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Asa-peptiidsideme moodustumine aktivaatoriga trifosgeen

Peptiidid on head ravimikandidaadid, kuid nende kasutamine ravimitena on piiratud kiire
lagunemise tottu elusorganismides. Seega on arendatud peptidomimeetikuid, nt asa-peptiide,
mis oleksid ensiimaatilisele degradatsioonile vastupidavamad. Asa-peptiidide bioaktiivseid

omadusi on aga vihe uuritud, kuna nende siinteesimiseks puuduvad sobilikud meetodid.

Bakalaureusetod eesmérgiks oli hinnata kineetilise meetodiga aktivaatori trifosgeen
efektiivsust asa-peptiidsideme siinteesil mudelpeptiidis H-Ala-asaAla-Phe-NHo. Selgus, et asa-
peptiidsideme moodustumise reaktsioon ei lihe Idpuni ja on aeglane ning vorreldes teiste asa-
peptiidsiinteesis kasutatud aktivaatoritega, on reaktsiooni saagis madal. Seega tuleks
efektiivsemaks asa-peptiidide siinteesimeetodi vélja tootamiseks testida veel tahkefaasilisel

peptiidisiinteesil kasutatud sidumisreagente voi arendada sootuks uusi aktivaatoreid.
Mairksdnad: Asa-peptiidid, kineetika, BTC, trifosgeen, SPPS

P390 — Orgaaniline keemia
Formation of aza-peptide bond using triphosgene as an activator

Peptides are potential drug candidates, but their usage is limited due to their rapid degradation
in living organisms. Hence, peptidomimetics, including aza-peptides, have been developed to
increase duration towards enzymatic decomposition. However, the extensive study of aza-

peptides bioactive properties is restricted due to the lack of suitable synthesis methods of them.

The aim of this research was to evaluate efficiency of triphosgene as a coupling reagent on
synthesis of aza-peptides. Kinetic measurements were performed to examine coupling of amino
acid to the aza-amino acid residue in model peptide H-Ala-azaAla-Phe-NH>. As a result, the
formation of aza-peptide bond is incomplete and slow. Furthermore, the reaction yield is low
compared to other coupling reagents tested in aza-peptide synthesis. In conclusion, it is
necessary to examine other commercial solid-phase peptide synthesis coupling reagents or

develop new ones in order to elaborate effective aza-peptide synthesis protocol.
Keywords: Aza-peptides, kinetics, BTC, triphosgene, SPPS

P390 — Organic chemistry
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Toos kasutatud lithendid

Liithend Inglisekeelne nimetus Eestikeelne nimetus

Ala Alanine Alaniin

Boc Butyloxycarbonyl Butiitilokstiikarbontiiil

Bzl Benzyl Bensiiiil

BTC Bis(trichloromethyl)carbonate Bis(triklorometiiiil )karbonaat

CcoOMU 1-((1-(Cyano-2-ethoxy-2- 1-((1-(Tsiiano-2-etoksii-2-
oxoethylidenaminooxy-)- oksoetiitilideenaminooksii-)-
dimethylamino-morpholinomethylene)) | dimetiiiilamino-morfolinometiileen))
methanaminium hexafluorophosphate | metaanamiinium heksafluorofosfaat

DCM Dichloromethane Diklorometaan

DIC N,N’-Diisopropylcarbodiimide N,N’-Diisopropiiiilkarbodiimiid

DIPEA N,N-Diisopropylethylamine N,N-Diisopropiiiiletiiiilamiin

DMF N,N-Dimethylformamide N,N-Dimettiiilformamiid

Et,O Diethylether Dietiiiileeter

EtOH Ethanol Etanool

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl 9-Fluoreniiiilmetoksiikarboniitil

HATU O-(7-Azabenzotriasol-1-yl)-1,1,3,3- O-(7-Asabensotriasool-1-iiiil)-1,1,3,3-
tetramethyluronium tetrametiitiluroonium heksafluorofosfaat
hexafluorophosphate

HBTU O-(Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3- O-(Bensotriasool-1-iiiil)-1,1,3,3-
tetramethyluronium tetrametiitiluroonium heksafluorofosfaat
hexafluorophosphate

