunteesi meetodil (SPPS). Kuna asa-aminohapete
prekursorid pole kommertsiaalselt kattesaadavad, siis vajadusel stinteesitakse ka asaArg prekursor
varasemalt véljatootatud metoodikate alusel [5,6]. Eelnevalt on meie teadusgrupis sunteesitud teisi
asa-asendatud RRASVA molekule, kuid mitte antud t06s slinteesitavat jarjestust. Nagu eelpool
6eldud, on asa-peptiidi sunteesi kdige kriitilisem etapp asa-aminohappele jargmise aminohappe
sidumine, antud juhul asaArg-le jargneva Arg lisamine. Seega plaanitakse esialgu testida
aktivaatorite 1-kloro-N,N,2-trimetlil-1-propendtlamiin (Ghosez reagent) ja (1-tstiano-2-etoksu-
2-oksoetutlideenamiinooksu)dimetudl-aminomorfoliinokarbeenium heksafluoro fosfaadi
(COMU) efektiivsust Arg ja asaArg vahelise asa-peptiidsideme moodustamisel mudelpeptiidis H-
Arg-asaArg-Phe-NH2. Ghosez reagent on varasemates uuringutes osutunud (heks efektiivsemaks
aktivaatoriks Tyr sidumise asaVal N-terminaalile [7] ja COMU on olnud efektiivseim aktivaator
Ala sidumisel asaAla-le [2]. Arg ja asaArg vahelise asa-peptiidsideme teket nende aktivaatoritega
ei ole veel testitud. Eelkatse pdhjal valitakse efektiivseim aktivaator asa-peptiidsideme

moodustamiseks. TO0 tulemused aitavad kaasa asa-peptiidide slinteesimetoodikate arendamisele.



2. Kirjanduse tlevaade
2.1 Peptiidid

Peptiidid on aminohappejaakidest koosnevad Uhendid, kus aminohappejadgid on omavahel
uhendatud amiidsidemete ehk peptiidsidemetega. Peptiidside moodustub the aminohappe ao-
karboksudlriihma ja teise aminohappe a-aminoriihma vahel. Aminoriihma ja karboksudlrihma

vahelise kondensatsioonireaktsiooni tulemusena eraldub vesi ning moodustub peptiid (Skeem 1)

[8].
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Skeem 1. Peptiidi moodustumise tldine skeem [8]. R: ja R, on aminohappejéakide kiilgrihmad ning X; ja X, on
aminohappejéagid.

Enamik peptiide on lineaarsed, kuid eksisteerib ka tstiklilisi peptiide. Uldiselt vaadeldakse vaid 20
standardaminohapet, mida kodereerib elusorganismides DNA, kuid kokku eksisteerib looduses tle
700 aminohappe. K6ik DNA kodeeritavad aminohapped (v.a proliin) sisaldavad primaarset
aminorithma a-stsiniku kuljes. Inimestele on kodeeritavatest aminohapetest iheksa asendamatud
- neid peab omandama toidust. Kuus aminohapet on tinglikult asendamatud ehk asendamatud
mdnede haiguste korral ja viis aminohapet on asendatavad ehk inimorganism suudab neid

stnteesida. [8]

2.1.1 Tahke faasi peptiidi stintees (SPPS)

Lisaks looduslikele peptiididele on neid vGimalik ka stinteesida. Esimesed slinteetilised peptiidid
loodi juba aastal 1901 Fisheri ja Fourneau poolt [9]. Algselt slinteesiti peptiide lahuses, kuid
vedelfaasi peptiidisinteesi meetodi (LPPS) puudused on aeganbudvad ja keerulised
puhastusetapid peale iga aminohappe lisamist [10]. 20. sajandi teisel poolel 16i Merrifield tahke
faasi peptiidi stinteesi (SPPS) protokolli (Skeem 2) [11].
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Skeem 2. Tahke faasi peptiidisunteesi skeem [10]. R; ja R, on molekulide kiillgahelad, K on ajutine kaitserihm, K; ja

Kz on kiilgahelate pusivad kaitseriihmad, . - on tahke kandja ja X on aktivaatorist tulenev lahkuv riihm.

SPPS meetod néeb ette, et esimene aminohape peptiidiahelas seotakse kovalentselt polimeeri
funktsionaalse rihma (linkeri) abil poliimeeri ehk tahke kandja (vaigu) kilge, mis ei lahustu
peptiidislinteesis kasutatavates lahustites. Samas peab tahke kandja lahustites hésti punduma, et
difusioon poliimeeri maatriksisse oleks kiirem. Lisaks peab tahke kandja olema fudsiliselt piisavalt
vastupidav, et see ei laguneks filtreerimise kéigus. Peamiselt kasutatakse SPPS-is ristsidestatud
polustireenil pdhinevaid tahkeid kandjaid, aga ka poluettleenglikoolil, poltamiidil jt
polimeeridel baseeruvaid vaike. SPPS meetodi abil saab siinteesida peptiide palju kiiremini ja

robustsemalt, kuna seal on tllikad puhastusetapid asendatud kiiremate pesuetappidega. [10,11]

Peptiidisiinteesis on olulisel kohal kaitserihmade ning aminohappe aktivaatorite kasutamine.
Kaitserthmade kasutamise eesmark on é&ra hoida soovimatuid korvalreaktsioone ja
polumeriseerumist. Lisataval aminohappel on Kkaitstud o-aminorihm. Peptiidiahelal, kuhu
aminohapet lisatakse, on Kkaitstud C-terminaali karboksuulrihm ja vajadusel kilgahelad.
Aminorihma kaitserthm on ajutine ehk selektiivselt ning lihtsalt eemaldatav, et saaks jatkata
peptiidistinteesi. Karboksiulrihma ning kilgahelate kaitserthmad on pulsivad. Tihti on
peptiidiahela C-terminaali kaitserihmaks linkeri abil seotud ristsidestatud polistiireen voi
erinevad estrid. N-terminaali  kaitserthmad pdhinevad sageli uretaanil, naiteks
fluorenulmetoksikarbondil (Fmoc), tert-butokstkarboniiul (Boc) ja bensulloksikarbonudl
(Cbz) kaitserihmad. Peptiidi kilgahelate kaitserthmade kasutamine soltub peptiidi

aminohappelisest koostisest, kuid peamiselt kasutatakse Boc ja bensuul (Bn) kaitserihmasid [10].

Aktivaatorite kasutamise eesmark on aktiveerida peptiidijarjestusse lisatava aminohappe

karboksuulriihm, et moodustuks peptiidside (Skeem 3) .
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Skeem 3. Peptiidsideme moodustumise reaktsioonimehhanismi ndide aktivaatoriga TBTU [13]. R on aminohappe a-

stisinik, TBTU ja OBt on aktivaatorid ning o on tahke kandja.

SPPS-is on kasutusel lai valik aktivaatoreid. Levinumad aktivaatorite klassid SPPS-is on
karbodiimiidid (nt N,N'-diisoproputlkarbodiimiid (DIC)), oksima derivaatide fosfooniumsoolad
(nt [etuil-tstiano(hlidrokstiimiino)atsetaato-0?] tri-1-pirrolidinttlfosfoonium heksafluorofosfaat
(PyOxim) ja COMU) ja tetrametlilamiinium soolad (nt 2-(1H-bensotriasool-1-Gdl)-1,1,3,3-
tetramettitlamiinium tetrafluoroboraat (TBTU)) [7,11]. Karbodiimiidide, oksima derivaatide ja
tetrametiiilamiinium  soolade  kasutamise korral lisatakse ka bensotriasoole  (nt
hiidroksubensotriasool (HOBt)) kdrvalreaktsioonide ja ratsemisatsiooni vahendamiseks. Oksima
derivaatide fosfooniumsoolade ja tetrametullamiinium soolade kasutamise korral lisatakse ka
alust (nt N,N-diisopropuilamiin (DIPEA)), et deprotoneerida aktiveeritava aminohappe
karbokstulrihm. Karbodiimiidid sisaldavad kahte aluselist l&mmastiku, seega pole nende

kasutamise puhul aluse lisamine vajalik. [14,15]
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2.1.2 Peptiidide kasutusalad

Peptiidid on mitmetes eri valdkondades palju huvi pakkuvad molekulid. Toiduainetftstuses
kasutatakse aspargiinhappe ja fenullalaniini dipeptiidi  metidlestrit ehk aspartaami
suhkruasendajana [16]. Kosmeetikatddstuses kasutatakse samuti erinevaid bioaktiivseid peptiide,
nagu kollageen, tsitokiinid, tiirosinaas jm, naha omaduste parandamiseks [17]. Ravimitodstuses
on peptiidid samuti olulisel kohal, lisaks vasopressinile ja oksutotsiinile on tahtsaim peptiidravim
20. sajandi algul eraldatud 51 aminohappejadgist koosnev diabeetikutele mdeldud hormoon,
insuliin [18]. Aastaks 2027 prognoositakse, et peptiidravimite turg tletab 50 miljardi dollari piiri
[19]. Peptiidravimite suurim eelis on kdrge selektiivsus ja afiinsus retseptoritega seostumisel,

seega on peptiidravimid minimaalsete kdrvaltoimetega. [18]

2.2 Peptidomimeetikud. Asa-peptiidid

Peptiidide kasutamist ravimitena raskendavad kaks peamist faktorit: peptiidide halb
membraanldbitavus ning védike metaboolne stabiilsus elusorganismides. Peptiidide
membraanlabitavuse suurendamiseks ning stabiilsuse tdstmiseks elusorganismides siinteesitakse
erinevaid peptidomimeetikuid. Peptiidiahela selgroogu modifitseerides Uritatakse saavutada
vastupidavust enslimaatilisele degradatsioonile. Seda tehakse asendades peptiidiahelas L-
aminohappeid D-aminohapetega vO0i tava-aminohappeid N-metiiiilaminohapete voi f-
aminohapetega ja veel paljudel teistel viisidel. Muutes aminohappe kiilgahela struktuuri

suurendatakse retseptoritega seostumise afiinsust ning selektiivsust. [18]

Uks paljulubav peptidomimeetikute klass on asa-peptiidid, kus peptiidiahelas on vahemalt iiks

tava-aminohape vahetatud asa-aminohappe vastu (Skeem 4) [20].

a) R b) R

|
OH _N._ _OH
H,N H,N T

O @)
Skeem 4. Tava-aminohappe (2) ja asa-aminohappe (b) struktuuri vérdlus [21]. R on aminohappe kdrvalahel.

Asa-aminohapete Nq-C(O) side on jaigem kui tava-aminohapete C,-C(O) side. See véhendab asa-

peptiidi painduvust ning muudab asa-peptiidi keemilisi ja biokeemilisi omadusi vorreldes tava-

peptiidiga. Asa-aminohapetel ei ole kiraalset tsentrit, a-lammastiku vaba elektronpaar muudab asa-
11



aminohappe planaarseks ning asa-aminohappejadgi aminoriihmaga tekkiva peptiidsideme samuti
planaarsemaks. Lisaks pdhjustab vaba elektronpaar a-lammastikul resonantsi, mis suurendab o-
lammastikuga seotud aminoriihma happelisust ning tédnu sellel annab asa-peptiid tugevamaid

vesiniksidemeid ja ei protoneeru fusioloogilisel pH-I. [7,21-23]

2.2.1 Asa-peptiidide kasutusalad ja probleemid

Asa-peptiidide parema vastupidavuse tottu enslimaatilisele degradatsioonile vorreldes tava-
peptiididega, on need huvipakkuvad hendid ravimiarenduses [24]. Asa-peptiide on kasutatud
seriini ja tslsteiini proteaasi inhibiitoritena, A-hepatiit viiruse 3C proteaasi inhibiitorina, C-
heptatiit viiruse NS3 seriini proteaasi inhibiitorina ja inimestel neutrofiilse proteaasi inhibiitorina
[25]. Lisaks eelnevale on Ameerika Uhendriikide toidu- ja ravimiameti (FDA) poolt heakskiidu
saanud asa-peptiidravimid Atazanavir (Reyataz®) ja Goserelin (Zoladex®) mida kasutatakse
vastavalt HIV raviks ja vahiraviks [26,27].

Asa-peptiidide omaduste uurimist aga takistavad mitmed faktorid. Asa-aminohapped on
ebastabiilsed ning seet6ttu tuleb kasutada vastavaid hiidrasiini derivaate asa-peptiidide slinteesiks.
Nimetatud hidrasiini derivaadid ei ole kommertsiaalselt k&ttesaadavad, seega nduab asa-peptiidi
stintees eelnevat asa-aminohappe prekursori sunteesi. Kuna asa-aminohappe lisamisel
peptiidiahelasse kasutatakse asa-aminohappe prekursorit, tuleb selle atsutlimiseks kasutada
tugevaid atstulivaid reagente (nt fosgeen), mis on tihti mirgised. Asa-aminohappejaégile jargmise
aminohappe lisamine on samuti raskendatud, kuna a-siisiniku asendamine o-l&mmastikuga
indutseerib resonantsi asa-aminohappejaégis, mis omakorda véhendab aminoriihma nukleofiilsust.
Vahenenud nukleofiilsuse tdttu on asa-peptiidsideme moodustumine otsesel SPPS meetodi
rakendamisel aeglane ja ebaefektiivne, mistbttu on vaja muuta lisatava aminohappe
karboksutlrihm reaktsioonivdimelisemaks kasutades efektiivsemaid aktivaatoreid vOi arendada
teisi stinteesimeetodeid. [21]

2.2.2 Asa-peptiidide stintees
2.2.2.1 Asa-aminohapete prekursorite stinteesirajad

Asa-aminohapete prekursorid siinteesitakse lahtudes kaitserihmaga monokaitstud hidrasiini

derivaatidest. Asa-aminohapete prekursorite siunteesiks kasutatakse peamiselt kolme meetodit:
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1) hadrasiini redutseerivat amiinimist (Skeem 5) [21];
2) hudrasiini ja selle derivaatide otsest alkiulimist (Skeem 6) [21];

3) alktulitud hidrasiini kaitsmist kaitseriihmaga (Skeem 7) [28].

i
NHy KXk NH, H R o K Ny _R () K NH__R
HoN - H—x NH NH XX NH

Skeem 5. Asa-aminohappe prekursori suntees hiidrasiini redutseerival amiinimisel [21]. K on ajutine kaitserihm, X
on Cl, Br vdi I, R on alkiiilahel ning [H] stimboliseerib redutseerimist.

