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INFOLEHT

Asa-peptiidsideme moodustumine aktivaatoriga TCFH

Asa-peptiidid on peptiidianaloogid, milles vahemalt (ihe aminohappe a-stisinik on asendatud
lammastikuga. Asa-peptiidide stintees on aga keeruline; peamiselt valmistab probleeme asa-
aminohappe N-terminaalile jargmise aminohappe sidumine. Selle reaktsiooni efektiivsemaks

labiviimiseks SPPS-meetodit kasutades on vaja testida erinevaid aminohappe aktivaatoreid.

Selle t06 eesmaérgiks oli hinnata TCFH efektiivsust aminohappe aktivaatorina asa-
peptiidsideme sunteesil mudelpeptiidides Ala-asaAla-Phe-NH, ja Tyr-asaAla-Phe-NHs.
TCFH-d testiti koos erinevate aluste ja lisandiga. Peamiseks probleemiks TCFH-d kasutades
oli epimerisatsioon, mida oli kill véimalik lisandit kasutades alla suruda, kuid reaktsiooni
saagised olid siiski madalad ja reaktsioon oli aeglane. Seega ei ole TCFH testitud
mudelpeptiidides ja kasutatud reaktsioonitingimustel sobilik aktivaator asa-peptiidsideme

slinteesimiseks.

Mérksdnad: asa-peptiid, asa-peptiidisintees, TCFH, NMI, Oxyma-B, kineetika, SPPS
Orgaaniline keemia — P390

Formation of aza-peptide bond with amino acid activator TCFH

Aza-peptides are peptidomimetics, in which the a-carbon of at least one amino acid has been
replaced with nitrogen. The synthesis of aza-peptides is complicated; the most problematic
step is coupling the next amino acid to the N-terminus of the aza-amino acid. To make this

step more effective when using the SPPS method, various coupling reagents need to be tested.

The aim of this research was to determine the effectiveness of TCFH as a coupling reagent for
aza-peptide bond synthesis in the model peptides Ala-azaAla-Phe-NH; and Tyr-azaAla-Phe-
NH,. TCFH was tested with different bases as well as an additive. The main problem when
using TCFH was epimerization. Though epimerization could be suppressed with the additive,
the reaction yields were low and the reaction was slow. Thus, TCFH is not a suitable coupling
reagent for these model peptides and using the tested reaction conditions.

Keywords: aza-peptide, aza-peptide synthesis, TCFH, NMI, Oxyma-B, kinetics, SPPS

Organic chemistry — P390
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Kasutatud ltihendid

Lihend Ingliskeelne vaste Eestikeelne vaste

Ala Alanine Alaniin

ACN Acetonitrile Atsetonitriil

Boc Tert-butyloxycarbonyl Tert-butokstkarbonudl

BTC Bis(trichloromethyl)carbonate Bis(triklorometuil)karbonaat/trifosgeen

COMU 1-((1-(Cyano-2-ethoxy-2- 1-((1-(Tsuano-2-etoksu-2-
oxoethylidenaminooxy-)- oksoetiulideenaminooksi-)-
dimethylamino- dimetutlamino-
morpholinomethylene)) morfolinometileen))metaanamiinium
methanaminium hexafluorophosphate | heksafluorofosfaat

DCM Dichloromethane Diklorometaan

DIPEA N,N-Diisopropylethylamine N,N-Diisopropulettiulamiin

DMF N,N-Dimethylformamide N,N-Dimetutlformamiid

Fmoc 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl 9-Fluorendtlmetoksudlkarbonul

HATU O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)- O-(7-Asabensotriasool-1-udl)-
N,N,N',N'-tetramethyluronium N,N,N’,N’-tetramettiluroonium
Hexafluorophosphate heksafluorofosfaat

HBTU 2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3- 2-(1H-Bensotriasool-1-al)-1,1,3,3-
tetramethyluronium tetramettluroonium heksafluorofosfaat
hexafluorophosphate

HCTU O-(6-Chlorobenzotriazol-1-yl)- O-(6-Klorobensotriasool-1-ul)-
N,N,N’,N'-tetramethyluronium N,N,N’,N’-tetrametttluroonium
hexafluorophosphate heksafluorofosfaat

HDMC [(5-chloro-3-oxidobenzotriazol-3- [(5-Kloro-3-oksidobensotriasool-3-ium-

ium-1-yl)-morpholin-4-
ylmethylidene]-dimethylazanium

hexafluorophosphate

1-tal)-morfoliin-4-ttlmetadldieen]-

dimetiidlasaanium heksafluorofosfaat




HPLC High-performance liquid Kdrgefektiivne vedelikkromatograafia
chromatography

HOALt 1-Hydroxy-7-azabenzotriazole 1-Hudroks(-7-asabensotriasool

HOBt 1-Hydroxybenzotriazole 1-Hudrokslbensotriasool

Kobs Observed rate constant Nailine kiiruskonstant

LPPS Liquid-phase peptide synthesis Vedelfaasiline peptiidistntees

MS Mass spectrometry Massispektromeetria

m/z Mass-to-charge ratio Massi-laengu suhe

NMI N-Methylimidazole N-Metidlimidasool

Oksuma Ethyl Etlul-2-tstiano-2-
2-cyano-2-(hydroxyimino)acetate (hudroksuimino)atsetaat

Oxyma-B | 5-(Hydroxyimino)-1,3-dimethyl-1,3- | 5-(Hldroksiimino)-1,3-dimetiul-1,3-
diazinane-2,4,6-trione diasinaan-2,4,6-trioon

Phe Phenylalanine Fenddlalaniin

PyBOP (Benzotriazol-1- Bensotriasool-1-Gul-oksi-tris-
yloxy)tripyrrolidinophosphonium parrolidino-fosfoonium
hexafluorophosphate heksafluorofosfaat

PyOxim O- O-
((Cyano(ethoxycarbonyl)methyliden)- | ((Tstano(etokslkarbondtl)mettilideen)-
amino)-yloxytri(pyrrolidino) amino)-
phosphonium hexafluorophosphate utloksutri(parrolidino)fosfoonium

heksafluorofosfaat

SPPS Solid-phase peptide synthesis Tahkefaasiline peptiidistintees

TBTU O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N *- O-(Bensotriasool-1-0dil)-N,N,N’,N’-
tetramethyluronium tetrafluoroborate | tetramettuluroonium tetrafluoroboraat

TCFH N,N,N'",N'- N,N,N’,N -

Tetramethylchloroformamidinium

hexafluorophosphate

Tetrametitilkloroformamidiinium-

heksafluorofosfaat




TFA Trifluoroacetic acid Trifluoroetaanhape

TIS Triisopropylsilane Triisopropuulsilaan

TLC Thin layer chromatography Ohukese kihi kromatograafia
Tyr Tyrosine Turosiin

UV-Vis Ultraviolet-visible Ultravioletne-nahtav




Sissejuhatus

Asa-peptiidid on peptiidianaloogid, milles vahemalt Uhe aminohappejadgi a-susinik on
asendatud lammastikuga. Asa-peptiidid on sageli elusorganismis pikema elueaga [1] ning
vOivad olla paremate bioaktiivsete omadustega (naiteks selektiivsus) kui tavapeptiidid.

SeetOttu on asa-peptiidid paljutotavad ravimikandidaadid. [2,3]

Siiski on asa-peptiide pigem véhe uuritud, kuna asa-aminohapete prekursorite stinteesimine
on keeruline ja asa-aminohappele jargmise aminohappe liitmiseks pole rahuldavaid
stinteesimeetodeid. Erinevalt tavalise peptiidsideme moodustumisest séltub asa-peptiidsideme
moodustumise Kiirus ja saagis tugevalt aminohappe aktivaatori valikust. Asa-peptiidsideme
moodustumine on ka oluliselt aeglasem. [4,5] Lisaks s6ltub asa-peptiidsideme moodustumise
reaktsiooni Kiirus ka asa-aminohappe ja sellele seotava aminohappe kdrvalahelate steerilisest

takistusest ja reaktsiooni saagis on sageli tisna madal [4,6,7].

Selles t60s uuritakse asa-peptiidsideme moodustumist, kasutades aminohappe aktivaatorina
TCFH-d (N,N,N’,N -tetrametiilkloroformamidiinium-heksafluorofosfaat). On leitud, et koos
N-metidlimidasooliga (NMI) on TCFH véga efektiivne aktivaator raskesti siinteesitavate
amiidsidemete siinteesimiseks [8]. Kasutades TCFH-d koos alusega NMI asa-peptiidsideme
stinteesiks, on aga probleemiks ahelale lisatava aminohappe a-stsiniku epimerisatsioon ehk

osa aminohappest liitub ahelale L-konfiguratsioonis, osa D-konfiguratsioonis [9].