HCI Hydrogen chloride Vesinikkloriid

HCTU O-(1H-6-Chlorobenzotriazole-1-yl)- O-(1H-6-Klorobensotriasool-1-iiiil)-
1,1,3,3-tetramethyluronium 1,1,3,3-tetrametiitiluroonium
hexafluorophosphate heksafluorofosfaat

HDMC 6-chloro-1- 6-kloro-1-((dimetiiiilamino)(morfolino)-
((dimethylamino)(morpholino)- metiileen)-1H-bensotriasoolium
methylene)-1H-benzotriazolium heksafluorofosfaat-3-oksiid
hexafluorophosphate-3-oxide

HOBt 1-Hydroxybenzotriazole 1-Hiidroksiibensotriasool




HPLC-MS | High-performance liquid | Korgefektiivne vedelikkromatograafia -
cromatography - mass spectrometry massispektromeetria

KCN Potassium cyanide Kaaliumtsiianiid

KT Kaiser’s test Kaiseri test

MBHA 4-Methylbenzhydrylamine 4-Metiitilbenstiiilhiidriitilamiin

NMM N-Methylmaleimide N-Metiitilmaleiinimiid

Phe Phenylalanine Feniiiilalaniin

PyBOP Benzotriazol-1-yloxytri(pyrrolidino) Bensotriasool-1-iitilokstitri(piirrolidino)
phosphonium hexafluorophosphate fosfoonium heksafluorofosfaat

PyOxim O- O-
((Cyano(ethoxycarbonyl)methyliden) ((Tsiiano(etokstikarboniiiil)metiiiilideen)
-amino)-yloxytri(pyrrolidino) -amino)-tiiloksiitri(piirrolidino)
phosphonium hexafluorophosphate fosfoonium heksafluorofosfaat

SPPS Solid-phase peptide synthesis Tahkefaasiline peptiidisiintees

TBTU O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’ ,N’- O-(Bensotriasool-1-iitil)-N,N,N’ N’-
tetramethyluronium tetrafluoroborate tetrametiitiluroonium tetrafluoroboraat

tert-but Tertiary butyl tert-butiiiil

TFA Trifluoroacetic acid Trifluoroetaanhape

THF Tetrahydrofurane Tetrahlidrofuraan

TiS Triisopropylsilane Triisopropiiiilsilaan

TLC Thin-layer chromatography Ohukese kihi kromatograafia

TMR Nuclear magnetic resonance Tuumamagnetresonants

UV-kiirgus | Ultraviolet radiation Ultraviolettkiirgus




1. Sissejuhatus

Peptiididel on elusorganismides mitmeid funktsioone, mistottu peetakse neid potentsiaalseteks
ravimikandidaatideks. Nende puuduseks on aga kiire ensiimaatiline degradatsioon
biosiisteemides. Seega luuakse peptiidsidemete modifitseerimise teel peptidomimeetikuid, mis
oleksid organismides vastupidavamad, siilitades originaalpeptiidide head omadused [1]. Uheks
voimaluseks muuta peptiidi struktuuri on lihes voi mitmes aminohappejdédgis a-CH riithma
asendamine ldmmastikuga, mille tulemiks on asa-peptiidid [2]. Asa-peptiidide bioaktiivsete

omaduste uurimist on aga seni takistanud sobiva siinteesimeetodi puudumine.

Hiljuti on meie teadusgrupis vilja todtatud kineetiline meetod, mis vdimaldab jilgida
peptiidsideme  tekkimist. Kasutades asa-peptiidsideme moodustumisel tahkefaasilise
peptiidisiinteesi aktivaatoreid ning vorreldes tulemusi tavapeptiidsideme tekkega ilmnes, et
tahkefaasilise peptiidisiinteesi protokolli otsene rakendamine asa-peptiidsideme siinteesiks ei
anna tohusaid tulemusi. Selgus, et asa-peptiidsideme siinteesi efektiivsus soltub aktivaatori
struktuurist [3], millest jéreldati, et asa-peptiidide siinteesiks on tarvis tohusamaid
aktivaatoreid. Sobiva aktivaatori leidmiseks on T{iheks vOimaluseks testida veel
kommertsiaalseid ning tavapeptiidisiinteesil kasutatavaid aktivaatoreid, mis vdoimaldaksid asa-

aminohappe hiidrasino-terminaalse otsa efektiivsemat atsiiiilimist.