K—X R—X
NHp 7 Ko NH > Ko NH_

Skeem 6. Asa-aminohappe prekursori siintees kaitseriihmaga hudrasiini alktdlimisel [21]. K on ajutine kaitseriihm,
R on alkuiilahel ning X on Cl, Br véi 1.

NH K—X NH
7~ s K e
HNT R Th—x SNH R

Skeem 7. Asa-aminohappe prekursori stintees alkiilitud hiidrasiini kaitsmisel kaitserihmaga [28]. K on ajutine
kaitserihm, R on alkiulahel ning X on ClI, Br vdi .

1. ja 2. meetodi korral alustatakse sunteesi monokaitstud hidrasiini stinteesist [21]. Hidrasiini
redutseeriv.amiinimine (Skeem 5) on kolmeetapiline siinteesimeetod, mille k&igus tekib
hiidrasoonne vaheuhend, mida redutseeritakse enamasti ndrga happe juuresolekul NaBH3CN-ga
kiirelt ja selektiivselt [21,29]. Otsene alkidlimine (Skeem 6) on mugav siinteesimeetod, mis
koosneb vaid kahest etapist, kuid alkdtlimisreaktsiooni kaigus vdib mono-alktulitud hidrasiin
edasi alkliluda ka di- ja tri-alkudlitud hidrasiinideks, véhendades reaktsiooni saagist.
Kdrvalreaktsioone saab suures osas dra hoida, kui kasutada monokaitstud hiidrasiini vdhemalt
kolmekordses Ulehulgas. [21,30]

Alkutulitud hudrasiini kaitsmine kaitseriihmaga (Skeem 7) on kdige lihtsam ja kiirem meetod, kuid
selle abil saab sunteesida vaid vaikest hulka asa-aminohapete prekursoreid vajalike
alkiulhidrasiini derivaatide kommertsiaalse puuduse tdttu. Lisaks pole 3. meetod spetsiifiline
primaarse aminorihma suhtes ning kaitseriihm v6ib kinnituda ka sekundaarsele aminoriihmale,

mis véhendab saagist ning raskendab soovitud asa-aminohappe prekursori eraldamist. [21,30]
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Asa-peptiidide uurimist raskendavad lisaks asa-aminohapete prekursorite sunteesivajadusele ka
osade asa-aminohapete prekursorite (asaSer, asaThr, asaHis ja asaCys) stinteesimetoodikate

puudumine [21].

AsaArg prekursorite siinteesiradu on kirjeldanud Freeman et al. [31] ning Mastitski et al. [5,6].

Freeman et al. artiklis prooviti slinteesida asa-arginiini prekursorit jargides kolme erinevat
stinteesirada, millest kaks dnnestus 18pule viia (Skeem 8). Kdikide sunteesiradade esimeseks
reaktsiooniks on vastava ldhteaine aminoriihma guanidileerimine. Soltuvalt l&hteainest jargneb
Weinrebi amiidi redutseerimine LiAlH4-ga, alkoholi okstideerimine Dess-Martini perjodinaaniga
(DMP) vdi atsetaali  hudrolits — &adikhappe lahuses aldehdidiks — (N®,N*-di-Boc-
guanidudl)propanaal VII. Viimase sammuna viiakse l&bi redutseeriv amiinimine (N“,N*-di-Boc-
guanididl)propanaali VII ja monokaitstud hudrasiini vahel, segades need kokku ning hiljem
redutseerides tekkinud hiidrasooni NaBH3CN-ga, andes asaArg prekursori V111 [31]

v
1 Boc

2 a, 96% Q ‘N
_b, 85% o) )k/\ )\ Boc
HO NH, Hee” N NH ONH C
| Z 33%
I CHs Vi
HaC
3 VIl Boc_

\ HaC v /Boe
o) NH, \\ HN Boc f, Fmoc = 63% N
>_f . g M, — e 8 JN\ _ Dbz =se% ]
a LN ~=N NH _Boc
)\/\NH \ Hk/\NH N KON TS S
Boc
/o
&

m Boc [
Vi NNH

NN a, 95% J\
HO NH, 2222 HO/\/\NH \T

Boc

Skeem 8. Freeman et al kirjeldatud asaArg slinteesi siinteesirajad [31]. Boc on Boc-kaitseriihm ja K on Fmoc- vGi
a,0-dimetudl-3,5-dimetoksubensuuloksukarboniiil-  (Ddz) kaitseruhm. Kasutatud reagendid: a) N,N’-di-Boc-
metdulisotiouurea,  4-dimetiulaminopiridiin - (DMAP); b)  N,O-dimettiilhtudrokstilamiin  vesinikkloriid,
bensotriasool-1-tiil-oksi-tris-purrolidiino-fosfoonium heksafluorofosfaat (PyBOP), DIPEA, c) LiAlH,; d) etaanhape
(AcOH) /H,0; e) DMP; f) 1) K-NH-NH,, seejarel 2) NaBH;CN, AcOH

Freeman et al. valjapakutud silinteesiradade (Skeem 8) labiviimisel esines mitmeid probleeme.
Esiteks andis (N®,N®-di-Boc-guanidiil)propanaanhappe Weinrebi amiidi IV redutseerimine
aldehludiks (N“,N®-di-Boc-guanidiil)propanaal VII LiAlHs-ga madalaid saagiseid ning
reaktsioonisegu  puhastamine oli  keeruline. Teiseks ei suudetud (N“,N®-di-Boc-
guanidudl)propanaanhappe atsetaali V hiadroltisil aldehtudi (N*,N*-di-Boc-guaniduil)propanaal

VIl sunteesida. Kolmandaks alkoholist (N®,N®-di-Boc-guanidiiil)propanool VI DMP abil
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tekkinud aldehutdi (N®,N*-di-Boc-guaniduil)propanaal VIl pesu NaHCOz-ga ja Na2S203-ga
pdhjustas molekulisisest tstkliseerumist ja Ghe Boc-kaitseriihma eemaldumist. Samas, kui viia
alkoholi (N“,N*-di-Boc-guanidiul)propanool VI oksudeerumisreaktsioon aldehditidiks (N“,N“-di-
Boc-guanidudl)-propanaal V11 1abi kasutades lahustina puridiini ning hiljem pesta reaktsioonisegu
lahja NaOH lahusega, siis hoiti Boc-kaitserihma eemaldumine dra ja saadi kbrge saagisega

produkt. Lisaks on jargnev redutseeriva amiinimise reaktsioon korge selektiivsusega. [31]

Mastitski et al. artiklites on Kirjeldatud kahte slinteesirada, millest esimene pdhineb asa-ornitiini
prekursori [5] ja teine N®,N“—di-Boc-3-guanidillpropanaali silinteesil [6]. Esimese meetodi
(Skeem 9) kohaselt alkitlitakse monokaitstud Fmoc-hudrasiini N-mettil-2-ptrrolidoonis (NMP)
N-Boc-3-bromopropliulamiiniga, et saada kaitserihmadega kaitstud asa-ornitiini prekursor.
Seejarel konverteeritakse asa-ornitiini prekursor asa-arginiini prekursoriks, eemaldades asa-
ornitiini  prekursorilt trifluorodadikhappe (TFA) abil Boc-kaitseriihma ning guanidileerides
kilgahela aminorihma N,N’-di-Boc-N "-trifttlguanidiiniga aluselises keskkonnas [5]. Teise
meetodi (Skeem 10) kohaselt siinteesitakse kdigepealt B-alaniini mettdlester B-alaniini ja
metanooli vahelisel kondensatsioonireaktsioonil. Jirgmiseks stinteesitakse metutl-3-(N*,N*-di-
Boc-guanidudl)propanaat, guanidileerides p-alaniini metudlestrit aluselises keskkonnas N, N’-di-
Boc-S-metlul-isotiouureaga.  Seejdrel  redutseeritakse  metdtl-3-(N“,N“-di-Boc-guanidudl)
propanaadi metlulester vedela lammastiku abil jahutatud keskkonnas
diisobutulalumiiniumhidriidiga (DIBAL-H) aldehludiks. Viimase sammuna viiakse 1&bi
redutseeriv amiinimine: (N®,N*-di-Boc-guanidiil)propanaali ja Fmoc-hidrasiini vahel tekkivat

hiidrasooni redutseeritakse selektiivselt NaBH3CN-ga, andes Fmoc-kaitstud asaArg prekursori [6].

Boc\N

NH—NH, a, 84-96% NH K b, 39-70% |
—_— AT NG N —_— NH B

< K{ "NH NH KT " oc

Skeem 9. Mastitski et al. kirjeldatud asaArg prekursori siunteesirada l&bi asa-ornitiini prekursori [5]. K; on Fmoc- ,

Boc- , vBi Chz-kaitserihm, K, on Boc- , Cbz- , alludlokstkarbonudl (Aloc)- v8i Fmoc-kaitserihm. Kasutatud

reagendid: a) N-kaitstud 3-bromoproptilamiin; b) 1) TFA/diklorometaan (DCM) 2) N,N'-di-Boc-N"-triflillguanidiin

ja trietliilamiin (TEA).
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Skeem 10. Mastiski et al. kirjeldatud asaArg prekursori siinteesirada labi N*,N°—di-Boc-3-guanidiiulpropanaali [6],
viimane redutseeriva amiinimise etapp Freeman et al. kirjeldatud [31]. K on Fmoc- v8i Ddz-kaitseriihm. Kasutatud
reagendid: a) trimetdulsilidlkloriid (TMSCI) ja MeOH b) N,N’-di-Boc-S-metiilisotiouurea, DIPEA ja N,N-
dimetidlformamiid (DMF) c) DIBAL-H d) 1) K-NH-NH,, seejéarel 2) NaBH3;CN, AcOH.

Esimese Mastitski et al. valjakaidud slinteesiraja (Skeem 9) eelised vorreldes teistega on, et see
stinteesirada lihem, olenevalt reaktsioonist on suinteesi saagised head kuni kvantitatiivsed ning
kasutatavad reagendid on kattesaadavad v6i pole nende valmistamine keeruline. Samas nduab
monokaitstud Fmoc-hudrasiini alktdlimine N-Boc-3-bromopropitlamiiniga suurt Fmoc-
hidrasiini tlehulka, veevaba solventi ning tapset temperatuurikontrolli, sest reaktsioon ei toimu

madalatel temperatuuridel ning Fmoc-kaitseriihm eemaldub kdrgematel temperatuuridel. [5,31]

Teise Mastitski et al. véljakdidud siinteesiraja (Skeem 10) eelis on sarnaselt Freeman et al.
véljapakutud sunteesiradadega redutseeriva amiinimise reaktsiooni selektiivsus. Samas nduab
metQul-3-(N“,N“-di-Boc-guaniduil)propanaadi redutseerimine DIBAL-H-ga madalat
temperatuuri ning tapset temperatuurikontrolli. Lisaks soltub reaktsiooni saagis tugevalt
reaktsiooni kaigus tekkivate alumiiniumatsetaalide stabiilsusest, mis piirab kasutatavate solventide
valikut. [6]

2.2.2.2 Asa-aminohapete sidumine peptiidiahelasse

Asa-aminohapete prekursorite sidumiseks peptiidiahelasse on mitmeid mooduseid: naiteks voib
aktiveerida lisatava asa-aminohappe prekursori voi peptiidi N-terminaali, kuhu asa-aminohappe
prekursorit lisatakse fosgeeni vOi fosgeeni derivaadi bis(triklorometiiul)karbonaadiga (BTC) voi
vOib aktiveerida lisatava asa-aminohappe bensaldehiidi hidrasooni para-nitrofeniil-
okstikarbonddliga. [23,32]. Lisaks on asaGly sidumiseks peptiidiahelasse kasutatud aktivaatorit
N,N'- disuktsiinimidttlkarbonaat (DSC) [7].
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Enamasti kasutatakse meetodit, kus lisatav asa-aminohappe prekursor muudetakse fosgeeni voi
BTC abil reaktsioonivGimeliseks klooranhtdriidiks, mis reaktsioonil peptiidi N-terminaaliga
annab peptiidsideme (Skeem 11). Kdrvalreaktsioonide vahendamiseks toimub aktiveerimine
tavaliselt inertse gaasi keskkonnas kuivas lahustis ja madalal temperatuuril [23,32].

R
BTC |

N

NH—Nﬁ _ DIPEA _ Fmoes cl | NH,-AH-. . Fmoc\ / NH—AH-. '
/ kulv DCM NH " Kuv DM, Y
0 °C, 30 min
Fmoc kuni 24 h

o

Skeem 11. Lisatava aminohappe C-terminaali aktiveerimine aktivaatoriga BTC [33]. Fmoc on Fmoc-kaitserihm, R
on asa-aminohappe kilgahel, AH on aminohappejaék mille aminorihmale lisatakse asa-aminohappe prekursorit,
@ on tahke kandja.