Selles t60s testitakse TCFH-d koos alustega DIPEA (N,N-diisopropudletiitlamiin) ja NMI
ning lisandiga Oxyma-B  (5-(htdroksuimino)-1,3-dimetudl-1,3-diasinaan-2,4,6-trioon).
Aktivaatori TCFH testimine toimub koostoos ettevottega Luxembourg Bio Technologies.
Asa-peptiidsideme moodustumist uuritakse mudelpeptiidides Ala-asaAla-Phe-NH; ja Tyr-
asaAla-Phe-NH,. Asa-peptiid slinteesitakse selles to0s tahkefaasilise peptiidistinteesi (SPPS)
meetodiga ja asa-peptiidsideme  moodustumist  jalgitakse  vedelikkromatograafia-
massispektromeetria (HPLC-MS) abil.



1. Kirjanduse tlevaade

1.1. Asa-peptiidid

Peptiidid on paljutdotavad ravimikandidaadid, kuna need vdivad olla véga spetsiifilised ning
kdrge afiinsusega. Peptiidide peamisteks puudusteks ravimikandidaatidena on aga nende
luhike eluiga organismis ja madal biosaadavus. [10] Peptiidide omaduste parandamiseks
uuritakse peptidomimeetikuid ehk peptiide, mille struktuuri on keemiliselt modifitseeritud
[11].

Uks vdimalik modifikatsioon on peptiidi pdhiahelas vahemalt (ihe aminohappejaagi o-
stisiniku asendamine lammastikuga (Joonis 1). Selliselt modifitseeritud peptiide nimetatakse
asa-peptiidideks ja modifitseeritud aminohapet asa-aminohappeks. Erinevalt tavalisest
aminohappest ei sisalda asa-aminohape kiraalset tsentrit. Samuti on asa-aminohappe struktuur
jadigem [12,13]. Seetbttu mojutab aminohappejddgi asendamine asa-aminohappega vaga
tugevalt peptiidide sekundaarstruktuuri, mis v6ib parandada asa-peptiidide bioaktiivseid
omadusi, néiteks afiinsust ja selektiivsust, vorreldes tavapeptiididega [9,12]. Asa-peptiidid on
ka vastupidavamad proteaasidele, mistdttu on nad organismis pikema elueaga Kkui
tavapeptiidid [1].

2 2
o K 0 o R 0
RA N NH\/M _ Ra NH\)J\ i
NH \“/ - 0 NH Y 0
NH o R o R

.
NH

asa-fripeptiid tripeptiid
Joonis 1. Asa-peptiidi ja tavapeptiidi struktuuri vordlus

Praegu on Ameerika Uhendriikide Toidu- ja Ravimiameti (FDA) miigiloaga kaks asa-
peptiidset ravimit: Goserelin [14], mida kasutatakse véhiravis, ja Atazanavir [15], mida

kasutatakse HIV-nakkuse raviks.

1.2. Peptiidistintees

Levinuim meetod peptiidide orgaanilises sunteesis on tahkefaasiline peptiidisiintees ehk SPPS
(Joonis 2). SPPS-meetodis seotakse esimene aminohape C-terminaalset otsa pidi tahke
kandjaga. Tahke kandja on reaktsioonikeskkonnas lahustumatu polimeer. Seejarel lisatakse

tahke kandjaga seotud peptiidile Ukshaaval jargmised aminohapped. Selle meetodi eeliseks on



peptiidi puhastamise lihtsus slinteesi vaheetappides: uleliigsed reagendid ja tahke kandjaga
mitte-seotud korvalproduktid on vdimalik kergesti valja filtreerida. [16]

0]

0
R1 | R1
OH i LR
aktivaator 0 R
—_—

NH
- NH 1

@ tahke kandja
KR: kaitseriithm
LR: lahkuv rithm

Joonis 2. Tahkefaasiline peptiidisiintees. R ja R* tahistavad aminohapete kérvalahelaid.

SPPS-meetodi peamisteks puudusteks on kasutatavate reagentide ja solventide suured
kogused (reaktsioone viiakse saagise parandamiseks labi reagentide mitmekordses liias) ning
kdrvalproduktide koguse kiire kasv koos suinteesitava ahela pikkusega [16]. Samuti ei peeta

kasutatavaid solvente keskkonnas@bralikeks [17].

Peptiidisiinteesis on reaktsioonide selektiivsuse saavutamiseks oluline roll kaitseriihmadel.
SPPS-meetodis on kdikide stinteesis kasutatavate aminohapete aminorihm seotud ajutise
kaitserihmaga, et valtida ahelasse lisatava aminohappe molekulide omavahelist reageerimist.
Osade aminohapete puhul peab olema kaitseriihmaga seotud ka aminohappe kdrvalahel. [18]
Enne jargmise aminohappe lisamist peptiidiahelasse eemaldatakse N-terminaali kaitseriihm

olemasolevalt peptiidilt [16].

Tahkefaasilises peptiidisiinteesis praegu enimkasutatav N-terminaalne ajutine kaitserihm on
9- fluorenullmetoksutlkarbontulrihm  (Fmoc-rihm) [19]. Varem kasutati  ajutise
kaitserthmana  peamiselt  tert-butoksiikarbonudlrihma  (Boc-riihm). Boc-riihma
eemaldamiseks kasutatakse happelist keskkonda, mistdttu peavad ortogonaalsuse
saavutamiseks korvalahelate kaitserthmad ja tahke kandja olema hapetele palju
vastupidavamad. Selliste kaitseriihmade eemaldamiseks on sageli vaja Usna ekstreemseid
tingimusi, mis v@ivad viia korvalreaktsioonideni vdi peptiidiahelat kahjustada. Fmoc-riihma
eemaldamiseks kasutatakse seevastu norku aluseid (enamasti piperidiin, Joonis 3), mis
vOimaldab lihtsamini saavutada kaitserihmade ortogonaalsust, isegi kasutades koikide

kaitserihmade eemaldamiseks  vordlemisi pehmeid tingimusi. Fmoc-kaitserihma



eemaldamisel tekib UV-aktiivne (hend, seega on vdimalik kaitserthma eemaldumist
kontrollida TLC (6hukese kihi kromatograafia) plaadi abil lahuse UV-aktiivsust kontrollides.

Boc-riihm on aga endiselt oluline kaitserihm néiteks kdrvalahelate kaitsmiseks. [18, 20]

O
Annd, Tl OO,

CH,

@ tahke kandia COO A O
O

Joonis 3. Fmoc-kaitseriihma eemaldamine piperidiiniga. R téhistab aminohappe koérvalahelat.

Kuna peptiidside toatemperatuuril iseeneslikult ei teki, vaid moodustub ammooniumsool,
kasutatakse peptiidisunteesis aktivaatoreid. Aktivaatorid asendavad peptiidahelasse lisatava
aminohappe karbokslulse OH-rihma parema lahkuva rilhmaga [19]. Aminohappe
karboksuulruihma vdib muuta nditeks atstlhaliidiks, atstdlasiidiks, atstulimidasooliks,
anhudriidiks voi estriks, mis tahkefaasilises peptiidistinteesis reageerib edasi peptiidiahela N-
terminaaliga. Erinevaid aktivaatoreid on védga palju, kuid Gldiseks ohuks aktivaatorite
kasutamisel on epimerisatsioon ning erinevad korvalreaktsioonid. Nende probleemide

véltimiseks saab kasutada erinevaid lisandeid. [21]

Kontrollimaks, kas peptiidside on moodustunud, kasutatakse sageli ninhidriin- ehk Kaiseri
testi (Joonis 4). Ninhldriin reageerib kdrgel temperatuuril peptiidiahela N-terminaalse otsa
vaba aminoriihmaga, moodustades tumesinise tihendi. Kui vabasid aminoriihmasid ei ole, siis
reaktsiooni ei toimu ja lahus ja&b kollakaks. Vabade aminorihmade puudumisest saab
jareldada, et aminohappe sidumine peptiidiahelale on olnud edukas. [22] Seda testi

kasutatakse sageli ka N-terminaalse ajutise kaitseriihma eemaldamise edukuse kontrollimiseks.

0

OH 0 A N\

OH R\’)LoH - %N + RCHO + CO, + 4H,0
0 NH, 4 &

Joonis 4. Ninhtdriini reageerimine aminohappe vaba aminoriihmaga
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Peptiidide sunteesimiseks kasutatakse ka vedelfaasilist peptiidisiinteesi (LPPS). Esimese
aminohappe C-terminaal seotakse lahustuva polimeeriga. Seejarel lisatakse selle aminohappe
N-terminaalile Ukshaaval jargmised aminohapped sarnaselt SPPS-meetodiga. Peptiidi
puhastamiseks kasutatakse ultrafiltratsiooni vdi polumeeri kristalliseerimist [23], mis on
keerulisem, kui peptiidi puhastamine SPPS-meetodit kasutades [17]. LPPS-meetodi puhul ei
ole vaja kasutada nii suurt reagentide liiga kui SPPS-i puhul, mis on selle meetodi oluliseks

eeliseks. Seetdttu on LPPS-meetod eelistatud suurte ainekoguste korral [24].