Kéesoleva t60 eesmirgiks on wuurida kineetiliselt mudelpeptiidis asa-peptiidsideme
moodustumist kasutades aktivaatorina trifosgeeni (BTC). Seda aktivaatorit on kasutatud nii
keerulisemate peptiidijarjestuste kui ka asa-peptiidide siinteesimiseks [2—6], aga asa-
peptiidsideme teket BTC-ga pole siiani veel kineetiliselt vuritud. Antud t66 tulemused
voimaldaksid hinnata BTC efektiivsust asa-peptiidsideme siinteesil ning sobivuse korral

aitaksid kaasa siinteesimeetodi optimeerimisele.



2. Kirjanduse iilevaade

2.1 Peptiidid ja asa-peptiidid

Peptiidid koosnevad omavahel amiidsidemetega iihendatud aminohapetest [7]. Looduses on
neil tdhtis roll - esinedes igas elavas organismis, osalevad peptiidid paljudes fiisioloogilistes ja
bioloogilistes protsessides transportides biomolekule ldbi membraani, osaledes rakusiseses
kommunikatsioonis ning kaitstes organismi antikehadena [8]. Tédnu nende mitmetele
funktsioonidele elusorganismides peetakse neid potentsiaalseteks ravimikandidaatideks.
Peptiidide rakendamine medikamentidena on aga raskendatud - peamisteks probleemideks on
nende lagunemine enstliiimide tottu, komplitseeritud transport rakku membraanide labimatuse
tottu ning ebapiisav selektiivsus retseptoritega seondumisel [4]. Seetdttu on hakatud arendama
ithendeid — peptidomimeetikuid — mis imiteeriksid peptiidide hdid omadusi, samas oleksid

organismis plisivamad [1].

Uks peptidomimeetikute saamise vdimalusi on o-siisiniku aatomi asendamine limmastiku
aatomiga lihes vOi mitmes peptiidijarjestusse kuuluvas aminohappes. Selliseid iihendeid
nimetatakse asa-peptiidideks (Skeem 1) [5]. Siisiniku aatomi vahetamine ldmmastiku aatomi
vastu muudab peptiidi bioloogilisi ja keemilisi omadusi kuna poorlev peptiidside Cq-C(O)
asendub jdiga Ng-C(O) sidemega [1]. Lisaks toob selline asendus kaasa kiraalsuse
elimineerimise a-positsioonis ja geomeetrilise muutuse tetraeedrilisest trigonaalseks, mistottu
viheneb karboniililriihma elektrofiilsus [1]. Cq-aatomi asendamine ldmmastikuga voimaldab

luua pseudopeptiide, siilitades originaalpeptiidi kdrvalriihmi [2].
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Skeem 1. Aminohape (vasakul) ja asa-aminohape (paremal).

Ténu asa-peptiidide muutunud konformatsioonile on nad vastupidavamad ka ensiimaatilisele

lagundamisele, mis teeb neist head ravimikandidaadid [1]. Nende bioaktiivsete omaduste



laiaulatuslikku uurimist piirab aga sobivate siinteesimeetodite puudumine, mistottu on asa-

peptiide siiani pigem vihe uuritud [4—-6, 9—12].

2.2 Tahkefaasiline peptiidisiintees (SPPS)

Looduses moodustuvad amiidsidemed a-aminohapete voi peptiidide vahel védga keeruliste
jadamisi toimuvate siinteesireaktsioonide kaudu, mis tagab proteiinidele iseloomulikud ja
kindla funktsiooniga jirjestused. /n vivo moodustub peptiidside 1dbi aktiveeritud vaheilihendi:

seotav aminohape muudetakse aminoestriks ning seda protsessi kataliilisivad mitmed ensiitimid

[13].