2.2.2.3 Asa-peptiidsideme siintees

Asa-peptiidsideme moodustumine on tunduvalt aeglasem vdrreldes tava-peptiidsideme
moodustumisega asa-aminohappejadgi madalama nukleofiilsuse tdttu. Lisaks sdltub asa-
peptiidsideme moodustumise kiirus ja reaktsioonisaagis oluliselt aktivaatori valikust. VVarasemalt
on meie teadusgrupis katsetatud okstimal pohinevad aktivaatoreid COMU ja PyOxim ning
bensotriasoolil pdhinevaid aktivaatoreid 1-[bis(dimetltlamino)metiileen]-1H-1,2,3-triasolo[4,5-
b]plridiinium-3-oksiid  heksafluorofosfaat (HATU), TBTU, PyBOP, 2-(6-kloro-1-H-
bensotriasool-1-tul)-1,1,3,3-tetrametldlamiinium heksafluorofosfaat (HCTU) ja
6-kloro-1-((dimetttlamino)(morfolino)-metiileen)-1H-bensotriasoolium  heksafluorofosfaat-3-
oksiid (HDMC) asa-peptiidsideme stnteesiks mudelpeptiidis H-Ala-asaAla-Phe-NHz. Neist
efektiivseimad olid COMU (Skeem 12) ja PyOxim, kuid reaktsioon oli vorreldes tava-
peptiidsideme moodustumisega ligikaudu 30 korda aeglasem. Lisaks taheldati, et reaktsiooni
kiirus ei soltu vaid aktivaatori valikust, vaid ka steeriliselt mahukate riihmade olemasolust
reaktsioonitsentri laheduses [4]. Kusjuures asa-aminohappe killgahela mahukus mdjutab selle N-
terminaalile liidetava aminohappe sidumise efektiivsust enam kui lisatava aminohappe enda
ruumiline mahukus. Naiteks on meie teadusgrupis testitud asa-peptiidi mudelihendis H-Ala-
asaVal-Phe-NH2 Ala sidumist aktivaatoriga COMU asaVal-i N-terminaalile, mis sisaldab
steeriliselt kdige mahukamat kilgriihma ning see reaktsioon praktiliselt ei toimunud [4]. Ka ei sobi

aktivaator COMU Tyr sidumiseks asaVal-i N-terminaalile [7]. Tyr sidumiseks asaVal-le testis
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sama uurimisgrupp veel teisigi aktivaatoreid nagu BTC, PyBOP, kloro-N,N,N’,N-
tetramettitlformamidiinium-heksafluorofosfaat (TCFH) ja Ghosez reagent. Parima saagise neist
andis reaktsioon aktivaatoriga TCFH, kuid selle kasutamisel taheldati vimalikku epimerisatsiooni
asa-peptiidsideme moodustumisel. Efektiivsuselt jargmine aktivaator oli aga Ghosez reagent
(Skeem 13), millega epimerisatsiooni ei tdheldatud. Seda reagenti ei ole teiste asa-peptiidide
jarjestuste peal veel testitud. [2]

0 o
o coMu )k N n
)L o R O/ N 0 NHresat- @ )k
R ——
K R NH—asaAH-...—.

R OH DMF - Oksiima
Il CHy
N

Skeem 12. Asa-peptiidi slintees aktivaatoriga COMU [35]. R on lisatava aminohappe a-stsinik, asaAH on asa-

aminohappejéak, millele aminohapet lisatakse ja . on tahke kandja.

o}

o Ghosez reagent o
)k NaHCO, )k NH,-asaAH-..-@)
_—
R o Kuiv DCM R - hal R NH—asaAH-...-.

Skeem 13. Asa-peptiidi siintees aktivaatoriga Ghosez reagent [36,37]. R on lisatava aminohappe a-sisinik, asaAH on

asa-aminohappejaék, millele aminohapet lisatakse ja . on tahke kandja.
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3. Eksperimentaalne osa

T606s kasutatud reagendid ja téovahendid on leitavad lisast 1.

3.1 Fmoc-Arg(Pbf)-OH sidumine Fmoc-asaArg-Phe-vaigule

Fmoc-Arg(Pbf)-OH sidumine Fmoc-asaArg-Phe-vaigule Ghosez reagendi ja COMU-ga toimus

vaikeste muudatustega Ref [7] toodud eeskirja jargi.

o
Q‘Or‘\ \4
B e Fmoc—Arg—asaArg—Phe—.

Ao
<« ot Os
5 o o G‘\\l e 3
s 0 e¢ O()[\
W™

Fmoc—asaArg—Phe—. 20% piperidiin/DMF H—asaArg—Phe—. B

2 + 20 min
1 2 36@40(\4r

Fmoc—Arg—asaArg—Phe—.
3
Skeem 14. Arg ja asaArg vahelise asa-peptiidi suntees aktivaatoritega COMU ja Ghosez reagent. Fmoc on Fmoc-

kaitserihm ja o on tahke kandja.

Tripeptiidi moodustamiseks kaaluti kahte filtriga slistlasse Fmoc-asaArg-Phe-vaik (1) (1 ekv ; 20
mg; 13,6 umol). Sistaldesse lisati DCM (2 ml) ning vaigul lasti loksutil punduda 20 min. Seejarel
eemaldati Fmoc-kaitseriihm eemaldati alapeatiiki 3.7 jargi. Uhte filtriga stistlasse lisati kaitsmata
dipeptiidile (2) COMU-ga aktiveeritud Fmoc-Arg(Pbf)-OH, teise Ghosez reagendiga aktiveeritud
Fmoc-Arg(Pbf)-OH.

Sustlasse, kuhu plaaniti lisada Ghosez reagendiga aktiveeritud Fmoc-Arg(Pbf)-OH, lisati NaHCOs
(30 ekv; 34,3 mg; 408 pumol) ja kuiv DCM (2 ml) ning segul lasti loksuda 10 min. Samal ajal
lahustati kuivatatud ja lammastikuga téidetud Gmarkolvis Fmoc-Arg(Pbf)-OH (3 ekv; 27 mg; 40,8
umol) kuivas DCM-is (0,2 ml) ning lahus jahutati jadvannil 0 °C-ni. Intensiivse segamisega lisati
Fmoc-Arg(Pbf)-OH lahusele tilkhaaval Ghosez reagent (4,2 ekv; 8 ul; 57,1 umol) ning lahust
segati 5 min 0 °C juures. Seejérel lasti lahusel soojeneda toatemperatuurini ja aktiveeritud Fmoc-
Arg(Pbf)-OH kanti pipeti abil filtriga sustlasse ning reaktsioonil lasti loksutil kdia 2 h (Skeem
14a). Peale reaktsiooni peatamist pesti vaiku DMF (2 x 5 ml) ja DCM-ga (1 x 5 ml), misjarel voeti
analliusimiseks proovikogus (~ 2 mg) vaiku uude filtriga sustlasse. Seejarel lisati vaigule uued

kogused lahteaineid peale (v.a NaHCOs, mis juba oli siistlas) ja reaktsioonil lasti loksutil kdia veel
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14 h. Peale reaktsiooni peatamist vOeti reaktsioonisegust taas proovikogus (~ 2 mg) vaiku uude
filtriga sistlasse. Proovidega sistlad pesti DMF-ga (2 x 2 ml), MeOH (2 x 2 ml), Milli-Q veega
(2 x 2 ml), DMF-ga (2 x 2 ml) ja DCM-ga (2 x 2 ml).

Asa-peptiidsideme sunteesi labiviimiseks aktivaatoriga COMU kaaluti katsutitesse COMU (3 ekyv;
18 mg; 40,8 umol) ja Fmoc-Arg(Pbf)-OH (3 ekv; 27 mg, 40,8 umol). COMU lahustati DMF-is (1
ml) ning seejarel lisati COMU lahusele DIPEA (6 ekv; 14 ul; 80,6 umol). Fmoc-Arg(Pbf)-OH
lahustati samuti DMF-is (1 ml) ning k&ik reagendid kanti slstlas olevale H-asaArg-Phe-vaigule.
Reaktsioonil lasti loksutil kdia 2 h (Skeem 14b). Seejarel pesti vaiku DMF-ga (3 x 2 ml), DCM-
ga (3 x 2 ml), DMF-ga (3 x 2 ml) ja DCM (1 x 2 ml). Reaktsioonisegust vdeti proovikogus (~ 2
mg) vaiku uude filtriga ststlasse. Algsele filtriga sistlale pandi uued kogused lahteaineid peale
ning reaktsioonil lasti loksutil veel kédia 14 h. Reaktsioonisegust veti taas proovikogus (~ 2 mg)
vaiku uude filtriga ststlasse. Proovidega sustlaid pesti DMF (3 x 2 ml), DCM (3 x 2 ml), DMF (3
x 2ml) jaDCM (1 x 2 ml).

Peptiidijarjestuse Fmoc-Arg-asaArg-Phe-vaik (3) stnteesi edukust kontrolliti koérgefektiivse
vedelikkromatograafia-massispektromeetria (HPLC-MS) abil. Reageerimata lahteaine (H-asaArg-
Phe-vaik (2)) hulga hindamiseks kinnitati Fmoc-kaitserihm tagasi ldhteainele tuginedes
varasemalt véljatootatud metoodikale [4]. Selleks kaaluti katsutisse Fmoc-Cl (7 mg/10 mg vaigu
kohta) ning see lahustati DCM-is (4 ml). Igasse sustlasse lisati K2COs (u 1 mg) ning Fmoc-Cl
lahus DCM-is (1 ml). Reaktsioonil lasti loksutil kéia 1 h. Peale reaktsiooni pesti kdikides ststaldes
vaiku DMF-ga (3 x 2 ml), Milli-Q veega (2 x 2 ml), DMF-ga (1 x 2 ml) ja DCM-ga (3 x 2 ml).

Proovide analliusi jargmiseks sammuks eemaldati peptiidid tahkelt kandjalt koos pusivate

kaitserihmadega alapeatiiki 3.8 kohaselt.

Sunteesitud tripeptiididele vastavad HPLC-MS kromatogrammid ja massispektrid on lisades 2-5.

3.2 Asa-arginiini prekursori stintees

Asa-arginiini prekursori sunteesi viidi 1&bi vaikeste muudatustega Ref.[5] toodud eeskirja jargi
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3.2.1. Fmoc-hudrasiini stintees

Cl

2\ HoN—NH
o
Do O
HON—NH, 4+ O ACN/H 0 o Q
*H,0 Q 0°C05 t||ka/s
’ () J
5 6

Skeem 15. Fmoc-hiidrasiini (6) slintees hiidrasiinhtidraadist (4) ja Fmoc-Cl-st (5).

80% hudrasiinihudraadi (4) vesilahus (12,1 ekv; 5,7 g; 143 mmol) kanti lammastikuga téidetud
imarkolbi. Umarkolbi lisati 50% atsetonitriil (ACN):dest H20 lahus (20 ml) ning taideti uuesti
l&ammastikuga. Seejdrel jahutati Umarkolb j&dvannis 0 °C-ni. Samal ajal kaaluti uude tmarkolbi
Fmoc-ClI (5) (1,0 ekv; 3,1 g; 11,8 mmol). Fmoc-CI (5) lahustati ACN-is (200 ml) ja kanti dle
tilklehtrisse. Tilklehter asetati hidrasiinhiidraadi (4) lahusega taidetud Gmarkolvile ning sisteem
suleti septumi ja lammastikuga taidetud dhupalliga. Fmoc-Cl (5) lahust lisati aeglaselt (umbes 0,5
tilka sekundis) hidrasiinhidraadi (4) lahusele (Skeem 15). Reaktsioonikeskkond hoiti 0 °C juures
jadvanni abil. Kui kogu Fmoc-ClI (5) lahus oli lisatud, lasti reaktsioonil kaia toatemperatuuril 30
min ning seejarel eemaldati lahusti vaakumis rotaatoraurusti abil. Seejérel asetati Umarkolb
jadvanni ja lisati kilma dest. H20 (50 ml) ning kolbi jahutati jd&vannil 10 min. Jargmiseks
filtreeriti aine klaasfiltri ja filterpaberi abil, kasutades veejoapumpa. Saadud Fmoc-htidrasiin (6)
pesti 3 korda kiilma dest. veega (15 ml) ning 3 korda kiilma tolueeniga (15 ml). Seejarel kuivatati
produkti hu kaes petri tassil 16 h. Siinteesi saagis oli 91%. Saadud Fmoc-hiidrasiini (6) *H TMR

spekter on lisas 6.

'H TMR (700 MHz, DMSO-ds, 5): 8,35 (s, 1H, NH); 7,89 (d, ] = 7,7 Hz, 2H, Ar(H)); 7,70 (d, J =
7 Hz, 2H, Ar(H)); 7,42 (t, J = 7 Hz, 2H, Ar(H)); 7,33 (t, J = 7,7 Hz, 2H, Ar(H)); 4,29 (d, J = 7,7
Hz,2H, CHz(Fmoc)); 4,22 (t, J = 7 Hz, 1H, CH(Fmoc)); 4,08 (s, 2H, NH>).

3.2.2 N-Boc-3-bromopropaulamiini siintees

CH; @ Q HaC
HsC s 3 CHy DM 5
N - _DIPEA_ N
Br NH3Br o) o 07" N\, Br NH
3

7 8 9

Skeem 16. N-Boc-3-bromopropiilamiini (9) siintees di-tert-buttilildikarbonaadist (8) ja 3-bromopropiil-

ammooniumbromiidist (7).
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Di-tert-buttitildikarbonaat (8) (1 ekv; 1,5 g; 7 mmol) kaaluti koonilisse kolbi ning lahustati DCM-
is (20 ml). Umarkolbi kaalutud 3-bromopropiiiilammooniumbromiidile (7) (1 ekv; 1,5 g, 7 mmol)
lisati di-tert-butttldikarbonaadi (8) lahus ning tilkhaaval DIPEA (2 ekv; 2,4 ml; 14 mmol).
Reaktsioonil lasti kdia 16 h (Skeem 16).

Seejdrel lahjendati reaktsioonisegu ettiulatsetaadiga (EA) (50 ml) ning kanti jaotuslehtrisse. EA
lahust pesti kullast. NaHCOs lahuse (100 ml), dest. H20 (50 ml) ning killast. NaCl lahusega (50
ml). EA kiht kuivatati, kasutades vv. Na2SQOa4, ning lahusti eemaldati rotaatoraurusti abil vaakumis.

Siinteesi saagis oli 98%. Saadud N-Boc-3-bromopropiiilamiini (9) *H TMR spekter on lisas 7.