1.3. Asa-peptiidide stintees SPPS meetodil

Asa-aminohapped on ebastabiilsed molekulid, mistdttu kasutatakse asa-peptiidide sunteesil
enamasti asa-aminohapete asemel nende prekursoreid — monoasendatud hudrasiini molekule
[25]. Kuna htdrasiini molekul sisaldab kahte vordse reaktsioonivbimega lammastikuaatomit,
on lammastike eristamine ja asendusriihma selektiivne sisseviimine keeruline [26]. Asa-
aminohapete prekursorite slinteesimiseks on kaks peamist meetodit (Joonis 5). Mdlema
meetodi esimene etapp on hidrasiini Ghe lammastiku sidumine kaitseriihmaga. Uhe meetodi
puhul alkidlitakse monokaitstud hudrasiini kaitsmata lammastik alktdlhaliidiga. Teise
meetodi puhul pannakse monokaitstud hidrasiin reageerima aldehuldi vdi ketooniga.

Saadakse hudrasoon, mis edasi redutseeritakse N-alkttlhtdrasiiniks. [27, 28]

KR\ R—X KR
NH-NH, : NH -Nti

Hidrasiini otsene alktdlimine R

0

,J\ i KR

KR R R

\ \NH-N redutseerimine \NH~NH
NH-NH, N >__R
Hidrasooni redutseerimine R

Joonis 5. Asa-aminohapete prekursorite suntees [27,28]. KR téhistab kaitseriihma, X

halogeeni, R ja R* kérvalahelaid.

Asa-aminohappe prekursori sidumiseks peptiidiahela N-terminaaliga kasutatakse enamasti
fosgeeni derivaate, nditeks BTC-d (bis(triklorometuil)karbonaat ehk trifosgeen) [29], mis on
karbontiulrihma doonorid. Asa-aminohappe prekursori sidumine peptiidiahelaga on kiill
ligikaudu 100 korda aeglasem kui reaktsioon tavalise aminohappega, kuid kuna aminohapete
kilgahelate steeriline takistus reaktsiooni ei mojuta ning reaktsioon kulgeb peaaegu I6puni, ei
valmista see etapp asa-peptiidide sunteesil probleemi [28,30]. Kull aga on asa-peptiidide
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stinteesil probleemiks asa-aminohappejaagile jargmise aminohappe liitmine. See reaktsioon
on palju aeglasem kui tavalisele aminohappejéégile jargmise aminohappe sidumine ning ka
reaktsiooni saagis on enamasti madalam. Probleemi p&hjus vdib olla asa-aminohappe N-

terminaali madalam nukleofiilsus vorreldes tavalise aminohappega. [4]

Asa-aminohappele jargmise aminohappe liitmise ehk asa-peptiidsideme moodustumise
reaktsiooni kiirus soltub tugevalt kasutatavast aminohappe aktivaatorist. Seevastu tavapeptiidi
slinteesi aktivaatori valik oluliselt ei m&juta [5]. Mudelpeptiidiga H-Ala-asaAla-Phe-NH; 1&bi
viidud uuringutest on selgunud, et klassikalises peptiidistinteesis kasutatavatest aktivaatoritest
parimaid tulemusi asa-peptiidide sunteesil annavad COMU (1-((1-(tsuano-2-etoksu-2-
oksoetttlideenaminooksu-)-dimetiiilamino-morfolinometiileen))metaanamiinium

heksafluorofosfaat) ja  PyOxim  (O-((tstiano(etoksiikarbonuul)metutlideen)-amino)-
utloksutri(parrolidino)-fosfoonium heksafluorofosfaat). Mdlemad aktivaatorid asendavad
karboksdtlse OH-riihma lahkuva rihmaga okslima (etliul-2-tstiano-2-
(hudrokstiimino)atsetaat). Reaktsiooni pseudo-esimest jarku kiiruskonstandid (kons) nende
aktivaatorite puhul on sarnased (COMU-ga 0,022 + 0,001 min™ ja PyOxim-iga 0,023 + 0,001
min™) ja reaktsiooni saagised parast 24 tunni méddumist on kérged (vastavalt 0,99 + 0,01 ja
0,95 + 0,01). Siiski on reaktsioon umbes 30 korda aeglasem kui tavapeptiidi puhul. Teiste
testitud aktivaatoritega on reaktsioon veel aeglasem ning ei kulge 16puni. Naiteks
aktivaatoriga TBTU (O-(bensotriasool-1-tidl)-N,N,N’, N -tetrametGlluroonium
tetrafluoroboraat), mis viib aminohappesse lahkuva rihma HOBLt (1-hldroksibensotriasool),
on reaktsiooni saagis 0,69 + 0,05 ja nailine kiiruskonstant 0,004 + 0,001 min™. Seet6ttu on
vajalik asa-peptiidide siinteesiks leida uusi aktivaatoreid, mis asa-peptiidsideme tekke

reaktsiooni oluliselt kiirendaksid. [4]

Tavapeptiidi sinteesi aminohapete kdrvalahelad oluliselt ei md@juta. Lisatava aminohappe
kdrvalahela steeriline takistus mdjutab aga tugevalt asa-peptiidsideme tekke reaktsiooni
kiirust. Steeriliselt mahukama kiilgahelaga aminohapete liitmine asa-aminohappejéagile on
oluliselt aeglasem kui véiksema kiilgahelaga aminohapete liitmine. Naiteks glitsiini liitmine
asa-alaniinile on 28 korda kiirem kui reaktsioon isoleutsiiniga (kops vastavalt 0,0330 = 0,006
min™ ja 0,0012 + 0,00006 min™*). [7] Samuti avaldab vaga suurt mdju asa-peptiidsideme tekke
reaktsiooni Kiirusele ja saagisele asa-aminohappe korvalahel. COMU-ga aktiveeritud alaniini
liitmine asa-glutsiinile kulgeb peaaegu 16puni ja selle kiirus on vorreldav tavapeptiidide
stinteesiga. Seevastu reaktsioon asa-valiiniga, millel on védga suur steeriline takistus, peaaegu

ei toimu. [6]
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1.4. Aminohappe aktivaator TCFH

Aminohappe aktivaatorit TCFH-d (Joonis 6) on testitud amiidsideme siinteesimiseks madala
nukleofiilsusega amiini ja suure steerilise takistusega karbokstilhappe vahel. Leiti, et sellistes
reaktsioonides annab TCFH korgeid saagiseid, kui alusena kasutada NMI-d. Teiste testitud
alustega, néiteks DIPEA, tekkis amiidist rohkem anhdriidi. Leiti ka, et TCFH koos alusega
NMI toimib amiidsideme silinteesimiseks kdige efektiivsemalt atsetonitriili lahuses (saagis
>09%). TCFH-d koos NMI-ga testiti ka peptiidsideme silinteesiks steeriliselt mahuka
kdrvalahelaga aminohapete vahel ning saavutati suhteliselt kdrged saagised (ligikaudu 90%).
Vahesel méaral toimus aga epimerisatsioon, ehk osa aminohapet liitus peptiidiahelale L-

konformatsioonis, osa D-konformatsioonis. [8]

FF

\
F—P—F
HaC cl £ ¥

H,C N—CHj
H4C

Joonis 6. TCFH

TCFH-d on testitud ka asa-peptiidsideme slinteesimiseks steeriliselt mahuka asa-valiiniga.
Turosiini sidumiseks asa-valiinile vorreldi aktivaatoreid BTC, PyBOP (bensotriasool-1-iiil-
oksu-tris-purrolidino-fosfoonium heksafluorofosfaat), COMU, TCFH ja Ghosez’ reagent.
TCFH koos alusega NMI andis selles reaktsioonis teistest kasutatud aktivaatoritest kdrgema
saagise (89%). Leiti aga, et vOis toimuda epimerisatsioon. Ka Ghosez’ reagent andis
vordlemisi kdrge saagise (67%) ning epimerisatsiooni ei toimunud. Kummagi aktivaatoriga ei
tuvastatud HPLC-MS analtisil lahtepeptiidi. [9] Seetdttu testitakse meie uurimisgrupis ka

Ghosez’ reagenti aminohappe aktivaatorina asa-peptiidsideme stinteesil.
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2. Eksperimentaalne osa