Peptiidide saamiseks siinteetiliselt kasutatakse peamiselt kahte ldhenemist: peptiidisiintees
tahkel kandjal voi peptiidisiintees lahuses. Mdlemad peptiidisiinteesi meetodid tuginevad
iildjoontes samadele pdhimodtetele, nende peamine erinevus seisneb esimese aminohappe
karboksiiiilrithma kaitseriihma olemuses. Kui selleks on tahke vaik, on tegemist tahkefaasilise
peptiidisiinteesiga. Kui aga karboksiiiilriihma kaitsev rithm on reaktsioonikeskkonnas lahustuv,

on tegemist peptiidisiinteesiga lahuses [8].

Tahket faasi hdlmavad meetodid on vilja arendatud peptiidisiinteesi hdlbustamiseks. Neist
levinuim on klassikaline tahkefaasiline peptiidisiintees, mis pdhineb esimese aminohappejiégi,
mille N-terminaalne ots on kaitstud, kinnitamisel vaigule, mis on tahkeks kandjaks [8,13,14].
Vaiguks on iildjuhul poliimeerne iihend, mis ei tohi lahustuda tiheski siinteesis kasutatavatest
solventidest. Vaigu kiilge on piisivalt, kovalentse sideme kaudu, kinnitatud vaheliili, mis
voimaldab esimese aminohappejddgi ajutist sidumist tahkele kandjale. Selleks kasutatakse
siduvaid reaktiive, mida lisatakse suures iilehulgas, et saavutada maksimaalne siinteesisaagis.
Tahkefaasilise peptiidisiinteesi eeliseks on selle mugavus: kuna ahel on kinnitatud lahustumatu
osa kiilge, siis on voimalik siinteesilahuses lahustuvad jadgid (niditeks reagentide iilejaéigid ning
korvalsaadused) protsessi kéigus vilja filtreerida [14]. Kui esimene aminohape on vaigu kiilge
kinnitunud, eemaldatakse kaitseriihm ning lisatakse ahelasse jargmine aminohape (Skeem 2,
1), millelt eemaldatakse samuti kaitserihm (Skeem 2, 2). Sidumise ning kaitseriihma
eemaldamise protsesse vaheldumisi korrates on voimalik siinteesida pika ahela ning soovitud
aminohappelise jirjestusega peptiid (Skeem 2, 3) [8,13]. Tahkefaasilise peptiidisiinteesi kdigus
stinteesitakse peptiidijarjestus C-terminaalsest otsast N-terminaalse otsani [14]. Viimaks

eemaldatakse peptiid tahkelt kandjalt (Skeem 2, 4) [13].
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Skeem 2. Tahkefaasiline peptiidisiintees. R ja R; on aminohapete kdrvalahelad, KR tdhistab
peaahela aminoriihma kaitseriihma, KR; mirgib kiilgriihmade kaitseriihmi, X on ahelale

lisatava aminohappe aktiveeritud karboksiiterminaalne ots ning * kirjeldab tahket kandjat.

Lahuses toimuva peptiidisiinteesi korral tuleb peptiid keskkonnast eraldada ning méérata selle
jérjestus pérast iga aminohappejdégi ahelasse lisamist [8]. Samuti véheneb peptiidi lahustuvus
aminohappejddkide arvu kasvamisel ahelas ning muutub probleemseks peptiidi puhastamine
[14]. Tahkefaasilise peptiidisiinteesi korral eelnimetatud probleeme ei esine, mistottu on see

mugavam ja kiirem meetod [8].

2.2.1. Kaitseruthmad

C-terminaalsed kaitseriithmad ehk tahked kandjad

Tahkefaasilise peptiidisiinteesi esimeseks etapiks on soovitud aminohappejddgi sidumine
tahkele kandjale [13]. Poliimeersete tahkete kandjate korral toimub peptiidisiintees vaigu
pundunud vorgustiku sees kuna enamik kinnituskohti asuvad just seal. Pundumise tulemusena
paigutuvad lahusti molekulid tahke kandja ahelate vahele, tekitades ndnda rohkem ruumi. Ténu
sellele pédsevad sidumisreaktsiooniks vajalikud reagendid paremini tahkele kandjale
kinnitunud aminohappejddkidele ligi ning siinteesiprotsess toimub kiiremini ja korgema
efektiivsusega. Pundumiseks kasutatakse aprotoonseid solvente, nditeks diklorometaan (DCM),

N,N-dimetiiiilformamiid (DMF) ja tetrahiidrofuraan (THF) [8].