IH TMR (700 MHz, CDCls, 8): 4,62 (s, 1H, NH); 3,42 (t, J = 6,3 Hz, 2H, CH2); 3,26 (t, J = 6,3
Hz, 2H, CH2); 2,03 (quint, J = 6,3 Hz, 2H, CH2); 1,43 (s, 9H: 3 x CHs(Boc)).

3.2.3 N-Fmoc-N’-(3-N’’-Boc-propudl)hidrasiini stintees

Fmoc
92 °C NH-NH
kuiv NMP
Boc + ANH__ S
-
BI’/\/\NH H2N Fmoc 1 h, N2 NH
5 /
oC
9 6 10

Skeem 17. N-Fmoc-N’-(3-N’’-Boc-propudl)hidrasiini  (10) suntees Fmoc-hidrasiinist (6) ja N-Boc-3-
bromopropuiulamiinist (9).

Kuivatatud ja lammastikuga taidetud Gmarkolbi kaaluti Fmoc-htdrasiin (6) (3 ekv; 1,46 g; 5,7
mmol) ja N-Boc-3-bromopropuulamiin (9) (1 ekv, 0,45 g; 1,9 mmol). Seejarel téideti tmarkolb
taaskord lammastikuga ning reaktsioonisegu lahustati dest. NMP-s (4 ml). Reaktsioonisegu
kuumutati 6livannis 92 °C juures tund aega (Skeem 17). Peale reaktsiooni jahutati reaktsioonisegu
toatemperatuurini ning lahjendati EA-ga (100 ml) ja kanti jaotuslehtrisse. Orgaanilist faasi pesti
killast. NaHCOs lahuse (3 x 50 ml), dest. H20 (3 x 50 ml) ning kullast. NaCl lahusega (50 ml).
Orgaaniline faas kuivatati veevaba Na.SOs-ga ja lahusti eemaldati rotaatoraurusti abil vaakumis.
Toorprodukti puhastamisel kolonnkromatograafiliselt ning TLC analiiusil kasutati eluendina EA-
d (Rf = 0,71). Antud stntees ei osutunud edukaks, stinteesitud produkti TMR spektrid ja TLC
analtls ei vastanud oodatavatele tulemusele. Sinteesi viidi 1&bi 5 korda, kuid produkti el
onnestunud suinteesida thelgi korral, seega valiti alternatiivne sunteesirada. Ebadnnestunud

stinteesi produkti *H TMR spekter on lisas 8.
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3.3 Asa-arginiini prekursori teine stinteesirada

Asa-Arg prekursori teine silinteesirada viidi labi jargides Ref. [6] toodud eeskirja véikeste

muudatustega.

3.3.1 N,N’-di-Boc-S-metutlisotiouurea siintees

/CH3
NH  *05H,S0, CHs O HaC NaHCO, S
H5C CHs
CH + 7< X ﬂ B P~ Boc
/ 3 e} e} 0oC s
H3C S H3C CH3 NZ' 47h \N NH
11 8 12

Skeem 18. N,N’-di-Boc-S-metiillisotiouurea (12) suntees S-metudltiouurea hemisulfaadist (11) ja di-tert-
buttidldikarbonaadist (8).

Umarkolvis lahustati S-metuitiltiouurea hemisulfaat (11) (1 ekv; 10,0 g; 72 mmol) kiillast. NaHCOs
vesilahuses (200 ml). Jargmiseks lisati imarkolbi DCM (100 ml) ja di-tert-buttitldikarbonaadi (8)
(1,5 ekv; 22,7 g; 100 mmol) lahus DCM-is (100 ml). Reaktsioonil lasti toimuda 64 h intensiivse

segamisega ldmmastiku keskkonnas (Skeem 18).

Seejérel kanti segu jaotuslehtrisse, eraldati kihid ning veefaasi ekstraheeriti DCM-ga (3 x 50 ml).
Orgaanilised faasid viidi kokku ning pesti killast. NaCl lahusega (50 ml) ja orgaaniline kiht
kuivatati veevaba Na2SO4 abil. N-Boc-S-metilisotiouurea ja N,N’-di-Boc-S-metiitilisotiouurea
(12) eraldati kolonnkromatograafiliselt, kasutades eluendina 9:1 tolueeni:EA segu (TLC plaadil
Rt = 0,65). N-Boc-S-mettdlisotiouurea pandi uuesti reageerima di-tert-buttitildikarbonaadiga (8)
(0.38 ekv; 5,7 g; 25 mmol) DCM-i (50 ml) ja kullast. NaHCOs lahuses (50 ml), l[ammastiku
keskkonnas intensiivse segamisega. Reaktsioonil lasti kdia 72 h, misjarel puhastati reaktsioonisegu
eelnevalt kirjeldatud meetodil. Sinteesi saagis oli 76%. Sinteesitud N,N’-di-Boc-S-

metiiiilisotiouurea (12) *H TMR spekter on lisas 9.

'H TMR (700 MHz, CDCls, 8): 11,59 (s, 1H, NH); 2,39 (s, 3H, S(CH3)); 1,52 (s, 18H, 6 x CH3 (2
x Boc)).
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3.3.2 p-alaniini metudlestri vesinikkloriidi stintees

1) TMSCI 0O
+ Sh
/\/[L H3;C—OH 100 °C /\/IL /CH3
HCI H,N OH HClF HoN (6]
13 14 15

Skeem 19. B-alaniini metiiulestri (15) vesinikkloriidi stintees B-alaniini vesinikkloriidist (13) ja MeOH-st (14).

B-alaniini vesinikkloriid (13) (1 ekv; 10,1 g; 80 mmol) ja MeOH (14) (19,5 ekv; 49,9 g; 1,6 mol)
lisati Umarkolbi. Seejarel lisati reaktsioonisegule tilkhaaval TMSCI (2,2 ekv; 19,7 g; 181 mmol).
Umarkolvile asetati piistjahuti ning reaktsioonisegu kuumutati 100 °C &livannis. Reaktsioonil lasti
kéia tagasijooksul 5 h (Skeem 19). Reaktsiooni peatamiseks eemaldati lahusti vaakumis
rotaatoraurusti abil ning saadud valget sadet pesti tolueeniga (3 x 15 ml). Tolueen eemaldati
vaakumis rotaatoraurusti abil. Sinteesi saagis oli 100%. Sunteesitud B-alaniini metddlestri
vesinikkloriidi (15) *H TMR spekter on lisas 10.

IH TMR (700 MHz, D20, 8): 3,79 (s, 3H, O(CHs)); 3,33 (t, J = 6,3 Hz, 2H, CH2); 2,87 (t, 1 = 6,3
Hz, 2H, CHa).

3.3.3 Metuil-3-(N“,N“-di-Boc-guanidutl)propanaadi stintees

CHsy

S/ o Boc
DIPEA N NH o
CH ~
Boc\ )\ _Boc + HZN/\/lkO/ 3 ﬂ» Y W CHj3
N NH 20 h NH 0
/
12 15 Boc 16

Skeem 20. Metudl-3-(N”,N*-di-Boc-guanidiiiil)propanaadi (16) siintees N,N’-di-Boc-S-metlil-isotiouureast (12) ja
B-alaniini metudlestri vesinikkloriidist (15).

B-alaniini mettiulestri vesinikkloriid (15) (1,5 ekv; 12,0 g; 82 mmol) lahustati DMF-i (80 ml) ja
DIPEA (2,5 ekv; 18,2 g; 140 mmol) lahuses. N,N-di-Boc-S-metdlisotiouurea (12) (1 ekv, 15,7
g; 54 mmol) lahustati DMF-is (160 ml). N,N -di-Boc-S-metiitlisotiouurea (12) lahus DMF-is lisati
umarkolbi B-alaniini metdlestri vesinikkloriidi (15) lahusele DMF-is ning reaktsioonil lasti k&ia
20 h lammastiku keskkonnas (Skeem 20).

Reaktsiooni peatamiseks eemaldati DMF 2/3 ulatuses rotaatoraurusti abil vaakumis. Seejérel

lahjendati reaktsioonisegu EA-ga (100 ml) ning pesti kullast. NaHCOs lahusega (100 ml). Killast.
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NaHCOs lahust ekstraheeriti EA-ga (10 x 50 ml). Orgaanilised kihid Gihendati, pesti kullast. NaCl

(100 ml) lahusega ning kuivatati veevaba Na2SOa abil.

Metuul-3-(N“,Ne-di-Boc-guanidull)propanaadi (16) puhastamiseks tehti mberkristallisatsioon
MeOH-s (35 ml). Reaktsioonisegu lahustumisel filtreeriti lahus Umarkolbi, et vabaneda
lahustumatutest lisanditest. Esimestel kristallidel lasti moodustuda toatemperatuuril ning edasiseks
kristallisatsiooniks pandi segu 6 pdevaks seisma 4 °C juurde. Seejarel filtreeriti kristallid
veejoapumba abil ning loputati killma MeOH-ga (3 x 10 ml). Umberkristallitud aine tiiendaval
puhastamisel kolonnkromatograafiliselt ja TLC analtisil kasutati eluendina 1:3 EA:petrooleeter
(PE) (Rf = 0,5). Sinteesi saagis oli 61%. Sinteesitud metull-3-(N“,N*-di-Boc-
guanidttl)propanaadi (16) *H TMR spektrid on lisades 11 - 13.

IH TMR (700 MHz, CDCls, 8): 11,45 (s, 1H, NH); 8,70 (s, 1H, NH); 3,71 (q+s, J= 6,3 Hz, 5H:
CH2+O(CHa)); 2,60 (t, J= 6,3 Hz, 2H, CHz2); 1,49 (s+s, 2 x 9H: 6 x CH3(2 x Boc)).

3.3.4 N®, N*-di-Boc-3-guanidutlpropanaali siintees

2 ekv DlBAL H N NH H
Y W Boc/ N
60 °C, 25 min
HN (e}
~

Boc
16 17

Skeem 21. N°, N“-di-Boc-3-guanidulilpropanaali (17) slintees metuil-3-(N®,N®-di-Boc-guanidiill) propanaadist (16)
DIBAL-H-ga.

Kuivatatud ja lammastikuga tdidetud Umarkolvis lahustati  metidl-3-(N©,N*-di-Boc-
guanididl)propanaat (16) (1 ekv; 11,6 g; 34,0 mmol) kuivas kloroformis (232 ml) ning kolb téideti
taas lammastikuga. Seejarel suleti kolb septumi ja lammastikuga tdidetud O&hupalliga.
Reaktsioonindu asetati tehnilise etanooliga taidetud jahutusvanni, mis varustati termomeetriga.
Tehniline piiritus jahutati vedela lammastiku abil -60 °C kraadini, seejarel lisati reaktsioonisegusse
tilkhaaval 1 M DIBAL-H lahust heksaanis (2 ekv; 68,0 ml; 68,0 mmol). Reaktsiooni valtel lisati
tehnilisse piiritusse pidevalt vedelat lammastikku, et hoida reaktsioonisegu -60 °C juures.
Reaktsioonil lasti toimuda 25 min (Skeem 21). Reaktsiooni peatamiseks lisati reaktsioonisegusse
tilkhaaval MeOH-d (116 ml), misjarel segati seda veel 1 h toatemperatuuril. Selle aja jooksul

tekkis reaktsioonisegusse valge sade.
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Reaktsioonisegult aurustati lahusti rotaatoraurusti abil vaakumis ning toorprodukt lahustati EA-s
(25 ml). Seejarel filtreeriti reaktsioonisegu uude uUmarkolbi. Toorproduktilt aurustati lahusti
rotaatoraurusti abil vaakumis ning seda puhastati kolonnkromatograafiliselt ja analiitsiti TLC abil,
kasutades eluendina 1:3 EA:PE (Rf= 0,25). Reaktsiooni saagis oli 25%. Siinteesitud N, N*-di-
Boc-3-guanidiiiilpropanaali (17) *H TMR spektrid on lisades 14 - 16.

IH TMR (700 MHz, CDCls, 8): 11,42 (s, 1H, NH); 9,82 (s, 1H, CHO); 8,6 (s, 1H, NH); 3,73 (q,
Jj= 6,3 Hz, 2H, CH2); 2,78 (t, J= 6,3 Hz, 2H, CHz): 1,48 (s+s, 2 x 9H: 6 x CH3 (2 x Boc))

3.3.5 N-Fmoc-N’-(3-N*,N’*-di-Boc-guanidutlproputl)hidrasiini stintees

) 1 ekv Fmoc-NHNH, (6)
kuiv THF

_20h \/\/ _Fmoc
) 4 ekv NaBH,CN
0,3 ekv AcOH
48 h
17 18

Skeem  22.  N-Fmoc-N’-(3-N®,N*-di-Boc-guaniduilproptdl)hidrasiini  (18)  siintees  N”,N“-di-Boc-3-
guaniduilpropanaalist (17) ja Fmoc-hldrasiinist (6) NaBH3;CN abil.

Kuivatatud ja lammastikuga taidetud imarkolvis lahustati Fmoc-htdrasiin (6) (1 ekv; 1,622 g; 6,3
mmol) kuivas tetrahidrofuraanis (THF) (6 ml). Viaali kaalutud N“ N®-di-Boc-3-
guanidutlpropanaal (17) (1 ekv; 1,988 g; 6,3 mmol) lahustati samuti kuivas THF-is (12 ml) ning
kanti suistla abil imarkolbi. Reaktsioonil lasti intensiivse segamisega kéaia toatemperatuuril 20 h,
misjérel lisati reaktsioonindusse NaBHsCN (4 ekv; 1,553 g; 24,7 mmol) ja &&dikhape (0,9 ekv; 0,3
ml; 5,2 mmol). Reaktsioonil lasti kdia veel intensiivse segamisega 48 h toatemperatuuril (Skeem
22).