2.1. Kasutatud reaktiivid

Aine Molaarmass Puhtus (%) Tootja
(9/mol)

ACN (atsetonitriil) 41,05 >99,8 Sigma-Aldrich

BTC 296,8 > 98% Sigma-Aldrich

DCM (diklorometaan) 84,39 >99,9 Honeywell/
Sigma-Aldrich

Dietulleeter 74,12 99,89 Lach:ner

DIPEA 129,25 >99 Sigma-Aldrich

DMF 73,09 >99,8 Honeywell

(N,N-dimettalformamiid)

Etanool 46,07 96 Moe Piiritusetehas

Fenool 94,11 99,8 Lachner

Fmoc-Cl 258,70 - Novabiochem

Fmoc-L-Ala-OH*H,0 311,32+18,01 - Iris Biotech GmbH

Fmoc-L-Phe-OH 387,43 - Iris Biotech GmbH

Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH 459,54 - Iris Biotech GmbH

HBTU 379,24 >98 Novabiochem

(2-(1H-bensotriasool-1-ddl)-

1,1,3,3-tetrametluluroonium

heksafluorofosfaat)

HOBt 135,12 >97 Sigma-Aldrich

K,CO3 135,21 - Keemiakaubandus
AS

KCN 65,12 - Chemapol
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N-Fmoc-N-metudlhudrasiin | 268,33 Kontrollitud Siinteesitud
tuumamagnetresonants- | A. Mastitski
spektroskoopia abil toogrupis

Ninhudriin 178,14 >99 Sigma-Aldrich

NMI 82,12 >99.,0 Sigma-Aldrich

Oxyma-B 185.1 99,9 Luxembourg Bio

Technologies

Piperidiin 85,15 99 Sigma-Aldrich

Puridiin 79,10 >99 Thermo Fisher

Scientific
Rink Amiid MBHA vaik - - Iris Biotech GmbH
TCFH 280,58 > 08 Luxembourg Bio
Technologies
TFA (Trifluoroetaanhape) 114,02 - Iris Biotech GmbH
TIS (Triisopropudlsilaan) 158,36 99 Aldrich Chemistry

2.2. Aparatuur

Proovide analtis toimus Shimadzu LCMS-2020 kromatograafiga. Seade oli varustatud
kolonniga Phenomenex Kinetex 5 uM EVO (C18, 100 A, 250 x 4,6 mm). Eluent koosnes
kahest puhvrist: puhver A oli 0,1% TFA vesilahus, puhver B oli 0,1% TFA ACN-s. Kasutati
UV-Vis detektorit lainepikkusel 254 nm vOi 220 nm ja massidetektorit. Massispektri

mdodtmisel kasutati elektropihustusionisatsioonallikat (ESI) ja positiivset mddtmisreziimi.

Andmeid analliisiti programmiga LabSolutions Version 5.82 SP1. Arvutuste tegemiseks ja

graafikute koostamiseks kasutati programmi GraphPad Prism 5 Version 5.04.

TLC testi jaoks kasutati silikageeliga kaetud alumiiniumfooliumil, mille poori suurus oli 60 A

ja osakeste 1&bimoot 9,5 — 11,5 um. Laike visualiseeriti UV-kiirguse abil, mille lainepikkus

oli 254 nm.
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2.3. Fmoc-asaAla-Phe-vaik siintees

2.3.1. Fenulalaniini sidumine tahkele kandjale

Siintees viidi 1abi vastavalt artiklis [4] kasutatud eeskirjale (Joonis 7), kuid aktivaatorina
kasutati TBTU asemel HBTU-d.

0 ;/Z
(3 ekv) tahke kandja
HBTU (3 ekv N ‘
Fmoc_ O THOBt (3 ekv) Ay |7 o FmocPhe®
N DIPEA (6 ekv) o ih.
DMF
HN

OH
~
3 ekv Fmoc

- - @ : tahke kandja

Joonis 7. Fenudlalaniini tahkele kandjale sidumise reaktsiooniskeem

Filterkolonni kaaluti 250 mg Rink Amiid MBHA vaiku (0,68 mmol/g; 1 ekv) ning sellel lasti
20 minutit DCM-is punduda. Seejérel lisati kolonni Fmoc-kaitserihma eemaldamiseks 20%-
ilist piperidiini lahust DMF-is. Parast 2 minuti méddumist vahetati piperidiini lahus uue vastu
ja reaktsioonil lasti toimuda veel 20 minutit. Vaiku pesti 5 korda DMF-iga ja 1 kord DCM-iga.
Fmoc-kaitseriihma eemaldumist kontrolliti TLC testi abil: proovid vaigu pesemislahustest
kanti TLC plaadile ning kotrolliti laikude UV-aktiivsust.

3 ekv aminohapet Fmoc-L-Phe-OH lahustati 2 ml DMF-s. Samuti valmistati lahused 3 ekv
HOBt-ist 1 ml DMF-is ja 3 ekv aktivaatorist HBTU-st 1 ml DMF-is. Aminohappe lahusele

lisati 6 ekv DIPEA-d, seejarel thendati kdik lahused. Saadud lahus lisati vaigule.

Reaktsioonil lasti toimuda 1 h. Vaiku pesti 3 korda DMF-iga, 3 korda DCM-iga, 3 korda
DMF-iga ja 1 kord DCM-iga. Peptiidsideme tekkimise kontrollimiseks kasutati Kaiseri testi.

2.3.2. Kaiseri test

Kaiseri testis [22] kasutatakse kahte lahust A ja B. Lahuse A valmistamiseks lahustati 4 g
fenooli 1 ml etanoolis. Seejérel lahustati 6,5 mg KCN-i 10 ml vees ja 0,2 ml seda lahust lisati

10 ml puridiinile. Saadud lahused Ghendati. Lahus B on ninhudriini 5% lahus etanoolis.

Pliit soojendati 105 °C-ni. Katseklaasi lisati vordses koguses lahuseid A ja B ning mdned
vaigugraanulid. Segu kuumutati pliidil 5 minutit. Kui segu v6i graanulid varvusid siniseks,
leidus vabasid aminorihmasid. Kui segu ega graanulite vérv ei muutunud, ei leidunud vabasid

aminorthmasid.
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2.3.3. Asa-alaniini sidumine fenitlalaniinile

Suintees viidi l&bi vastavalt artiklis [30] kasutatud eeskirjale, kuid reagentide ekvivalente

vahendati (Joonis 8).

CH. BTC (1,33 ekv) H4C Cl PR
/" DIPEA (8 eky) \ H-Phe-@
/NH—NH Kulv DCM N\ |7 2an = Fmoc-asaAla-Phe-@
Fmoc 5 min, 0 °C Fmoc—NH (0]

4 ekv 30 min, 1t
@ : tahke kandja

Joonis 8. Asa-alaniini fenttlalaniinile sidumise reaktsiooniskeem

Valmistati ette 25 ml markolb: kolbi kuumutati leegis ja jahutati lammastikuvoos, misjarel
kolb suleti kummiseptumiga. Kolbi kaaluti 4 ekv asa-alaniini prekursorit N-Fmoc-N -
metldlhidrasiin ja see lahustati 9,5 ml kuivas DCM-is. Lisati ka 8 ekv DIPEA-d. Lahust

jahutati jadvannis ja labi septumi kinnitati kolvile lammastikuga taidetud Ghupall.

Kaaluti 1,33 ekv BTC-d ja see lahustati 0,5 ml kuivas DCM-is. BTC lahus lisati asa-alaniini
prekursorile. Reaktsioonil lasti pidevalt segades toimuda 5 min j&&vannis ja 30 min

toatemperatuuril.

Tahke kandjaga seotud fenlulalaniinilt eemaldati Fmoc-kaitserthm nii, nagu kirjeldatud
peatiikis 2.3.1. Fmoc-kaitserihma eemaldamise edukust kontrolliti Kaiseri testi ja TLC-testi
abil.

Asa-alaniini prekursori lahus lisati fentdlalaniinile. Kolbi pesti vaikese hulga kuiva DCM-iga.
Reaktsioonil lasti kulgeda 24 h. Vaiku pesti 3 korda DMF-iga, 3 korda DCM-iga, 3 korda
DMF-iga ja 1 kord DCM-iga. Reaktsiooni toimumise kontrollimiseks analliusiti véikest
kogust saadud asa-peptiidi HPLC-MS meetodil (Lisa 1). Esmalt seoti proovis sisalduvale
reageerimata fenlulalaniinile tagasi Fmoc-kaitserihm. Kaaluti 6 mg Fmoc-Cl ja see lahustati
3 ml-s DCM-is. Proovi sisaldavasse filtersiistlasse lisati saadud lahus ja kataltittiline kogus
K,COs. Reaktsioonil lasti toimuda 1 h. Sistalt pesti 3 korda DMF-iga, 2 korda Milli-Q®
veega, 1 kord DMF-iga ja 3 korda DCM-iga. Seejarel eemaldati asa-peptiid vaigult, nagu
Kirjeldatud peatkis 2.5.