Soltuvalt siinteesil kasutatavate reagentide ja kaitseriihmade olemusest, eemaldatakse peptiid
tahkelt kandjalt erinevate ihenditega. Nditeks hiidroksiibensiiiil- ning tritiiiilpohistelt vaikudelt
eemaldatakse peptiid happelises keskkonnas kasutades trifluoroetaanhapet (TFA) [13,15].

N-terminaalsed kaitserihmad

Ennetamaks aminohappe korvalahelate ja N-terminaalse riilhma osalust peptiidsideme
moodustumises ning muude vdimalike kdrvalreaktsioonide véltimiseks, kasutatakse
peptiidisiinteesis  kaitseriihmi [13]. Pohiliselt kasutatakse Boc/Bzl vdi Fmoc/tert-but

ortogonaalsete kaitseriithmade strateegiaid [8].

Boc/Bzl meetodi korral on a-aminorithma kaitserithmaks fert-butiitilokstikarboniiiil (Boc), mis
on stabiilne tugevate leeliste ning kataliiiitilise hildrogeenimise suhtes, mistottu eemaldatakse
see iga sidumisreaktsiooni jarel happelises keskkonnas kasutades néiteks TFA-d. Korvalriihmi
kaitsvad bensiiiilriihmad (Bzl) on pilisivamad ning TFA-d kasutades ei eemaldu. Nende
eemaldamiseks on vaja tugevamat hapet, nditeks HF, mida rakendatakse peptiidisiinteesi

16ppedes lisaks ka peptiidi tahkelt kandjalt eemaldamiseks [8].

Fmoc/tert-but strateegiat kasutades kaitseb a-aminoriihma 9-fluorometokstiiilkarboniiiil
(Fmoc), mille eemaldamiseks on vajalik moddukalt aluseline keskkond, mis tekitatakse nditeks
piperidiiniga. Korvalrithmi kaitsvate ters-butiililriihmade eemaldamiseks vajalik happeline
keskkond tekitatakse nditeks TFA-d sisaldavat lahust kasutades, mis 15ikab samaaegselt ka

peptiidi tahkelt kandjalt [8].

2.2.2 Aktivaatorid

Peptiidide sidumisreagente ehk aktivaatoreid kasutatakse peptiidisiinteesil aminohappe
karbokstiiilriihma aktiveerimiseks. Aktiveeritud vahelihend seotakse seejirel teise
aminohappejdédgi vabale N-terminaalsele otsale moodustades peptiidi (Skeem 3) [16], kusjuures

vaba aminorithm on atakeerivaks nukleofiiliks [17].
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Skeem 3. Peptiidsideme moodustumine aktivaatori abil, kus R ja R1 on korvalrithmad ning X
on aktivaatori lahkuv riithm, mis tekitab aktiveeritud oleku seondudes aminohappe C-

terminaalse riihmaga.

Karboksuiliihenditest on sOltuvalt kasutatavast aktivaatorist voimalik moodustada mitmeid
aktiveeritud vaheilihendeid nagu atsiiiilhaliide, atsiiiilasiide, atsiililimidasoole, anhiidriide ja

estreid [13].

Tahkefaasilisel peptiidisiinteesil soltub aminohappe sidumise efektiivsus enamasti aktivaatori
valikust [18]. Reaktsioonide korral, kus aktivaatori ligipdds aminohappe karboksiiiilrithmale on
mingil moel takistatud, kasutatakse siduvate reagentidena laialdaselt urooniumi sooli, nditeks
HBTU ja TBTU (Skeem 4). Urooniumil pdhinevaid aktivaatoreid ei saa aga lisada otse
reaktsioonisegusse, sest tahkele kandjale seotud aminohappejddgi vaba aminoriithmaga
reageerides moodustub guanidiinrithm, tekitades poolikuid peptiide. Seega on jirjestusse
lisatava aminohappe karboksiiiilriihma aktiveerimiseks vajalik eelaktivatsioon véljaspool

reaktsioonisegu [8].