Reaktsioonisegult eemaldati vaakumis rotaatoraurusti abil THF ning see lahustati EA-s (40 ml) ja
kanti jaotuslehtrisse. Reaktsioonisegu pesti killast. NaHCOs lahuse (50 ml) ja killast. NaCl
lahusega (50 ml). Orgaaniline faas kuivatati vv Na2SO4-ga ning EA aurustati rotaatoraurusti abil
vaakumis. Seejarel lahustati reaktsioonisegu 96% etanoolis (200 ml) ning seda kuumutati
tagasijooksul, kuni kogu boor-produkt kompleks oli lagunenud (jélgiti TLC abil, kasutades

eluendina 2:1 EA:PE). Seejarel aurustati lahusti vaakumis rotaatoraurusti abil.

N-Fmoc-N-(3-N“,N -di-Boc-guanidutlpropudl)hidrasiini (18) dritati eraldada reaktsioonisegust
kolonnkromatograafiliselt, kasutades eluendina 1:1 EA:PE ning ka teisi eluendisusteeme, kuid
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Ukski ei osutunud edukaks. Seejarel prooviti eraldada N-Fmoc-N’-(3-N®,N*-di-Boc-
guanidudlpropudl)hudrasiin (18) reaktsioonisegust kasutades flash-kromatograafiat ning eluenti
1:1 EA:PE, kuid see osutus edukaks vaid (he lisandi eraldamisel, mitte produkti puhastamisel.

TLC analusil kasutati eluendina 1:1 EA:PE segu ning produkti Rf vaartuseks saadi 0,5.

Reaktsioonisegule tehti HPLC-MS analiius, saadud kromatogramm ja massispekter on lisas 17.
Uhele eraldatud lisandile tehti *H ja *C TMR analuis, mille tulemused on lisades 18 ja 19

'H TMR (700 MHz, CDCls, §): 11,39 (s, 1H, NH); 8,59 (s, 1H, NH); 7,73 (d, J= 7,7 Hz, 2H,
Ar(H)); 7,56 (d, J=7,7 Hz, 2H, Ar(H)); 7,36 (t, J= 7,7 Hz, 2H, Ar(H)); 7,27 (t, J= 7 Hz, 2H, Ar(H));
4,47 (s, 2H, CHz(Fmoc)); 4,20 (s, 1H, CH(Fmoc)); 3,98 (g, J = 7 Hz, 1H, ROH); 3,54 (s, 2H, CH2);
3,04 (s, 2H, CH>); 2,60 (s, 1H, ROH); 2,05 (s, 1H, ROH ); 1,82 (s, 1H, ROH ); 1,79 (s, 2H, CH2):
1,48 (s, 9H: 3 x CH3s(Boc)).

13C TMR (700 MHz, CDCls o): 171,2; 156,6; 153,2; 143,7; 141,4; 127,9; 127,2; 125,1; 120,1;
83,6;77,3;: 77,2; 77,0; 61,4; 60,4; 47,2; 38,8; 28,2;: 28,1; 26,5; 21,09; 14,6; 14,5; 14,3.

3.4 Peptiidjarjestuse Fmoc-ASVA-vaik slintees

Peptiidiahel Fmoc-ASVA-vaik slinteesiti jargides Ref [33] toodud eeskirja véikeste muudatustega.

2) 3 ekv Fmoc-AH-OH
3 ekv TBTU ja HOBt

1) 20% piperidiin/DMF
Fmoc—NH — > H.N 6 ekv DIPEA
@ - N-@) —SekvDIPEA Fmoc—AH—2 nH—@)
1

DMF, 60 min
19 20 /
1. ja 2. etapi kordamine
Fmoc—-ASVA—NH—. 3 korda
22

Skeem 23. Peptiidijarjestuse Fmoc-ASVA-vaik (22) stintees. Fmoc on Fmoc-kaitseriihm, @ on tahke kandja, AH on

jarjestusse lisatav aminohappe, antud juhul Ala, Val v6i Ser.

Peptiidisiinteesiks kaaluti filterkolonni Fmoc-Rink-Amiid MBHA vaik (19) (1 ekv; 250 mg; 0,17
mmol) ning sellel lasti punduda 20 min DCM-is (10 ml). Peale pundumist eemaldati vaigult Fmoc-

kaitseriihm alapeattiki 3.7 jargi. Fmoc-kaitserihma eemaldumist kontrolliti TLC testiga (ptk 3.7).

Eraldi katsutitesse kaaluti lisatav aminohape Fmoc-AH-OH (3 ekv, 0,51 mmol) ja lisatava
aminohappe karboksutlrihma aktiveerivad aktivaatorid TBTU (3 ekv; 164 mg; 0,51 mmol) ning
HOB (3 ekv; 69 mg; 0,51 mmol). Fmoc-AH-OH, TBTU ja HOBt lahustati kdik DMF-is (3 x 1
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ml) ja HOBi lahusesse lisati DIPEA (6 ekv; 0,18 ml; 1,2 mmol). Seejarel lisati HOBti ja DIPEA
ning TBTU lahused lisatava aminohappe lahusele. Aktiveeritud aminohappe lahus lisati vaigule
ning reaktsioonil lasti loksutil kdia 60 min (Skeem 23), misjarel pesti vaiku lahteainete ja
kdrvalproduktide eemaldamiseks DMF-iga (3 x 8 ml), DCM -iga (3 x 8 ml), DMF-iga (3 x 8 ml)
jaDCM-iga (1 x 8 ml).

Reaktsiooni edukuse hindamiseks tehti Kaiseri test. Kui selle pdhjal selgus, et reaktsioonisegus on
veel vabu aminoriihmasid, siis korrati aminohappe sidumist uute koguste reagentidega eelnevalt

kirjeldatud meetodil.

Jargmiste aminohapete kulge sidumist viidi I&bi samamoodi nagu eelnevalt kirjeldatud, kasutades
soovitud Fmoc-kaitstud aminohappeid (hetkel Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Ser-OH v6i Fmoc-Val-OH).

Peptiidijarjestuse Fmoc-ASVA-vaik (22) siinteesi edukust kontrolliti HPLC-MS abil. Selleks
kaaluti proovikogus (~ 2 mg) vaiku filtriga stistlasse ning eemaldati peptiid vaigult koos pusivate
kaitserihmadga alapeatiki 3.8 jargi. Proovi anallisiti HPLC-MS abil, proov lahustati analtiisil
kasutatavas eluendis. HPLC-MS kromatogramm ja massispekter on lisas 20.

3.5 Peptiidjarjestuse Fmoc-asaRASVA-vaik stintees

N-Fmoc-N-(3-N®,N *-di-Boc-guaniditlpropidl) hadrasiin - (asaArg prekursor, 16) lisati
peptiidiahelasse jargides Ref [33] toodud eeskirja vaikeste muudatustega.

4 ekv asaArg prekursor
8 ekv DIPEA

20% piperidiin/DMF 1,32 ekv BTC
Fmoc—ASVA—NH ——— > H—ASVA—NH R —— _ _
9 >+ 20 min @ ooy Fmoc—asaRASVA nH—)
22 23 24 h 24

Skeem 24. AsaArg prekursori (18) lisamine peptiidiahelasse aktivaatoriga BTC. Fmoc on Fmoc-kaitseriihm ning @
on tahke kandja.

AsaArg lisamiseks peptiidijarjestusse kaaluti Fmoc-ASVA-vaik (22) (1 ekv; 0,144 g; 0,098 mmol)
filterkolonni ning sellel lasti punduda DCM-is (5 ml) 20 min. Peale seda eemaldati Fmoc-
kaitseriihm alapeatiki 3.7 jargi. Samal ajal kaaluti kuivatatud ja lammastikuga taidetud imarkolbi
asaArg prekursor (18) (4 ekv; 216 mg; 0,39 mmol) ning see lahustati kuivas DCM-is (3 ml),
misjarel lisati sellele DIPEA (8 ekv; 0,14 ml; 0,78 mmol). Seejarel lahustati aktivaator BTC (1,32
ekv; 27 mg; 0,13 mmol) kuivas DCM-is (0,5 ml). Umarkolb asaArg prekursori (18) lahusega
jahutati jad&dvannis 0 °C-ni, misjarel lisati BTC lahus tilkhaaval asaArg prekursori (18) lahusele.

Reagentidel lasti reageerida 5 min 0 °C juures ning seejarel 30 min toatemperatuuril. Jargmisena
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kanti aktiveeritud asaArg prekursori (18) lahus filterkolonni, kaitsmata H-ASVA-vaigule (23) ning
lisati ka kuiv DCM (5 ml). Reaktsioonil lasti loksutil kdia 24 h (Skeem 24) ning seejarel pesti
vaiku DMF-ga (3 x 5 ml), DCM-ga (3 x 5 ml), DMF-ga (3 x 5 ml) ja DCM-ga (1 x 5 ml). Peale

pesu tehti vaigule Kaiseri test, mis ei ndidanud primaarsete aminoriihmade olemasolu.

Peptiidijarjestuse Fmoc-asaRASVA-vaik (24) sunteesi edukust kontrolliti HPLC-MS abil. Selleks
kaaluti proovikogus (~ 2 mg) vaiku filtriga slstlasse. Seejarel eemaldati peptiid tahkelt kandjalt
kdikide plsivate kaitserihmadga alapeatiki 3.8 jargi. Proovi analtiisiti HPLC-MS abil, proov

lahustati analtitsil kasutatavas eluendis. HPLC-MS kromatogramm ja massispekter on lisas 21.
3.6 Peptiidjarjestuse Fmoc-RasaRASVA-vaik siintees

Fmoc-Arg(Pbf)-OH lisati peptiidiahelasse jéargides Ref [7] toodud eeskirja vaikeste

muudatusetega.

3 ekv Fmoc-Arg(Pbf)-OH
4,2 ekv Ghosez reagent

20% piperidiin/DMF 30 ekv NaHCO
Fmoc—asaRASVA—NH—. —_—> H— — _. 3
2 + 20 min A asaRASVATIH v DeM Fmoc—RasaRASVA-NH-{)

24 25 20 h 26

Skeem 25. Arg ja asaArg vahelise asa-peptiidsideme siintees aktivaatoriga Ghosez reagent. Fmoc on Fmoc-
kaitsertihm ja @ on tahke kandja.

Arg lisamiseks peptiidiahelasse lasti Fmoc-asaRASVA-vaigul (24) punduda filterkolonnis, DCM-
is (5 ml) 20 min. Seejarel eemaldati Fmoc-kaitseriihm alapeattiki 3.7 jargi. Filterkolonni lisati kuiv
NaHCOs (30 ekv; 246 mg; 2,9 mmol) ja kuiv DCM (5 ml) ning segul lasti loksuda 10 min. Samal
ajal lahustati kuivatatud ja lammastikuga taidetud umarkolvis Fmoc-Arg(Pbf)-OH (3 ekv; 190 mg;
0,29 mmol) kuivas DCM-is (2 ml) ning lahus jahutati jadvannil 0 °C-ni. Fmoc-Arg(Pbf)-OH
lahusele lisati tilkhaaval Ghosez reagent (4,2 ekv; 55 ul; 0,41 mmol) ning lahust segati 5 min 0 °C
juures, seejérel lasti lahusel soojeneda toatemperatuurini. Aktiveeritud Fmoc-Arg(Pbf)-OH lahus
kanti filterkolonni ning reaktsioonil lasti loksutil kédia 20 h (Skeem 25). Peale reaktsiooni pesti
vaiku DMF-ga (2 x 5 ml) ja DCM-ga (1 x 5 ml). Filterkolonnist v8eti proovikogus (~ 2 mg) vaiku
filtriga sustlasse. Seejarel pandi filterkolonni uued kogused léhteaineid peale (v.a NaHCOs, mis
juba oli sustlas) ja reaktsioonil lasti loksutil k&ia veel 20 h. Peale teistkordset reaktsiooni pesti
vaiku DMF-ga (3 x 5 ml), MeOH-ga (3 x 5 ml), Milli-Q veega (3 x 5 ml), MeOH-ga (3 x 5 ml),
DMF-ga (3 x 5 ml) ja DCM-ga (3 x 5 ml) ning proovikogus (~ 2 mg) vaiku kanti uude filtriga

sustlasse.
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Peptiidijarjestuse Fmoc-RasaRASVA-vaik (26) sunteesi edukust kontrolliti HPLC-MS abil.
Analudsiti kahte proovi, millest esimene oli peale 20 h reaktsiooni toimumist ja teine peale uute
koguste lahteainete lisamist ja veel 20 h reaktsiooni. Analiilisiks eemaldati peptiid tahkelt kandjalt
plsivate kaitserthmadga alapeatiki 3.8 jargi. Proove analtsiti HPLC-MS abil, proovid lahustati

analutsil kasutatavas eluendis. HPLC-MS kromatogrammid ja massispektrid on lisades 22 ja 23.

Peptiidi eemaldamiseks tahkelt kandjalt pandi filterkolonn Fmoc-RasaRASVA-ga (26) punduma
20 minutiks DCM-i (10 ml) ning sellelt eemaldati esmalt Fmoc-kaitserihm alapeatiki 3.7 jargi.
Jargmiseks eemaldati peptiid tahkelt kandjalt koos pisivate kaitseriihmadega alapeatiki 3.8 jérgi.
Peptiid lahustati minimaalses hulgas Milli-Q vees (4 ml) ning jahutati maha -78 °C-ni. Peptiidilt
aurustati vesi luofilisaatoris 24 h jooksul. Toorpeptiidi massiks saadi 73 mg ning HPLC-MS abil

maéarati selle puhtuseks 50 % 220 nm juures.
Toorpeptiidi HPLC-MS analuitisi kromatogramm ja massispekter on lisas 24.

Toorpeptiid puhastati preparatiivse poordfaas HPLC abil. Selleks lahustati see HPLC-s kasutatavas
voolutis (5% B). Voolutiks A oli 0,1% TFA Milli-Q vees ja voolutiks B oli 0,1% TFA ACN-is. Sustitud
lahuse ruumala oli 300 — 400 pl. Puhtad asa-peptiidi fraktsioonid korjati tuubidesse, jahutati -78 °C-ni
ning luofiliseeriti 48 h jooksul. Puhastatud asa-peptiidi massiks saadi 18 mg ning HPLC jargi saadi

puhtuseks 98% 220 nm juures.