2.4. Ala-asaAla-Phe-vaik ja Tyr-asaAla-Phe-vaik slintees

Silintees viidi labi vastavalt artiklis [4] kasutatud kineetiliste mddtmiste eeskirjale, mida

kohandati vastavalt artiklis [9] kasutatud eeskirjale (Joonis 9).
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TCFH (10 ekva H;C X
alus (30 ekv)
Fmoc—NH 0 kuiv DCM
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%
(alus DIPEA)  (alus NMI) 24h,25°C AN NH
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(o}
@ : tahke kandja (0]
0 (|3H3
NH\)L N _NH
CH 0
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Joonis 9. Asa-peptiidsideme stinteesimise reaktsiooniskeem.

Kaaluti 60 mg asa-dipeptiidi Fmoc-asaAla-Phe-vaik 10 ml filtersistlasse ning lasti 20 minutit
DCM-is punduda. Asa-dipeptiidilt eemaldati Fmoc-kaitserihm nii, nagu on kirjeldatud
peatikis 2.3.1.

Valmistati lahus 10 ekv aminohappest Fmoc-L-Ala-OH ja 30 ekv DIPEA-st v6i NMI-st 5 ml
kuivas DCM-is. Samuti valmistati lahus 10 ekv aktivaatorist TCFH 500 pl-s kuivas DCM-is.
Lahused jahutati jadvannis. Asa-dipeptiid kanti tile 50 ml tsentrifuugituubi. Ulekandmiseks
kasutati kuiva DCM-i. Uhendati aminohappe ja aktivaatori lahused, lahusel lasti soojeneda
toetemperatuurini ja seejarel lisati see asa-dipeptiidile. Samal hetkel kéivitati stopper. Parast

kdigi lahuste (ihendamist oli reaktsioonisegu ruumala 10 ml.

Reaktsioonil lasti toimuda 24 h vesivannis 25 °C juures. Reaktsiooni kineetika jalgimiseks
vOeti 15 min, 30 min, 1 h, 3 h, 5 h ja 24 h pérast reaktsiooni algust reaktsioonisegust proovid.
Selleks voeti automaatpipetiga 500 pl reaktsioonisegu nii, et kaasa tuleksid ka mdned vaigu
terakesed. Proov viidi 5 ml filtersistlasse ja reaktsiooni peatamiseks lisati kohe ligikaudu 1 ml
DMF-i. Proovi pesti veel 1 kord DCM-iga, 2 korda DMF-iga, 2 korda Milli-Q® veega, 2
korda DMF-iga ja 1 kord DCM-iga.

Osades proovides seoti reageerimata asa-dipeptiidile (H-asaAla-Phe-vaik) uuesti Fmoc-
kaitserihm, nagu kirjeldatud peatiikis 2.3.3. Ulejaanud proovides eemaldati asa-tripeptiidilt

Fmoc-kaitserihm nii, nagu kirjeldatud peatiikis 2.3.1. Proove analiitsiti HPLC-MS meetodil.

Samamoodi slnteesiti ka asa-tripeptiid Tyr-asaAla-Phe-vaik. Alusena kasutati NMI-d.
Reaktsioonisegust vOetud proovidelt eemaldati Fmoc-kaitseruhm nii, nagu Kkirjeldatud
peatiikis 3.2.1. Asa-peptiid eemaldati tahkelt kandjalt, nagu Kirjeldatud peatiikis 2.5. Proove
anallusiti HPLC-MS meetodil.
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2.5. Peptiidi eemaldamine tahkelt kandjalt
Asa-peptiid eemaldati tahkelt kandjalt vastavalt artiklis [4] kasutatud eeskirjale.

Valmistati 1 ml lahust, mis sisaldas mahu jargi 95% TFA-d, 2,5% Milli-Q® vett ja 2,5% TIS-i.
Lahus lisati proovi sisaldavasse sustlasse. Reaktsioonil lasti toimuda 2 h. Lahustunud asa-
peptiid viidi 2 ml katsutisse. Sustalt pesti véikese koguse TFA-ga, mis lisati asa-peptiidi

lahusele. TFA aurustati surudhu abil, kuni lahust oli alles vahem kui 0,25 ml.

Jarelejadanud lahusele lisati 1,5 ml kiilma diettleetrit, saadud segu loksutati ja tsentrifuugiti.
Pipeti abil eemaldati segu pinnalt 0,5 — 0,6 ml dietliuleetrit ja lisati 0,5 ml kiilma dietltleetrit.
Tsentrifuugimist ja seejarel dekanteerimist viidi labi 3 korda. Viimaseks aurustati dietliileeter
téielikult.

2.6. Ala-asaAla-Phe-vaik ja Tyr-asaAla-Phe-vaik slintees koos lisandiga Oxyma-B

Siintees viidi labi vastavalt artiklis [4] kasutatud kineetiliste m&dtmiste eeskirjale, mida

kohandati vastavalt artiklites [9] ja [31] kasutatud eeskirjadele (Joonis 10).

HaC 0
TCFH (10 ekv) N il
HaC OH NMI (30 ekv) N
Oxyma-B (10 eky) 0= N—CH,3
DCM/DMF 9:1
Fmoc—NH O /
10/6k¢ HaC 0—N o)

Fmoc—NH 0

i
24 h, 25 °C N NH
@ : tahke kandja proov 500 ul | HsC” \[(
o}
0

0 (I:n3

NH\)L _N NH
Fmoc”™ 2 NH T
CH,4 0 .
(0]

Joonis 10. Asa-peptiidsideme slinteesimise reaktsiooniskeem lisandiga Oxyma-B

Kaaluti 60 mg asa-dipeptiidi Fmoc-asaAla-Phe-vaik 10 ml filtersistlasse ning lasti 20 minutit
DCM-is punduda. Asa-dipeptiidilt eemaldati Fmoc-kaitserihm nii, nagu on kirjeldatud
peatlikis 2.3.1.

Valmistati lahus 10 ekv aminohappest Fmoc-L-Ala-OH ja 30 ekv NMI-st 5 ml-s DCM-is.
Samuti valmistati lahus 10 ekv aktivaatorist TCFH 500 pl-s DCM-is ja lahus 10 ekv lisandist
Oxyma-B 1 ml-s DMF-is. Asa-dipeptiid kanti tle 50 ml tsentrifuugituubi. Ulekandmiseks
kasutati kuiva DCM-i. Uhendati aminohappe, lisandi ja aktivaatori lahused ja saadud lahus
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lisati asa-dipeptiidile. Samal hetkel kaivitati stopper. Pérast kdikide lahuste tihendamist oli

reaktsioonisegu ruumala 10 ml.

Reaktsioonil lasti toimuda 24 h vesivannis 25 °C juures. Proovide vdtmine ja nende edasine
todtlemine toimus samamoodi, nagu Kirjeldatud peatiikkides 2.4. ja 2.5. Kaikidelt
reaktsioonisegust vOetud proovidelt eemaldati Fmoc-kaitserihm nii, nagu kirjeldatud peatukis
3.2.1. Asa-peptiid eemaldati tahkelt kandjalt, nagu kirjeldatud peatiikis 2.5. Proove analiiisiti
HPLC-MS meetodil.

Samamoodi sinteesiti ka asa-tripeptiid Tyr-asaAla-Phe-vaik. Kdikidelt reaktsioonisegust
vOetud proovidelt eemaldati Fmoc-kaitserihm nii, nagu Kirjeldatud peatlkis 3.2.1. Asa-
peptiid eemaldati tahkelt kandjalt, nagu kirjeldatud peattikis 2.5. Proove anallusiti HPLC-MS

meetodil.
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3. Tulemused ja arutelu

T6Os uuriti asa-peptiidsideme moodustumist mudelpeptiidides Ala-asaAla-Phe-NH; ja Tyr-
asaAla-Phe-NH,. Alaniini ja turosiini aktiveerimiseks kasutati TCFH-d koos erinevate aluste
ja lisanditega. Alust varieeriti, sest soltuvalt kasutatavast alusest voi lisandist on
aminohappesse viidav lahkuv riihm erinev. Aktivaatori testimine toimus koostdos ettevéttega
Luxembourg Bio Technologies ning aluste ja lisandite valikul l&htuti ettevGtte soovitustest.
TCFH kasutamisel siinteesis lahtuti artiklis [9] toodud eeskirjast ja meie uurimisgrupis
varasemalt 1&bi viidud uuringutest [4,7,30]. Atsullimisreaktsioon aktiveeritud aminohappe ja
asa-dipeptiidi vahel viidi ldbi aminohappe kimnekordses Ulehulgas 25 °C juures ja
reaktsioonisegust vdeti proovid kindlate ajavahemike jarel. Reaktsiooni jalgiti 24 tundi.
Proove analtdsiti  HPLC-MS meetodil ja kasutati gradiendiprogrammi,  mis
kromatografeerimise ajal muutis puhvri B sisaldust eluendis (puhvrite A ja B koostis vt ptk
2.2.). KOoik proovid lahustati eluendis. Asa-tripeptiidi tekkimise saagis madrati

kromatogrammilt asa-dipeptiidi ja asa-tripeptiidi piikide pindalade suhte jargi.