BF, PF;
N N
A\ A
N CH CH
/ | 3 / 3
N\ \ N\ N
~CH
O\(/ CH O\(/ 3
N N
/ CHs / CH,
HaC HyC

Skeem 4. TBTU (vasakul) ja HBTU (paremal).

Urooniumi sooli kasutatakse tahkefaasilisel peptiidisiinteesil pohiliselt koos fenooli sisaldavate
tihenditega, mida peetakse tohusateks kataliisaatoriteks sidumisreaktsioonides [13]. Néiteks
kasutakse HBTU-d ja TBTU-d koos HOBt-iga (Skeem 5) [13], mida lisatakse reaktsioonisegule

aminohappe karboniiiilriihma elektrofiilsuse suurendamiseks. See aitab kaasa aminohappe
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konversioonile aktiveeritud estriks, mis oleks vOimeline edasiste reaktsioonide kéigus

moodustama peptiidsideme [13].

\ N

o] Q CHs Q
e \CHs | |
i o LU N
_— | ——— +
R OH NEt, R o—X< + R NHR TN

N—CH, AN

0 N
CHsy HeC, J«J\ LCHs HOBt

NN

>
| Lo
N CH; CH,
7/
N uurea
A\
N

Skeem 5. Aminohappe karboksiiiilriihma aktiveerimine kasutades TBTU-d ja HOBt-i, kus R
on ahelasse lisatava aminohappe struktuur ning R’ peptiidijarjestus, millele aminohapet
lisatakse. Esmalt reageerib deprotoneeritud aminohape TBTU-ga ning moodustub aktiveeritud
vorm. Seejirel reageerib HOBt aktiveeritud aminohappega ning sellele jargneb moodustunud
estri sidumine ldhtepeptiidile. Reaktsiooni liikkumapanevaks jouks on uurea teke

korvalsaadusena kuna TBTU on urooniumiiihend [13].

HOBt-1 kasutamine inhibeerib ka ratsemisatsiooni, mis esineb C-terminaalsel aminohappejdégil
sidumisreaktsiooni kdigus kuna alfa-vesinik ioniseerub ning moodustub vaheiihend (Skeem 6).

Lisaks ratsemisatsiooni alla surumisele, aitavad inhibiitorid tdsta ka reaktsioonikiirust [16].

0 H R
7 O 0 0

Skeem 6. Ratsemisatsiooni kdigus moodustuv oksasoloonil pohinev vaheiihend. KR tdhistab

kaitseriihma, X aktiveeritud karboksiiterminaalset otsa ning R kiilgrithma.
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2.3 Tahkefaasiline asa-peptiidsiintees

Asa-aminohappejddgi peptiidijarjestusse lisamine on kombinatsioon hiidrasiini- ja
peptiidikeemiast [2]. Asa-peptiidide siinteesi ldhteaineteks on hiidrasiini derivaadid ehk
asendatud hiidrasiinid [19]. Hiidrasiini derivaadid on prekursoriteks mitmetele iihenditele,
sealhulgas ka asa-peptiididele [6]. Nende kasutamine asa-peptiidsiinteesis eeldab ahelasse

lisatavale aminohappejddgile vastava hiidrasiinitihendi kittesaadavust [10].

2.3.1 Asa-aminohappejédédgi prekursori peptiidijarjestusse lisamine

Asa-aminohappejdédkide peptiidijarjestusse lisamiseks kasutatakse hiidrasiini derivaate, mis
aktiveeritakse karboniiiilrihma loovutava reagendi abil ning lisatakse seejdrel kaitsmata

aminohappejddgile ahelas [4]. Selleks on pdhiliselt kaks vdimalust [1]:

1) Aminohappejiédgile vastava hiidrasiiniithendi (prekursori) reaktsioonil aktiivse
isotstianaadiga [5], mis on saadud tahkele kandjale seotud aminohappe N-terminaalse

riihma too6tlemisel karboniitilrithma loovutavate reagentidega (Skeem 7) [1].

NO, NO,

OYO
R © R \ /
¥
HZN)ﬁr* o:czw)ﬁ( / \ /Jﬁ_‘/
o

¢}

Skeem 7. Tahkele kandjale kinnitatud peptiidi N-terminaalse riihma muutmine aktiivseks
isotstianaadiks, mis reageerib vastava jérjestusse lisatava aminohappejddgi prekursoriga. KR

tahistab kaitserithma, R ja R1 on kiilgriihmad ning * tahke kandja.