Puhastatud peptiidi RasaRASVA HPLC-MS analiiusi kromatogramm ja massispekter on lisas 25.
3.7 Fmoc-kaitsertihma eemaldamine peptiidilt

Fmoc-kaitserihma eemaldamiseks lisati peptiidile 20% piperidiini lahus DMF-is (filterkolonni 5 ml,
filtriga ststlasse 2 ml). Reaktsioonil lasti loksutil kdia 2 min, seejarel eemaldati 20% piperidiini lahus
DMF-is, lisati sama kogus 20% piperidiini lahust DMF-is peale ning reaktsioonil lasti loksutil kaia 20
min. Peale reaktsiooni peatamist eemaldati lahus ning vaiku pesti DMF-ga (5 x 5 ml filterkolonnis; 5
x 2 ml filtriga sustlas) ja DCM-ga (1 x 5 ml filterkolonnis; 1 x 2 ml filtriga sistlas). Eelmise
aminohappe seostumise tdiendavaks kontrolliks (lisaks Kaiseri testile) ning pesu efektiivsuse
hindamiseks jalgiti TLC plaadil Fmoc-kaitserihma eemaldumisel tekkiva UV-aktiivse thendi
kadumist (TLC test).

30



3.8 Peptiidi eemaldamine tahkelt kandjalt

Vaik pandi punduma 20 min DCM-i (filterkolonnis 5 ml; filtriga sustlas 2 ml). Seejarel valmistati
happeline lahus (95% TFA, 2,5% triisopropudlsilaan (TIS) ja 2,5% Milli-Q vesi), mida kanti
peptiidile peale 2 ml 100 mg vaigu kohta, kuid mitte vahem, kui 1 ml. Reaktsioonil lasti loksutil
kéia 2 h, v.a kogu peptiidijarjestuse 18plikul eemaldamisel tahkelt kandjalt, kus reaktsioonil lasti
kéia 3 h. Peale reaktsiooni peatamist kanti TFA lahus tsentrifuugituubi, pool TFA-st aurustati
dhuvoolus ning peptiidi sadestamiseks ja ekstraheerimiseks taideti tuub jaakilma diettitleetriga.
Tuubi tsentrifuugiti peptiidi sadestamiseks ning eemaldati pealmine dietuleetri kiht. Sadestamis-
ekstraheerimisprotsessi viidi labi 3 korda. Seejarel aurustati lahusti suruéhu abil, jattes tuubi vaid

peptiidi.
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4. Tulemused ja arutelu

4.1 Fmoc-Arg(Pbf)-OH sidumine Fmoc-asaArg-Phe-vaigule

Asa-peptiidi slinteesis on kdige kriitilisem etapp asa-aminohappejaagi N-terminaalile jargmise
aminohappe lisamine. Enne asa-peptiidi H-RasaRASVA-NH: slinteesi tehti aktivaatori valiku osas
testkatse (ptk 3.1), sunteesides mudelpeptiidi H-Arg-asaArg-Phe-NH2. Eelkatseks vajalik asa-
dipeptiid slinteesiti kasutades A. Troska stinteesitud asaArg prekursorit ptk 3.5 jargi. Arg ja asaArg
vahelise peptiidsideme moodustamiseks Kkatsetati kahte varasematest uuringutest [2,7]
efektiivseimateks osutunud aktivaatorit: COMU ja Ghosez reagenti. COMU muundab lisatava
aminohappe karbokstdlrihma reaktsioonivbimelisemaks vastavaks okstimal pdhinevaks
aktiivseks estiks (Skeem 12) [14]. Ghosez reagent muundab lisatava aminohappe
karbokstiulriihma  atsullkloriidiks  (Skeem 13) [35]. Mdlema aktivaatoriga lasti
sidumisreaktsioonil kaia loksutil 2 h (Skeem 14), misjarel pesti reaktsioonisegu ning voeti
analliusimiseks proovikogus vaiku. Seejérel lisati vaigule uued kogused lahteaineid peale ja
reaktsioonil lasti loksutil veel kéia 14 h peale mida analusiti reaktsiooni edukust HPLC-MS abil.
Katse tulemusena selgus, et COMU ei ole nii efektiivne aktivaator asa-peptiidsideme
moodustamiseks, kui seda on Ghosez reagent. Uhekordne léhteainete lisamine aktivaatori COMU
kasutamise korral andis asa-tripeptiidi H-Arg-asaArg-Phe-NH: saagiseks vaid 2% (Lisa 2).
Kahekordne léhteainete lisamine aktivaatori COMU korral ja reaktsiooni aja pikendamine
suurendas ka tekkinud asa-tripeptiidi hulka 68%-ni (Lisa 4). Ghosez reagendi puhul andis
uhekordne reagentide lisamine saagiseks 78% (Lisa 3) ning kahekordne reagentide lisamine tdstis
reaktsiooni saagise 94%-ni (Lisa 5).

4.2 AsaArg prekursori stintees

Selleks, et silinteesida soovitud kogus H-RasaRASVA-NHz, tuli slinteesida juurde ka asaArg
prekursorit. AsaArg prekursorit hakati esialgu stinteesima, tuginedes A. Mastitski ja K. Kisseljova
varasemalt véljatootatud siinteesirajale [5], kuna antud slinteesirajas on kdige véhem etappe ning

kdige suuremad saagised.
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4.2.1 AsaArg prekursori siintees labi asa-ornitiini

Esimesena sinteesiti hidrasiinist ja Fmoc-Cl-ist Fmoc-hudrasiin (ptk 3.2.1, Skeem 15).
Monoasendatud Fmoc-hudrasiini saamiseks oli hiidrasiin suures lehulgas, reaktsiooni keskkonna
temperatuur madal ning Fmoc-Cl lahust lisati hiidrasiinile tilkhaaval. Hidrasiini Glehulk on vajalik
ka reaktsiooni jooksul tekkiva vesinikkloriidhappe sidumiseks. Reaktsiooni jooksul tekkis valge
Fmoc-hudrasiini sade, mis filtreeriti veejoapumba abil ning pesti jadkilma veega. Seejarel pesti
Fmoc-hldrasiini filtril kilma tolueeniga, et vabaneda veest ja mittepolaarsetest lisanditest.

Slinteesi saagis oli 91%.

Teine stinteesitud lahteaine, oli N-Boc-3-bromopropttlamiin (ptk 3.2.2, Skeem 16). Stintees viidi
labi toatemperatuuril, segades omavahel DIPEA-ga aluseliseks muudetud keskkonnas di-tert-
buttitldikarbonaadi ja 3-bromoproputdlammooniumbromiidi. Aluselised tingimused on vajalikud
3-bromopropudlammooniumbromiidi soolast vaba aluse 3-bromoproplulamiini saamiseks ja
reaktsiooni katalttisimiseks. DIPEA ja di-tert-butliildikarbonaat reageerivad omavahel ning
moodustavad tugevalt elektrofiilse vahelhendi, mis reageerib 3-bromoproputlamiini nukleofiilse

aminortihmaga. Stinteesi saagis oli 98%.

Jargmiseks kombineeriti kaks sunteesitud Uhendit, et moodustada Fmoc-kaitstud asa-ornitiini
prekursor (ptk 3.2.3, Skeem 17). See reaktsioon on kapriisne, kuna reaktsioon ei toimu alla 92 °C
ning Fmoc-kaitserihm hakkab lagunema 94 °C juures. Antud reaktsioonietappi viidi labi viis
korda, kuid Ukski kord ei suudetud asa-ornitiini prekursorit stinteesida ning seetdttu otsustati
stinteesida asaArg prekursorit, tuginedes A. Mastitski ja A. Troska eelnevalt valjatdotatud

stinteesirajale [6].

4.2.2 AsaArg prekursori siintees labi guanidutlpropanaali

Esimesena sunteesiti N,N’-di-Boc-S-metudlisotiouurea di-tert-butliildikarbonaadist ja S-
metlulisotiouurea hemisulfaadist (ptk 3.3.1, Skeem 18). Antud reaktsioon on aeglane ning nduab
intensiivset segamist, kuna reaktsioonikeskkond koosneb DCM-ist ja killast. NaHCOs3
vesilahusest — reaktsioon toimub vaid kahe faasi kokkupuutepinnal. Tekkinud produkt lahustub
DCM-is. Antud reaktsioonil tekib kdrvalproduktina ka N-Boc-S-metiillisotiouurea. See isoleeriti
kolonnkromatograafiliselt ning pandi uuesti reageerima di-tert-buttiildikarbonaadiga, et

suurendada N,N-di-Boc-S-metidlisotiouurea saagist. Siinteesi saagis oli 76%.
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Jargmiseks siinteesiti f-alaniini metiiiilestri vesinikkloriid B-alaniini vesinikkloriidist (ptk 3.3.2,
Skeem 19). Estrite moodustumisreaktsioonid on tasakaalulised ja alluvad Le Chatelier’
printsiibile, seega B-alaniini metddlestri moodustumisel kéitus MeOH nii lahusti kui ka suures
ulehulgas oleva lahteainena. Lisaks nihutas tasakaalu B-alaniini metudlestri tekkimise suunas ka
reaktsiooni kaigus tekkiva vee elimineerimine TMSCI poolt. Lisaks kataltiisis TMSCI B-alaniini
metlulestri  teket, reageerides MeOH-ga ning andes  reaktsioonivdimelisema

metoksutrimetddlsilaani ja HCI. Siinteesi saagis oli 100%.

Kahest eelnevates etappides sunteesitud l&hteainest siinteesiti jargmisena metddl-3-(N®,N“-di-
Boc-guanidudl)propanaat (ptk 3.3.3, Skeem 20). Reaktsiooni viidi 1abi DIPEA poolt aluseliseks
tehtud keskkonnas, et muuta B-alaniini mettdlestri vesinikkloriid vabaks aluseks ehk B-alaniini
metlulestriks. Reaktsiooni kaigus riindab B-alaniini metadlestri aminorihm guanidileerivat
reagenti ning moodustuvad guanidutlrihm ning metaantiool. Tekkinud metul-3-(N“,N*-di-Boc-

guanidudl)propanaat puhastati kolonnkromatograafiliselt. Stinteesi saagis oli 61%.

Jargmiseks stnteesiti mettdl-3-(N*,N*-di-Boc-guaniditl)propanaal, redutseerides estrit DIBAL-
H-ga (ptk 3.3.4, Skeem 21). Viies reaktsiooni labi madalal temperatuuril (-60 °C) saab tagada
reaktsiooni selektiivsuse, sest kdrgematel temperatuuridel redutseerib DIBAL-H aldehtdi edasi
alkoholiks. Reaktsioonisegu hoiti vedela lammastikuga jahutatavas tehnilise piirituse vannis.
Reaktsiooni I6petamiseks ja vaheuhendite lagundamiseks lisati reaktsioonikeskkonda MeOH-d.
Metuul-3-(N“,N-di-Boc-guanidull)propanaal puhastati kolonnkromatograafiliselt. Siinteesi

saagis oli 25%.

Mettdl-3-(N“,N»-di-Boc-guanididl)propanaal pandi reageerima eelnevalt valmistatud Fmoc-
hidrasiiniga (ptk 3.2.1), et sunteesida asa-Arg prekursor N-Fmoc-N’-(3-N®,N*-di-Boc-
guanidudlpropudl)hudrasiin (ptk 3.3.5, Skeem 22). Reaktsioon on kullaltki aeglane, sest Boc-
kaitserihmade happelabiilsuse tottu ei saa katalllsimiseks kasutada happeid. Aldehdidi ja
hidrasiini reaktsioonil moodustub hidrasoon, mida redutseeritakse NaBH3CN-ga tagasi
hidrasiiniks [29]. Lopp-produkt moodustab booriga kompleksi ning boor-produkt kompleksi

lagundamiseks keedeti reaktsioonisegu etanoolis.

Redutseerimisreaktsiooni kéigus oli tekkinud produktile sarnaste omadustega kdrvalprodukt,
seega katsed puhastada reaktsioonisegu kolonnkromatograafiliselt ja flash-kromatograafiliselt,
kasutades erinevaid eluendisusteeme, ei dnnestunud. Reaktsioonisegule tehti HPLC-MS analliis
(Lisa 17), mille abil suudeti kaks ainet tuvastada ning kinnitada, et produkt (asaArg prekursor) oli
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tekkinud. Toorprodukti siiski ei puhastatud preparatiivse HPLC-MS abil, kuna see ei lahustunud
hésti poordfaaskromatograafias kasutatavates polaarsetes eluentides, puhastatud asaArg prekursori
hulk oleks olnud liiga véike, et slinteesi jatkata ning varasemast oli A. Troska stinteesitud asaArg
prekursorit veel natuke jarel. Aja surve tottu otsustati jatkata A. Troska sinteesitud asaArg
prekursoriga ja vaiksema koguse H-RasaRASVA-NHz stinteesiga, mitte hakata asaArg prekursorit

juurde sunteesima.

HPLC-MS abil tuvastati kdrvalprodukti molekulaariooni massi laengu suhe, milleks saadi 526,6.
Kasutades flash-kromatograafiat, saadi tiks puhas fraktsioon tekkinud kérvalprodukti ning sellele
tehti *H TMR (Lisa 18) ja 3C TMR (Lisa 19) analtusid. TMR ja HPLC-MS spektrite p&hjal selgus,

et vOib-olla on asaArg prekursori tiks Boc-kaitserihm asendunud tihe boorhappe derivaadiga.