Asa-dipeptiid Fmoc-asaAla-Phe-vaik siinteesiti vastavalt meie uurimisgrupis varasemalt
kasutatud eeskirjadele, vt peatiikk 2.3.1 Joonis 7 ja peatikk 2.3.3. Joonis 8 [4,7,30].
Fenudlalaniini aktiveerimiseks kasutati aktivaatorit HBTU [32] ning asa-alaniini prekursori
aktiveerimiseks aktivaatorit BTC [29] (Joonis 11), mis on karbonullrihma doonor.
Fenddlalaniini sidumine viidi 1abi aminohappe kolmekordses liias ning sidumise edukust
kontrolliti Kaiseri testiga, mis ei ndidanud vabade aminoriihmade olemasolu. Asa-aminohappe
prekursori sidumine viidi 1abi prekursori neljakordses liias. Asa-dipeptiidi analtiusiti HPLC-
MS meetodil, et kontrollida, kui palju sisaldub selles reageerimata fenuulalaniini.
Intensiivsema  neelduvuse saavutamiseks seoti enne anallilisimist reageerimata
fenliulalaniinile tagasi Fmoc-kaitserihm. Kromatogrammilt oli n&ha, et reageerimata
fenddlalaniini oli umbes 2%, seega atsuulimisreaktsioon kulges peaaegu 16puni (Joonis 12,
Lisa 1).

N, H.C
=N 3 >
N N—CHs c 9 ¢
1 F cl cl
;“" 8 E7>F o © 9 %
HBTU  HiC i BTC

Joonis 11. Aktivaatorite HBTU ja BTC struktuurid
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Joonis 12. Fmoc-asaAla-Phe-NH, kromatogramm

3.1. Aktivaator TCFH alusega DIPEA mudelpeptiidi Ala-asaAla-Phe-NH,

sunteesil

Esmalt sunteesiti mudelpeptiid Ala-asaAla-Phe-NH,, kasutades asa-peptiidsideme
moodustamiseks TCFH-d koos mittenukleofiilse tertsiaarse alusega DIPEA. Sellisel juhul on
aktiveeritud aminohappes lahkuvaks riihmaks Cl (vt peatiikk 2.4. Joonis 9). Aluse DIPEA
kasutamist soovitas ettevote Luxembourg Bio Technologies, sest atsutlkloriidid on véga
reaktsioonivéimelised. Samas v@ib nende kasutamisega peptiidisiinteesis kaasneda mitmete
kdrvalproduktide teke [18].

Esimeses katses anallsiti Fmoc-Ala-asaAla-Phe-vaik suinteesi reaktsioonisegust voetud
proove, milles reageerimata lahteainele oli Fmoc-kaitseriihm tagasi pandud. Kuna analtdsis
kasutati UV-Vis detektorit, loodeti Fmoc-kaitserihma abil saavutada suurem neelduvus ja
seega ka intensiivsemad piigid. Piikide intensiivsus oli tbesti suurem kui ilma Fmoc-
kaitseriihmata proovide puhul, kuid paraku oli lahutuvus halb ja piikide pindalade mé&&aramine
keeruline. Fmoc-kaitseriihma eemaldamine vdi sidumine oli vajalik selleks, et HPLC

analutsil UV-Vis detektoriga oleksid asa-dipeptiidi ja asa-tripeptiidi neelduvused vorreldavad.

Koos Fmoc-kaitserihmaga analtitisitud proovide kromatogrammidel oli n&ha védga selge piik,
millele vastas massi-laengu suhe (m/z) 458 (Joonis 13, Lisa 2). Massi-laengu suhte jargi vois
tegu olla Fmoc-Ala-Phe-NH,-ga, kuid arvestades asa-dipeptiidi Fmoc-asaAla-Phe-NH,
HPLC-MS analtsil néhtud fentdlalaniini vaikest hulka (Joonis 12), oli selle piigi pindala

oodatust oluliselt suurem. Kuna sellest reaktsioonisegust samal ajal vdetud proovi ilma Fmoc-
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kaitserihmata anallsides sellist piiki ei ndhtud (Joonis 14), on see siiski ebatdendoline.
Produktile Fmoc-Ala-asaAla-Phe-NH, vastavat m/z vaartust 530 oli ndha kahes erinevas
piigis (Joonis 13). Mdlemad piigid olid aga liiga lahedal teistele piikidele, et nende pindalasid
selgelt madrata saaks. 24 h proovis olid mélema produktile vastava piigi pindalad ligikaudu
vOrdsed, varasemates proovides aga oli selgelt eristuv vaid tks neist (Lisa 3, Lisa 4). Kahe
produkti piigi esinemine kromatogrammil viitab epimerisatsiooni toimumisele, mida TCFH-d

kasutades on taheldatud ka varem [9].

. Retentsiooniacg (min) Pindala % Gradiendiprogramm
Fmoc-Ala-asaAla-Phe-NH, 14,14 18 Aeg B %
Fmoc-asaAla-Phe-NH, 14,34 25 | 2,00 20
Fmoc-Ala-asaAla-Phe-NH» 14,46 16 19,00 70
mAU - 14,79 41 23,00 95
4 PDA Multi 1 254nm,4nm
1000

500

0 — I—

12 13 14 15 16 17 18 19 20
min

Joonis 13. Fmoc-Ala-asaAla-Phe-NH; kromatogramm; alus DIPEA, 24 h proov

Gradiendiprogrammi varieerides prooviti kromatogrammide lahutuvust parandada, kuid see ei

dnnestunud. Seet6ttu otsustati edasisi proove analliisida ilma Fmoc-kaitserihmata.

Sooritati korduskatse, kuid seekord eemaldati analliusitavatelt proovidelt Fmoc-kaitserihm.
Nende proovide kromatogrammidel oli samuti selgelt ndha lahteaine piik (m/z [M + Na] =
261, Joonis 14, Lisa 5). Samuti oli ndha kahte produkti piiki (m/z = 308), mis viitab
epimerisatsiooni toimumisele. Produkti tekkis aga vaga vahe ja aeglaselt. 24 h
kromatogrammilt on néha, et dra oli reageerinud ligikaudu 5% l&hteainest. Kahtlustati, et
TCFH vdib olla lagunenud, mist6ttu korrati katset varskelt avatud TCFH-ga, kuid tulemused

el paranenud.

Kuna asa-peptiidsideme teke on enamasti vaga aeglane, vdis siin madala saagise pohjuseks
olla mitte otseselt aktiveeritud aminohappe reaktsioonivdime, vaid atsullkloriidi lagunemine
reaktsioonikeskkonnas. Ettevotte Luxembourg Bio Technologies andmetel vdis atsttlkloriid

laguneda paari tunni jooksul. Samuti vdis saagis véheneda kdrvalreaktsioonide tottu.
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‘ Retentsiooniaeg (min) l Pindala % | | _Gradiendiprogramm |

H-Ala-asaAla-Phe-NH> | 5,27 | 4 | | Aeg . B%
H-Ala-asaAla-Phe-NH» 5.59 | 2 2.00 5
H-asaAla-Phe-NH, 9,65 | 94 19,00 | 30
mAU ' 23,00 95
1 0 220nm
2000 =
1500
1000
500 -
0
T e T R
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

min

Joonis 14. H-Ala-asaAla-Phe-NH, kromatogramm; alus DIPEA, 24 h proov

3.2. TCFH alusega NMI mudelpeptiidi Ala-asaAla-Phe-NH, stinteesil

Jargmiseks testiti TCFH-d mudelpeptiidi Ala-asaAla-Phe-NH; suinteesimiseks, kasutades
alusena NMI-d (vt Joonis 9). Kuigi aktiveeritud aminohappe struktuur on erinev, sest NMI
kaitub aminohappe aktiveerimisel nukleofiilina, olid tulemused tpris sarnased alusega DIPEA
saadud tulemustele. Léhteaine piik oli kromatogrammidel selgelt nédha (Joonis 15). Produkt
tuvastati aga ainult MS abil, kromatogrammil piike ndha ei olnud. Produkt j6udis

massispektromeetrisse kahes jaos, mistdttu esines tdenéoliselt ka epimerisatsioon (Joonis 16).