2) Aminohappejddgile vastava prekursori reaktsioonil fosgeeni voi sellega ekvivalentse
ithendiga moodustades kloroatstiiilderivaadi, mis reageerib edasi ldhtepeptiidi vaba N-

terminaalse riihmaga (Skeem 8) [5].

13



cl cl R

S A

cl o]

0 HN o} R
N N )J\ © N )-k
KR N N N *
ST Ry » |kr” N o ———————» kv N N
| | H
RA R1 )

Skeem 8. Prekursori reaktsioonil trifosgeeniga moodustub kloroatsiitilderivaat, mis reageerib
tahkele kandjale kinnitatud aminohappejddgi vaba N-terminaalse riithmaga. KR kirjeldab
kaitseriihma, R ning R1 on kiilgriihmad ning * tahke kandja.

Veel iiheks vdimaluseks on eelnevalt lahuses valmistatud N-(Boc)-asa-tri- v3i —dipeptiidi
sidumine tahkele kandjale kinnitatud ldhtepeptiidi N-terminaalsele rithmale. See 1ihenemine

sobib aga ainult Boc/Bzl tahkefaasilise peptiidisiinteesi korral [5].

Karboniitilrithma loovutavate reagentidena kasutatakse asa-peptiidsiinteesis
tavapeptiidsiinteesi aktivaatoreid nagu karboniiiildiimidasool [20,21],
bis(pentafluorofentiiiil)karbonaat  [22-24], p-nitrofeniiiilkloroformaat [25,26], bis(2,4-
nitrofentiiil)karbonaat [27], trifosgeen [28] ja fosgeen [5,6].

2.3.2 Trifosgeen asa-peptiidisiinteesi aktivaatorina

Happehaliidide nagu fosgeen ja trifosgeen (Skeem 9) kasutamine aktivaatoritena on soovituslik
peptiidisiinteesi korral siis, kui aminohappejddkide ahelasse lisamine on mingil moel takistatud
[29]. Seetottu peetakse trifosgeeni heaks aktivaatoriks keeruliste tahke- ja lahusefaasiliste
peptiidisiinteeside, sealhulgas védhese reaktsioonivdoimega amiinide ning tahkefaasilise asa-
peptiidsiinteesi korral [2,30]. Niiteks Fmoc-aminohapete korral, mille kdrvalriihmad on hapete
suhtes ebastabiilsed, on BTC kasutamine sidumisreaktsioonides andnud héid tulemusi [29].
Selliste peptiidide asa-analoogide siinteesil, mis sisaldavad asa-alaniini-, asa-aspartaadi- ja asa-

asparagiinijadke, on samuti kasutatud karboksiiiilriihma aktiveerimiseks just trifosgeeni [2].

0 cl O cl
)J\ CI§\ )J\ km
cl cl ci o) 0 o

Skeem 9. Fosgeen (vasakul) ja trifosgeen (paremal).
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Trifosgeeni eeliseks gaasilise fosgeeni ees on tema tahke agregaatolek [31]. Téanu sellele on
teda voimalik tépselt kaaluda ning seeldbi diget kogust reaktsioonides kasutada, aga lihtsam ka
transportida ning hoiustada [32,33]. Samas on trifosgeen tahkest olekust sdltumata sama
reaktsioonivoimeline kui fosgeen [2], kusjuures iihele moolile trifosgeenile vastab kolm mooli
fosgeeni [34]. Kuna BTC laguneb kuumutamisel voi likskoik millise nukleofiiliga reageerimisel
fosgeeniks, siis vOib see toimuda isegi vdga viikese niiskusekoguse toimel [33] ning seetdttu
oleks wvajalik siinteesi ldbi viimine inertses keskkonnas veevaba lahustiga [34]. Korge
reaktsioonivOoimelisuse  tottu ei  saa  fosgeeni lahustamiseks kasutada nditeks
dimetiiiilformamiidi, mille amiidriihmaga voib toimuda reaktsioon. Seega kasutatakse

asendatud hiidrasiini aktiveerimisel fosgeeniga lahustina sageli diklorometaani [4].