4.3 H-RasaRASVA-NH: suintees

2.
1 TBTU, 3 ekv
HOB, 3 ekv
20% Piperidiin/DMF DiPEA, 6 ekv

Fmoc—NH—. 2+ 20 min H N—. Fmoc-AH-OH, 3 ekv
2 — AH-NH-
T owEan . FmOoc—AH-NH .

asaArg prekursor, 4 ekv
DIPEA, 8 ekv 20% piperidiin/DMF

)

*’Q

Y
o‘\u

BTC, 1,32 ekv
o H—asaRASVA—NH-. - H_ASVA_NH_. (220 min Fmoc—ASVA-NH—.
& q,'bq ”:Q uiv DCM
& Y\(,O“’ O
O

O
%, @ﬁ %

S

24h
<<<<‘ & &
i)

20% piperidiin/DMF

Fmoc— RasaRASVA-NH—. —_2+20min_, 1 RasaRASVA-NH,
95/ TFA, 25 % TIS, 2,5 % H,0

3h

Skeem 26. H-RasaRASVA-NH; siinteesirada. AH on aminohape (antud t66s Ala, Ser voi Val), . on tahke kandja.

Paralleelselt asaArg prekursori sunteesiga alustati H-RasaRASVA-NH: siinteesiga. H-ASVA-vaik
sunteesis (ptk 3.4) lisati kdiki aminohappeid peptiidiahelasse kasutades aktivaatoreid TBTU ja HOBL.
Lisatava aminohappe aktiveerimisel TBTU ja HOBt-iga tekib aminohappe bensotriasoolne vaheiihend,
mis on reaktsioonivdimelisem karbokstulhappest (Skeem 3) [39]. H-ASVA-vaik sunteesis lisati kiki
aminohappeid peptiidiahelasse (ks kord, v.a seriini, mida lisati kaks korda. Aminohapete
sidumisreaktsiooni edukust kontrolliti Kaiseri testi [38] ja TLC testi (ptk 3.7) abil. Peptiidiahela H-
ASVA-NH: siinteesi edukust kontrolliti HPLC-MS abil. Peptiidiahela H-ASVA-NH2 UV-Vis
neelduvusomaduste parandamiseks anallisiti seda HPLC-MS abil ilma selle N-terminaalilt Fmoc-
kaitserthma eemaldamata (Fmoc-ASVA-NH2, Lisa 20). Samuti ei olnud véimalik analliisida
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reaktsioonisaagiseid ja arvutada piikide pindalade suhteid, kuna Fmoc-kaitseriihma ei kinnitatud
peptiidijarjestuses eelnevalt reageerimata jaanud aminoriihmadele tagasi, sest ei oldud kindlad, et
Fmoc-kaitserihma kinnitub tagasi kdigile reageerimata jadnud aminoriihmadele.

Seejarel seoti H-ASVA-vaik ahelasse asaArg prekursor (ptk 3.5), kasutades varasemalt véljatootatud
meetodit [33]. Eelpool kirjeldatud prekursori slinteesi ebadnnestumise tdttu kasutati selles etapis
eelnevalt A. Troska siinteesitud asaArg prekursorit, mida oli suhteliselt véhe jarele ja&nud. Seetfttu
kasutati slinteesi jatkamiseks ka véiksemat vaigu kogust. Lisatav asaArg prekursor konverteeriti
aktivaatori BTC abil reaktsioonivGimeliseks klooranhidriidiks (Skeem 11) ning lisati H-ASVA-
vaigule (Skeem 24). Kuna prekursori kogus oli piiratud, lisati seda (ks kord ning reaktsioonil lasti
loksutil kéia 20 h, et saagis oleks maksimaalne. Peale reaktsiooni peatamist voeti proovikogus (~ 2
mg) vaiku HPLC-MS analliisiks, et veenduda reaktsiooni edukuses. Analuls néitas, et antud
stinteesietapp oli edukas ja soovitud Ghend oli tekkinud (Lisa 21).

Jargmiseks lisati Fmoc-Arg(Pbf)-OH H-asaRASVA-vaik peptiidiahelasse varasemalt valjatootatud [7]
ja asa-peptiidi mudelihendis testitud meetodil (ptk 3.1), kasutades aktivaatorina Ghosez reagenti.
Lisatava aminohappe aktiveerimisel Ghosez reagendiga konverteeritakse aminohappe karbokstulriihm
atsutlhaliidiks (ptk 3.6, Skeem 13), mis on reaktsiooniv8imelisem, kui karboksutlhape (Skeem 25).
Antud reaktsiooni viidi 1abi kaks korda, kuna eelkatse néitas, et reaktsioon kulgeb edasi peale
lahteainete juurde lisamist. Seekord l&hteainete teistkordne lisamine produkti juurde ei andnud (Lisad
22 ja 23). Voib arvata, et lahteainete teistkordne lisamine ei suurendanud reaktsiooni saagist, kuna
Fmoc-RasaRASVA-vaik sinteesi esimesel sidumisreaktsioonil lasti kdia kauem, kui eelkatses ning
reaktsioonisaagis oli kdrge juba peale esimest korda léhteainete lisamist. Peale sidumisetappi oli
HPLC-MS analiiiisil ndha ka lisandit Fmoc-RASVA-NH2, mis viitab sellele, et asaArg
sidumisreaktsioon ei lainud I6puni ning Fmoc-Arg-OH kinnitus asaArg-ga eelnevalt reageerimata
jddnud H-ASVA-vaik N-terminaalile (Lisad 22 ja 23). Koikide aminohapete sidumisreaktsioonide
tingimused ja kvalitatiivsete analliiside tulemused on Lisas 26.

Seejdrel eemaldati peptiid tahkelt kandjalt happelise lahusega. Toorpeptiidi puhtuseks mééarati HPLC-
MS abil 50% (Lisa 24). Toorpeptiidi puhastati preparatiivse poérdfaas HPLC abil ning tulemuseks
saadi kdrge puhtusega (98%) peptiid H-RasaRASVA-NH: (Lisad 25 ja 28). Antud t60s saadi asa-
peptiidisiinteesi kohta vordlemisi kdrge saagis (Lisa 26), vaatamata proovide anallitsimisest
tulenevatest kadudest. Meie teadusgrupis varasemalt sunteesitud H-RRasaASVA-NH: ja H-
RRASVasaA-NH: asa-peptiidide eraldatud saagised, kasutades asa-peptiidsideme moodustamisel
aktivaatorit COMU, jéid 1-2% juurde [40], kuid selles t60s saadi 16plikuks saagiseks 16%. Sellest vGib
jareldada, et Ghosez reagent on praegu teadaolevalt efektiivseim aktivaator asa-peptiidsideme
moodustamiseks.
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Kokkuvote

Antud t66 eesmérk oli stinteesida SPPS eeskirja jargi proteiinkinaas A minimaalse substraadi
RRASVA asa-analoog RasaRASVA. Peptiidiahela ASVA slinteesiks kasutati peptiidisiinteesis
laialt levinud aminohapete aktivaatoreid TBTU ja HOBt, asaArg prekursori lisamiseks
peptiidiahelasse kasutati aktivaatorit BTC ning Arg ja asaArg vahelise asa-peptiidsideme
stinteesiks kasutati aktivaatorit Ghosez reagent. Tulemuseks saadi vordlemisi hea saagise ja
puhtusega asa-peptiid H-RasaRASVA-NH:.

Rakendades SPPS metoodikat peptiidisiinteesiks ja Ghosez reagenti asaArg-le lisatava Arg
karbokstulriihma aktiveerimiseks asa-peptiidi RasaRASVA siinteesil saadi killaltki kdrge saagis
vorreldes varasemalt meie teadusgrupis slnteesitud asa-asendatud RRASVA analoogidega.
Edaspidi voib veel taiendavalt optimeerida reaktsioonitingimusi, néiteks reaktsiooniaega ning
kasutatavate reagentide koguseid Ghosez reagendi kasutamisel. Lisaks vdib uurida ka Ghosez
reagendi efektiivsust asa-peptiidsideme moodustumisel varieerides amino- kui asa-aminohappe
kilgriihma struktuuri, kuna hetkel on Ghosez reagent teadaolevalt (iks tbhusamaid aktivaatoreid

selle moodustamiseks.
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Summary

The objective of the thesis was to synthesize RasaRASVA, an aza-analogue of protein kinase A
minimal substrate RRASVA, using SPPS protocol. The peptide chain ASVA was synthesized by
using TBTU and HOBt for amino acid activation, which are commonly used coupling reagents in
peptide synthesis. AsaArg was incorporated into the peptide chain by using an acylating activator
BTC. The aza-peptide bond between Arg and AsaArg was synthesized by using Ghosez reagent
as an activator. As a result of the thesis, H-RasaRASVA-NH: was obtained with relatively good

yield and purity.

By employing SPPS methods for peptide synthesis and Ghosez reagent to activate the carbonyl
group of the Arg, which was coupled to the asaArg residue, the aza-peptide RasaRASVA was
synthesized with relatively good yield and purity compared to other aza-analogues of RRASVA
previously synthesized by our research group. It is possible to further optimize reaction conditions,
for example reaction time and reagent quantities when using Ghosez reagent. The effectiveness of
Ghosez reagent in synthesizing other RRASVA aza-analogues should also be studied, because the
Ghosez reagent is currently one of the most effective activators known for aza-peptide bond

formation.
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Lisad

LISA 1 — Kasutatud reagendid ja to6vahendid

Reagent MW (g/mol) Puhtus Tootja
3-bromopropudl- 218,9 > 98% Sigma-Aldrich
ammooniumbromiid
B-alaniini vesinikkloriid 125,5 > 99,0% Sigma-Aldrich
AsaArg prekursor 553,7 ~95 % A. Troska
Atsetonitriil 41,1 > 99,9% Honeywell
BTC 296,8 > 98% Sigma-Aldrich
COMU 428,3 > 97% Acros Organics
Diklorometaan 84,9 > 99,9% Honeywell
DIiBAL-H 1M lahus heksaanis 1422 DiBAL-H Thermo Fisher
kontsentratsioon Scientific
1M heksaanis
DIPEA 129,3 > 98% Fluka
Di-tert-bututldikarbonaat 218,3 > 99% Sigma-Aldrich
Etullatsetaat 88,1 >99,8% Fisher Scientific
Fluorentiilmetoksu- 258,7 > 98% Novabiochem
karbontulkloriid
Fmoc-L-alaniin 311,3 > 99% Iris Biotech
Fmoc-L-arginiin(Pbf) 648,8 > 99% Iris Biotech
Fmoc-L-seriin(tBu) 383,4 > 99% Iris Biotech
Fmoc-L-valiin 3394 > 99% Carbosynth
Ghosez reagent 133,6 > 98,5% Thermo Fisher

Scientific
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HOBt 1351 >97% Sigma-Aldrich
Hudrasiinhiidraadi 80% vesilahus 32,0 Hudrasiinhiidraadi Fisher Scientific
80% vesilahus
KMnOa 158,0 > 99,0% Sigma-Aldrich
Kloroform 1194 > 99,5% Fisher Scientific
Metanool 32,0 > 99,8 % Sigma-Aldrich
NaCl 58,4 > 99% Sigma-Aldrich
NaHCOs 84,0 > 99,7% Sigma-Aldrich
NMP 99,1 > 99,5% Thermo Fisher
Scientific
N,N-dimettdlformamiid 73,1 > 99,9% Honeywell
Na2SO4 (veevaba) 142,0 > 95% Lach-ner
Petrooleeter - >99,0 % Honeywell
Piperidiin 85,1 > 99% Sigma-Aldrich
Rink amiid MBHA vaik Loading 0,68 - Novabiochem
mmol/g
S-metdltiouurea hemisulfaat 139,2 > 98% Sigma-Aldrich
TBTU 3211 >98% Sigma-Aldrich
TCFH 280,6 > 98% Sigma-Aldrich
THF 72,1 > 99,9% Sigma-Aldrich
TFA 114,0 >99,5% Iris Biotech
Triisopropuulsilaan 158,4 > 98% Sigma-Aldrich
Trimettdlsiltulkloriid 1 M lahus 85,9 1 M lahus THF-is Sigma-Aldrich
THF-is
Tolueen 92,1 > 99,5% Sigma-Aldrich
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Ohukese kihi kromatograafia (TLC) analiilisid tehti Macherey-Nageli toodetud modifitseerimata
silikageeli plaatide abil (poori suurus: 60 A; osakese suurus: 5-17 um). TLC plaatide indikaatoriks
on mangaan-aktiveeritud tsinksilikaat, mis fluorestseerub roheliselt (254 nm juures). Laigud

visualiseeriti UV-kiirgusega (254 nm) vai happelise KMnOs lahusega.

Kolonnkromatograafia tahke faasina kasutati Macherey-Nageli toodetud modifitseerimata
silikageeli (poori suurus: 60 A; osakese suurus: 63 - 200 pum).

Tuumamagnetresonants (TMR) mddtmised teostati Bruker Avance-1Il 700 MHz TMR

spektromeetril.

HPLC-MS analtsidel kasutati Shimadzu toodetud pumpasid LC-20AD, massidetektorit LCMS-
2020 ning UV-Vis detektorit SPD-M20A. Statsionaarse faasina kasutati poordfaaskolonni
Phenomenex Kinetex 5 um EVO (Cis, 100 A, 250 x 4,6 mm). Massispektrit mdddeti positiivses
ionisatsiooni modtmisreziimis, kus oli ionisatsiooniallikaks elektropihustusionisatsioon (ESI).
Proove voolutati voolukiirusel 1 ml/min. Andmete t66tluseks kasutati programmi LabSolutions
Version 5.82 SP1.

H-RasaRASVA-NH: puhastamiseks kasutati Shimadzu toodetud pumpasid LC-20AD ning UV-
Vis detektorit SPD-M20A. Statsionaarse faasina kasutati poordfaaskolonni Phenomenex Luna 10
um (C1g(2), 100 A, 250 x 21 mm. Proove voolutati voolukiirusel 5 ml/min. Andmete to6tluseks
kasutati programmi LabSolutions Version 5.82 SP1.