Gradiendiprogramm
Aeg B %
2,00 5
19,00 30
mAU 23,00 95
4 B 220nm
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] 7
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0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

min

Joonis 15. H-Ala-asaAla-Phe-NH, kromatogramm; alus NMI, 24 h proov
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Joonis 16. H-Ala-asaAla-Phe-NH,; massikromatogramm; alus NMI, 24 h proov. Piike on
vBimendatud. Must joon on asa-tripeptiid H-Ala-asaAla-Phe-NH, (m/z = 308), roosa joon on
asa-dipeptiid H-asaAla-Phe-NH, (m/z = 261).

Et kontrollida, kas madalat saagist vOis pdhjustada kasutatav korgiga katseklaasis hoitud NMI,
korrati katset originaalpudelis NMI-ga, kuid tulemused ei paranenud. On vdimalik, et saagis
oli véike korvalreaktsioonide tdttu, mistdttu oleks vaja analiiisida reaktsioonisegus leiduvaid
kdrvalprodukte, mis selles t60s proovidest vélja pesti, ning tahke kandjaga seotud
korvalprodukte. Kuna TCFH koos NMI-ga on amiidsideme stinteesimisel madala
nukleofiilsusega amiinidega andnud véga kdrgeid saagiseid [8], ei saa valistada, et siin vbivad

madalad saagised tuleneda atsutlimidasooli lagunemisest reaktsioonikeskkonnas.

3.3. TCFH alusega NMI ja lisandiga Oxyma-B mudelpeptiidi Ala-asaAla-Phe-

NH, stinteesil

Jargmiseks uuriti lisandi Oxyma-B mdju reaktsioonile (vt Joonis 10). Lisandeid nagu Oxyma-
B [31] ja HOBt [33] kasutatakse epimerisatsiooni valtimiseks. Kuna Oxyma-B ei lahustu
DCM-is, testiti esmalt reagentide segu lahustuvust erinevates lahustites. Selgus, et kui
Oxyma-B esmalt lahustada DMF-is, llejadnud reagendid DCM-is, ning saadud lahused
Uhendada, ei ole lahustuvusega probleeme. Nonda kasutati edaspidi Oxyma-B lahustamiseks
DMF-i ning I6plik lahusti koosnes ihest osast DMF-ist ja 9-st osast DCM-ist.

Proovide kromatogrammidel oli selgelt ndha l&hteaine piik ja Uks produkti piik, seega
epimerisatsiooni lisandit kasutades ei toimunud (Joonis 17). Reaktsiooni saagis oli oluliselt

kdrgem kui eelmistes katsetes, mistottu sooritati korduskatsed ja koostati reaktsiooni
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kineetiline kdver (Joonis 18). Kokku sooritati kolm korduskatset. Kuna reaktsioon viidi 1abi
aminohappe 10-kordses liias, saab reaktsiooni Kiirust kirjeldada esimest jarku vorrandiga

Y = ekobst + Y Kkus

Sdipeptiid
Y = pep

, Kobs ON reaktsiooni ndiline kiiruskonstant, t on reaktsiooni aeg ja Yo,
Sdipeptiid+5tripeptiid

on Y vaartus reaktsiooni I16pus. S on piigi pindala. [4] Arvutuste tegemiseks ja graafiku

koostamiseks kasutati programmi GraphPad Prism 5.

Retentsiooniaeg (min) Pindala % Gradiendiprogramm
H-Ala-asaAla-Phe-NH, 5,39 37 Aeg | B%
H-asaAla-Phe-NH>» 7,96 63 2,00 5
19,00 | 70
mAU 2300 | 95
1 © 220nm
750 -
500
&
n
250
0_.
LI SR N SN UL SN S O L U U N B N VN BN .U [ SONS SO O S LN O NS B
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0
min

Joonis 17. H-Ala-asaAla-Phe-NH; kromatogramm; alus NMI, lisand Oxyma-B, 24 h proov
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Joonis 18. TCFH-ga (alus NMI, lisand Oxyma-B) aktiveeritud Fmoc-alaniini ja asa-dipeptiidi
H-asaAla-Phe-vaik vahelise reaktsiooni kineetiline kdver

26



Kuigi reaktsiooni saagis koos lisandiga oli kdrgem kui eelmistes katsetes, jadb TCFH-ga
saavutatud saagis alla koikidele teistele meie uurimisgrupis sama mudelpeptiidi
slinteesimiseks testitud aktivaatoritele. Ka reaktsiooni ndiline Kiiruskonstant oli vordlemisi
madal. Alaniini sidumisel asa-alaniinile erinevate aktivaatoritega saadud kiiruskonstandid ja
saagised on esitatud Tabel 1. Ka selles katses voisid probleemiks olla aktiveeritud
aminohappe lagunemine ja korvalreaktsioonid.

Tabel 1. Erinevate aktivaatoritega labi viidud Kineetiliste mddtmiste tulemused
mudelpeptiidis H-Ala-asaAla-Phe-NH,. Lahustina kasutati DMF-i, alusena DIPEA-d.
Reaktsioon viidi labi 25 °C juures. [4]

Aktivaator Lahkuv rihm Kobs, Mmin~" Saagis (1-Y.,)
COMU okslima 0,022 + 0,001 0,99 +0,01
PyOxim okslima 0,023 £ 0,001 0,95+0,01
HDMC! 6-Cl-HOBt 0,016 + 0,001 0,55 + 0,02
HCTU? 6-Cl-HOBt 0,017 + 0,002 0,68+ 0,03
HATU? HOAt* 0,017 + 0,001 0,93 + 0,01
TCFH® Oxyma-B 0,009 + 0,001 0,36 + 0,01
BTC® Cl 0,0053 + 0,0006 0,67 +0,03
TBTU HOBt 0,004 + 0,001 0,69 0,05
PyBOP HOBt 0,005 # 0,002 0,65 + 0,14

[(5-Kloro-3-oksidobensotriasool-3-ium-1-iiil)-morfoliin-4-tilmetuiildieen]-dimetiiilasaanium
heksafluorofosfaat

2 0-(6-Klorobensotriasool-1-iiiil)-N, N, N’, N -tetrametiiiluroonium heksafluorofosfaat

® O-(7-Asabensotriasool-1-iiiil)-N, N, N, N -tetrametiiiluroonium heksafluorofosfaat

* 1-Hiidroksii-7-asabensotriasool

> Alus NMI, lisand Oxyma-B. Lahusti DCM. Lahkuv riihm tuleneb siin lisandist.

%[34], lahusti DCM.

3.4. TCFH alusega NMI mudelpeptiidi Tyr-asaAla-Phe-NH, stinteesil

Kuna TCFH koos NMI-ga oli vaatamata epimerisatsioonile andnud kdrge saagise, kui asa-
valiinile liideti tirosiin [9], otsustati kontrollida, kas TCFH annab k&rgema saagise, kui seda
kasutada asa-alaniinile tdrosiini liitmiseks. On néaidatud, et asa-aminohappele seotava
aminohappe kilgahela steerilise takistuse suurenemine vahendab oluliselt reaktsiooni kiirust.
Turosiin on kull steeriliselt mahukama korvalahelaga kui alaniin, kuid kuna ttrosiini puhul
voib induktsiooniefekt suurendada karbondtlriihma elektrofiilsust, ei pruugi see reaktsiooni
kiirust oluliselt aeglustada. On leitud, et fenudlalaniini, mille kdrvalahel on samuti aromaatne,

asa-alaniinile sidumise Kkiirus on sarnane alaniini sidumise kiirusega (kiiruskonstandid
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vastavalt 0,209 + 0,001 ja 0,0217 + 0,001 min™). [7]

24 h proovi kromatogrammil oli selgelt naha kaks produkti H-Tyr-asaAla-Phe-NH; piiki, mis
viitab epimerisatsioonile (Joonis 19). Léhteaine piiki kromatogrammil ei olnud, ning
ldhteainet ei tuvastatud selgelt ka MS-i abil. 5 h proovi kromatogrammil ei olnud samuti
ldhteaine piiki, kuid l&hteaine tuvastati MS-i abil (Lisa 6). Reaktsioonisegust varem voetud
proovide kromatogrammidel oli olemas ka lahteaine piik (Lisa 7). Seega reageeris 24 tunni

jooksul dra kogu asa-dipeptiid.

Retentsiooniaeg (min) Pindala % Gradiendiprogramm
H-Tyr-asaAla-Phe-NH» 7,61 64 Aeg B %
H-Tyr-asaAla-Phe-NH, 791 36 2,00 5
19,00 70
AL 23,00 95
220nm
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Joonis 19. H-Tyr-asaAla-Phe-NH, kromatogramm; alus NMI, 24 h proov

Kuna toimus epimerisatsioon, otsustati asa-tripeptiid H-Tyr-asaAla-Phe-NH, siuinteesida ka
koos lisandiga Oxyma-B. Kromatogrammidel oli endiselt ndha kaks produkti piiki, kuid ks
oli teisest oluliselt vaiksem, seega epimerisatsioon toimus vaid vahesel maaral (Joonis 20).
Kdikide proovide kromatogrammidel oli ndha ka lahteaine piik. Peatiikis 3.1. kirjeldatud
probleemide tdttu analliusiti proove ilma Fmoc-kaitserihmata. Kuna asa-dipeptiid sisaldas
Uhte aromaatset riihma, asa-tripeptiid aga kahte, ei olnud nende neelduvused tdenéoliselt
vorreldavad ning piikide pindalade suhe ei pruukinud vastata kontsentratsioonide suhtele.
Nendel pdhjustel ei maaratud reaktsiooni kiiruskonstanti. See reaktsioon toimus aga selgelt
aeglasemalt ja saagis oli véiksem kui katses, kus Oxyma-B-d ei kasutatud. Reaktsiooni
saagise véhenemist lisandi Oxyma-B kasutamisel on t&heldatud ka meie laboris tehtud
eelkatsetes, kus asa-valiinile seoti TCFH abil tirosiin. Reaktsioon tirosiini ja asa-alaniini
vahel oli siiski kiirem kui reaktsioon tirosiini ja asa-valiini vahel. Arvestades, et asa-valiin on

steeriliselt mahukama k&rvalahelaga kui asa-alaniin, oli see ootuspéarane [6].
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Retentsiooniaeg (min) Pindala % | Gradiendiprogramm
H-asaAla-Phe-NH, 11,94 28 | Aeg B %
H-Tyr-asaAla-Phe-NH, 13,66 72 2,00 5
H-Tyr-asaAla-Phe-NH> 15,88 1 19,00 10
mAU 23,00 95
8 220nm
Q
500
250
0,
————
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

Joonis 20. H-Tyr-asaAla-Phe-NH, kromatogramm; alus NMI, lisand Oxyma-B, 24 h proov

Saadud tulemuste pdhjal vdib 6elda, et asa-peptiidsideme moodustamise edukus kasutades
aminohappe aktiveerimiseks TCFH-d s6ltub liidetava aminohappe struktuurist ja tdendoliselt
ka asa-aminohappe struktuurist. Selles t66s kasutatud aminohappejarjestuste suinteesimiseks
ei ole TCFH testitud reaktsioonitingimustel sobiv aktivaator, kuid TCFH vdib siiski sobida
mdne muu aminohappejarjestuse stinteesimiseks. Peamiseks probleemiks TCFH kasutamisel
asa-peptiidsideme sunteesimiseks on epimerisatsioon, mida saab lisandeid kasutades kull
vahendada, kuid ka reaktsiooni saagis vdib sellisel juhul vaheneda. Selles t66s testiti ainult
uhte lisandit, seega vdib olla véimalik saagise véhenemise probleemi véltida, kasutades
mdnda muud lisandit. Selles t66s ei uuritud lahusti mdju reaktsioonile. Arvestades, et asa-
tripeptiidi Ala-asaAla-Phe-NH, siinteesil Oxyma-B-d kasutades saavutati oluliselt kdrgem
reaktsiooni saagis kui eelnevates katsetes, kusjuures see katse erines eelnevatest ka lahusti
poolest, ning artiklis [8] TCFH ja NMI-ga erinevates lahustites saavutatud saagiste erinevust,
vOib lahusti moju olla mérkimisvéarne. Samuti ei uuritud t66s aktivaatori, aluse ja lisandi
hulga ning nende vahekorra m6ju reaktsioonile. Kuna madalate saagiste tks pohjus vois olla
aminohappe aktiveeritud vormi lagunemine, tuleks veel testida, kas tulemused paraneksid, kui
l&htepeptiidile lisada reagente mitu korda. Samuti oleks vaja mdérata nii tahke kandjaga
seotud kui ka reaktsioonikeskkonnas lahustunud koérvalprodukte, et tdpsemalt mdista, millised

kdrvalreaktsioonid labi viidud katsetes toimusid.
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Kokkuvodte

Selles t60s uuriti asa-peptiidsideme moodustumist mudelpeptiidides Ala-asaAla-Phe-NH; ja
Tyr-asaAla-Phe-NH;, kasutades aminohappe aktivaatorina TCFH-d. TCFH-d testiti koos
alustega DIPEA ja NMI ning ka koos lisandiga Oxyma-B. Kasutatavast alusest voi lisandist

s6ltus lahkuv riihm, millega asendati aminohappe karboksutlne OH-riihm.

Asa-peptiidsideme moodustumist jalgiti 24 h jooksul ning reaktsioonisegust voetud proove
analliusiti HPLC-MS meetodil. Reaktsiooni saagis maarati kromatogrammilt, arvutades asa-

dipeptiidi ja asa-tripeptiidi piikide pindalade suhte.

Mudelpeptiidis Ala-asaAla-Phe-NH, olid reaktsiooni saagised madalad. Koos alusega DIPEA
oli saagis péarast 24 tunni mdodumist ligikaudu 6%. Koos alusega NMI asa-tripeptiidi
kromatogrammidel ei tuvastatud, kuid asa-tripeptiid tuvastati siiski MS-i abil. M&lemal juhul
toimus ka epimerisatsioon. Kui epimerisatsiooni allasurumiseks kasutati lisandit Oxyma-B,
tousis reaktsiooni saagis 36%-ni ning epimerisatsiooni ei tuvastatud. Selle reaktsiooni néiline
kiiruskonstant oli ks = 0,009 + 0,001 min. Tulemused jaid siiski oluliselt alla samas

mudelpeptiidis varem testitud aminohappe aktivaatoritele.

Mudelpeptiidis Tyr-asaAla-Phe-NH, olid reaktsiooni saagised seevastu oluliselt kdrgemad.
Lisandit kasutamata reageeris &ra kogu ldhteaine, kuid toimus epimerisatsioon. Lisandit
kasutades Onnestus Kkull epimerisatsioon maha suruda, kuid reaktsiooni saagis vahenes

oluliselt.

Saadud tulemuste pdhjal ei ole TCFH testitud mudelpeptiidides ja reaktsioonitingimustel
sobilik aktivaator asa-peptiidsideme siinteesimiseks, sest saagised on madalad v&i toimub
epimerisatsioon. TCFH-d tuleks aga veel testida, varieerides lahustit, lisandit, reagentide

hulkasid ning aminohappe ja asa-aminohappe struktuuri.
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Summary

Formation of the aza-peptide bond in model peptides Ala-azaAla-Phe-NH; and Tyr-azaAla-
Phe-NH, was observed. The amino acid was activated using the activator TCFH with DIPEA
or NMI as the base and with the additive Oxyma-B. The leaving group that the carboxylic

OH-group of the amino acid is replaced with depends on the base or additive used.

Formation of the aza-peptide bond was observed for 24 hours and samples taken from the
reaction mixture were analyzed using HPLC-MS. Reaction yield was calculated from the peak
areas of the aza-dipeptide and aza-tripeptide from the chromatogram.

When synthesizing the model peptide Ala-azaAla-Phe-NH,, yields were low. Using DIPEA as
the base, the yield was around 6%. Using NMI as the base, the reaction product was not
visible on the chromatogram at all, though the aza-tripeptide was detected with MS. In both
cases, possible epimerization was also detected. When the additive Oxyma-B was used to
suppress epimerization, the yield rose to 36% and epimerization was indeed not detected. The
observed rate constant of this reaction was Kqs = 0,009 + 0,001 min™. These results were,
however, still significantly worse than those achieved with other activators that have been

tested by our research group.

In the model peptide Tyr-azaAla-Phe-NH,, the reaction yields were significantly higher.
When the additive Oxyma-B was not used, the coupling was nearly complete, but
epimerization was detected. While the additive did suppress the epimerization, it also

significantly lowered the yield.

Based on these results, it can be said that TCFH is not a suitable amino acid activator for
synthesizing these peptide sequences when using the tested reaction conditions, as the yields
were low or epimerization was detected. However, it is necessary to further test TCFH for the
synthesis of the aza-peptide bond by varying the solvent, additive, reagent amounts and the

structures of both the amino acid and aza-amino acid.
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