HPLC-s kasutati m&lemal juhul kahest lahusest koosnevat gradiendiprogrammi. Lahus A oli 0,1%
TFA Milli-Q puhtusega vees ning lahus B oli 0,1% TFA ACN-is.
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LISA 2 - Fmoc-Arg-asaArg-Phe-NH; kromatogramm ja massispekter

(aktivaator COMU, lahteaineid lisatud tiks kord, reaktsiooni aeg 2 h)
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Fmoc-Arg-asaArg-Phe-NH; mass: [M] = 699,8 m/z; [M+H] = 700,8 m/z; [M+ACN+2H]/2 = 371,4 m/z

Fmoc-asaArg-Phe-NH; mass: [M] = 543,6 m/z; [M+H] = 544,6 m/z

Reaktsioonisaagised arvutati produkti ja lahteaine piikide pindalade suhete abil.

Reaktsioonisegu lahustati 20% ACN lahuses. HPLC analidisi tingimused: 0 min — 20% B; 2 min
—20% B; 19 min —80% B; 23 min — 95% B; 26 min — 95% B; 29 min — 20% B. Lahus A oli 0,1%
TFA vesilahus ja lahus B oli 0,1% TFA ACN-is. Proove elueeriti voolukiirusega 1 ml/min. Susti

ruumala oli 20 — 40 pl.
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LISA 3 - Fmoc-Arg-asaArg-Phe-NH; kromatogramm ja massispekter

(aktivaator Ghosez reagent, lahteaineid lisatud Uks kord, reaktsiooni aeg 2 h)
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Fmoc-Arg-asaArg-Phe-NH; mass: [M] = 699,8 m/z; [M+H] = 700,8 m/z; [M+ACN+2H]/2 = 371,4 m/z

Fmoc-asaArg-Phe-NHz mass: [M] = 543,6 m/z; [M+H] = 544,6 m/z

Reaktsioonisaagised arvutati produkti ja lahteaine piikide pindalade suhete abil.

Reaktsioonisegu lahustati 20% ACN lahuses. HPLC analiilisi tingimused: 0 min — 20% B; 2 min
—20% B; 19 min — 80% B; 23 min — 95% B; 26 min — 95% B; 29 min — 20% B. Lahus A oli
0,1% TFA vesilahus ja lahus B oli 0,1% TFA ACN-is. Proove elueeriti voolukiirusega 1 ml/min.

Sasti ruumala oli 20 — 40 pl.

45



LISA 4 - Fmoc-Arg-asaArg-Phe-NH; kromatogramm ja massispekter
(aktivaator COMU, lahteaineid lisatud 2 korda, reaktsiooni aeg 16 h)
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Fmoc-Arg-asaArg-Phe-NH; mass: [M] = 699,8 m/z; [M+H] = 700,8 m/z; [M+ACN+2H]/2 = 371,4 m/z
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Fmoc-asaArg-Phe-NH2 mass: [M] = 543,6 m/z; [M+H] = 544,6 m/z
Reaktsioonisaagised arvutati produkti ja lahteaine piikide pindalade suhete abil.

Reaktsioonisegu lahustati 20% ACN lahuses. HPLC analiiusi tingimused: 0 min —20% B; 2 min
—20% B; 19 min —80% B; 23 min — 95% B; 26 min — 95% B; 29 min — 20% B. Lahus A oli
0,1% TFA vesilahus ja lahus B oli 0,1% TFA ACN-is. Proove elueeriti voolukiirusega 1 ml/min.
Susti ruumala oli 20 — 40 pl.
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LISA 5 - Fmoc-Arg-asaArg-Phe-NH; kromatogramm ja massispekter

(aktivaator Ghosez reagent, lahteaineid lisatud 2 korda, reaktsiooni aeg 16 h)
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Fmoc-Arg-asaArg-Phe-NH; mass: [M] = 699,8 m/z; [M+H] = 700,8 m/z; [M+ACN+2H]/2 = 371,4 m/z
Fmoc-asaArg-Phe-NH2 mass: [M] = 543,6 m/z; [M+H] = 544,6 m/z
Reaktsioonisaagised arvutati produkti ja lahteaine piikide pindalade suhete abil.

Reaktsioonisegu lahustati 20% ACN lahuses. HPLC analiilsi tingimused: 0 min — 20% B; 2 min —
20% B; 19 min — 80% B; 23 min — 95% B; 26 min — 95% B; 29 min — 20% B. Lahus A oli 0,1%
TFA vesilahus ja lahus B oli 0,1% TFA ACN-is. Proove elueeriti voolukiirusega 1 ml/min. Sisti

ruumala oli 20 — 40 pl.
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LISA 6 — Fmoc-hudrasiini *H TMR spekter
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Madis, synthesis nr 2, 1H, CDCl3

PROTON CDC13 {C:\Spectra\data\AllaT\nmr} AllaT 25

LISA 7 — N-Boc-3-bromopropiiilamiini *H TMR spekter
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LISA 8 — N-Fmoc-N’-(3-N’’-Boc-propuul)hidrasiini *H TMR spekter
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PROTON CDCI3 {C:\Spectra\data\RaitP\nmr) RaitP 42
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LISA 9 — N,N’-di-Boc-S-metiitilisotiouurea *H TMR spekter
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PROTON CDCI3 {C:\Spectra\data\RaitP\nmr} RaitP 39
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PROTON CDCI3 {C:\Spectra\data\RaitP\nmr} RaitP 39

Propanaat

LISA 12 — Metiul-3-(N®,N®-di-Boc-guaniduiil)propanaadi *H TMR spekter 2
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Propanaat

PROTON CDCI3 {C:\Spectra\data\RaitP\nmr] RaitP 39

LISA 13 — Metiul-3-(N®,N®-di-Boc-guaniduiil)propanaadi *H TMR spekter 3
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LISA 14 — Metll-3-(N®,N®-di-Boc-guanidutil)propanaali *H TMR spekter 1
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LISA 15 — Metiil-3-(N®,N®-di-Boc-guaniduiil)propanaali *H TMR spekter 2
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LISA 16 — Metil-3-(N®,N®-di-Boc-guanidutil)propanaali *H TMR spekter 3
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LISA 17

toorprodukti kromatogramm ja massispekter

mAL

N-Fmoc-N’-(3-N®,N**-di-Boc-guanidiuulproputl)hidrasiini
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N-Fmoc-N-(3-N“,N »-di-Boc-guaniditlpropidl)hidrasiini mass: [M] = 553,6 m/z,

[M+H] = 554,6 m/z; [M+Na] = 576,6 m/z

Kdrvalprodukti mass: [M] = 525,8 m/z; [M+H] = 526,8 m/z; [M+Na] = 548,2 m/z

Reaktsioonisegu lahustati 20% ACN lahuses. HPLC analiiisi tingimused: 0 min — 20% B; 2 min
—20% B; 19 min — 70% B; 23 min — 95% B; 26 min — 95% B; 29 min — 20% B. Lahus A oli 0,1%

TFA vesilahus ja lahus B oli 0,1% TFA ACN-is. Proove elueeriti voolukiirusega 1 ml/min. Susti

ruumala oli 20 — 40 pl
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LISA 18 - N-Fmoc-NV’-(3-N”,N**-di-Boc-guaniduilpropiul)htdrasiini
toorprodukti kdrvalsaaduse *H TMR spekter
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LISA 19 - N-Fmoc-NV’-(3-N”,N**-di-Boc-guaniduilpropiul)htdrasiini
toorprodukti kdrvalsaaduse *C TMR spkter
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LISA 20 — Fmoc-ASVA-NH: kromatogramm ja massispekter

B ammm
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Fmoc-ASVA-NH2 mass: [M] = 567,6 m/z; [M+H] = 568,5 m/z

Toorpeptiid lahustati 40% ACN lahuses. HPLC analisi tingimused: 0 min — 5% B; 2 min — 5%
B; 19 min —80% B; 23 min — 95% B; 26 min — 95% B; 29 min — 5% B. Lahus A oli 0,1% TFA

vesilahus ja lahus B oli 0,1% TFA ACN-is. Proove elueeriti voolukiirusega 1 ml/min. Susti

ruumala oli 20 — 40 pl
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LISA 21 — Fmoc-asaRASVA-NH:2 kromatogramm ja massispekter
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Fmoc-asaRASVA-NH2 mass: [M] = 724,8 m/z; [M+H] = 725,8 m/z

Toorpeptiid lahustati 40% ACN lahuses. HPLC analtsi tingimused: 0 min — 5% B; 2 min — 5%
B; 19 min — 80% B; 23 min — 95% B; 26 min — 95% B; 29 min — 5% B. Lahus A oli 0,1% TFA

vesilahus ja lahus B oli 0,1% TFA ACN-is. Proove elueeriti voolukiirusega 1 ml/min. Susti

ruumala oli 20 — 40 pl
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LISA 22 - Fmoc-RasaRASVA-NH: kromatogramm ja massispekter
(I&hteaineid lisatud tks kord)
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Fmoc-RasaRASVA-NH:2 mass: [M] = 881 m/z; [M+H] = 882 m/z; [M+H]/2 = 441,5 m/z,
[M+TFA+H] = 995,4 m/z

Fmoc-RASVA-NH:z mass: [M] = 723,8 m/z; [M+H] = 724,8 m/z
Reaktsioonisaagised arvutati produkti ja lahteaine piikide pindalade suhete abil.

Toorpeptiid lahustati 40% ACN lahuses. HPLC analtsi tingimused: 0 min — 5% B; 2 min — 5%
B; 19 min — 80% B; 23 min — 95% B; 26 min — 95% B; 29 min — 5% B. Lahus A oli 0,1% TFA
vesilahus ja lahus B oli 0,1% TFA ACN-is. Proove elueeriti voolukiirusega 1 ml/min. Susti

ruumala oli 20 — 40 pl
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LISA 23 - Fmoc-RasaRASVA-NH: kromatogramm ja massispekter
(Iahteaineid lisatud kaks korda)
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Fmoc-RasaRASVA-NH2 mass: [M] = 881 m/z; [M+H] = 882 m/z; [M+H]/2 = 441 m/z

Fmoc-RASVA-NH2 mass: [M] = 723,8 m/z; [M+H] = 724,8 m/z; [M+ACN+H] = 765,8 m/z

Reaktsioonisaagised arvutati produkti ja lahteaine piikide pindalade suhete abil.

Toorpeptiid lahustati 40% ACN lahuses. HPLC analisi tingimused: 0 min — 5% B; 2 min — 5%
B; 19 min —80% B; 23 min — 95% B; 26 min — 95% B; 29 min — 5% B. Lahus A oli 0,1% TFA
vesilahus ja lahus B oli 0,1% TFA ACN-is. Proove elueeriti voolukiirusega 1 ml/min. Susti

ruumala oli 20 — 40 pl
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LISA 24 - H-RasaRASVA-NH: toorpeptiidi kromatogramm ja massispekter
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H-RasaRASVA-NH2 mass: [M] = 658,7 m/z; [M+H] = 659,7 m/z; [M+ACN+2H] = 350,9 m/z
[M+2H] = 330,4 m/z

Puhtus arvutati produkti ja kdrvalsaaduste piikide pindalade suhete abil.

Toorpeptiid lahustati 5% ACN lahuses. HPLC analtsi tingimused: 0 min — 5% B; 7 min — 5%
B; 25 min — 25% B; 30 min —80% B; 33 min — 80% B; 35 min — 5% B. Lahus A oli 0,1% TFA
vesilahus ja lahus B oli 0,1% TFA ACN-is. Proove elueeriti voolukiirusega 1 ml/min. Susti

ruumala oli 20 — 40 pl.
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LISA 25 - H-RasaRASVA-NH: puhastatud peptiidi kromatogramm ja
massispekter
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H-RasaRASVA-NH2 mass: [M] = 658,7 m/z; [M+H] = 659,7 m/z; [M+ACN+2H] = 350,9 m/z
[M+2H] = 330,4 m/z

Puhtus arvutati produkti ja kdrvalsaaduste piikide pindalade suhete abil.

Toorpeptiid lahustati 5% ACN lahuses. HPLC analusi tingimused: 0 min — 5% B; 7 min — 5%
B; 25 min — 25% B; 30 min —80% B; 33 min — 80% B; 35 min — 5% B. Lahus A oli 0,1% TFA
vesilahus ja lahus B oli 0,1% TFA ACN-is. Proove elueeriti voolukiirusega 1 ml/min. Susti
ruumala oli 20 — 40 pl
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LISA 26 -

H-RasaRASVA-NH; aminohapete sidumisreaktsiooni

tingimused ja testide tulemused.

Nr | Lisatav AH Aktivaator Ekv n (mmol) Sidumine, KT TLC test

1 Fmoc-L-Ala- | TBTU/HOBt 3 0,51 1 h, kollane +
OH

2 Fmoc-L-Val- | TBTU/HOBt 3 0,51 1 h, kollane +
OH

3 Fmoc-L-Ser- | TBTU/HOBt 3 0,51 1 h, kollane +
OH

4 Fmoc-L-Ala- | TBTU/HOBt 3 0,51 1 h, kollane +
OH -

5 Asa-Arg BTC 4 0,68 24 h, kollane +
prekursor

6 Fmoc- Ghosez reagent | 3 0,51 20 h, - -
Arg(Pbf)-OH

7 Fmoc- Ghosez reagent | 3 0,51 20 h, - +
Arg(Pbf)-OH
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LISA 27 — H-RasaRASVA-NH> massid ja saagised

H-RasaRASVA-NH: toorpeptiidi kaalutis 73 mg
H-RasaRASVA-NH:; sisaldus enne HPLC-ga puhastamist (220 nm) 50%
H-RasaRASVA-NH; sisaldus peale HPLC-ga puhastamist (220 nm) 98%

H-RasaRASVA-NH; kaalutis peale HPLC-ga puhastamist 19 mg
H-RasaRASVA-NH; teoreetiline mass 120 mg
H-RasaRASVA-NH; saagis peale HPLC-ga puhastamist 16%
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LISA 28 — T66 kaigus sunteesitud asa-peptiid H-RasaRASVA-NH;
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