Hiidrasiini derivaatide reaktsioonil trifosgeeniga tekib vastav karboksiiiilhappe kloriid ehk
atsiitilkloriid [35], mis reageerib edasi tahke kandja kiiljes oleva peptiidahela vaba N-
terminaalse rithmaga [6]. Kui aminohape on juba aktiveeritud, siis viiakse sidumisreaktsioon
tihti 1dbi vdhese hulga DMF juuresolekul, mis omab protsessis kataliiiitilist rolli (Skeem 10)

[4,13].

)CL
HO R
o CHs
A
COo, + CO —N®
‘f H CHs
=
of
0
0 cl
cl 0 CHs h
+ N/ /\K\ CHg
ol N e
H CH; N +  HCI
o) DMF |

R Cl

ats(ilkloriid

Skeem 10. DMF kataliiiitiline roll siinteesireaktsioonis, kus R mérgib aminohapet voi peptiidi,

mille koostisesse aktiveeritav karbokstitlrihm kuulub.
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Atstiiilkloriidi reaktsioonil vaba N-terminaalse rithmaga moodustub amiidside. Reaktsioon
viiakse iildiselt 14bi aluselises keskkonnas, et reguleerida tekkinud HCl hulka ning véltida
amiini muundumist vesinikkloriidsoolaks, mis ei ole reaktsioonivoimeline [13]. Aluselise
keskkonna saamiseks kasutatakse tertsiaarseid amiine, nditeks DIPEA ja NMM kuna need ei
ole nukleofiilsed [16]. Atsiiiilkloriidide kasutamist peptiidisiinteesis limiteerivad {ldiselt
korvalreaktsioonid [13]. Siiski on BTC-ga saavutatud tulemusi, kus tekkinud korvalproduktide

hulk on viike ning seega saadud siinteesisaagised viga head [36].

2.3.3 Asa-peptiidsideme siintees

Trifosgeeni on kasutatud ka asa-aminohappele jirgneva aminohappe ahelasse lisamisel, kuna
tegemist on kriitilise etapiga [4,6]. Keerukus tuleneb sellest, et asa-aminohappejddk on vihem
reaktsioonivoimeline kui tavaline aminohappejiddk, mistottu atsiililimisreaktsioon on
raskendatud [37]. Vidhenenud reaktsioonivoimelisus on seletatav sellega, et asa-
aminohappejddgi N-terminaalne ldmmastiku aatom on madalama nukleofiilsusega kui sama
lammastiku aatom asendamata aminohappejaédgis [38,39]. Nukleofiilsuste erinevust pole aga
asa-peptiidsideme siinteesil enamasti arvesse voetud ning peamiselt siinteesitakse asa-peptiide

kasutades tavapeptiidisiinteesi protokolli [4].

Hiljuti on meie teadusgrupis 1ébi viidud kineetiline uurimus, kus vorreldi mudel asa-peptiidis
tavapeptiidisiinteesi aktivaatorite rakendatavust asa-peptiidsideme moodustamisel [3]. Leiti, et
asa-peptiidsideme siintees on palju aeglasem kui peptiidsideme siintees, kusjuures
reaktsioonikiirused ja saagised soltuvad aktivaatori struktuurist. Enamik testitud triasoolil
pohinevate aktivaatoritega on reaktsioon aeglane ja ei kulge 10puni. Oksiimal pohinevate
aktivaatoritega PyOxim ja COMU ldheb reaktsioon praktiliselt 10puni, kuid vorreldes
peptiidsideme siinteesiga on reaktsioon ligikaudu 30 korda aeglasem [3]. Samuti on mudel asa-
peptiidis uuritud kuidas mdjutavad aktiveeritud aminohappe korvalriihmad asa-peptiidsideme
stinteesi efektiivsust aktivaatoriga COMU. Selgus, et steerilise mahukuse suurenemisel
aminohappe korvalriihmades vdheneb asa-peptiidsideme moodustumise reaktsioonikiirus
oluliselt. Kui nditeks reaktsiooni poolestusaeg gliitsiiniga on 21 min, siis isoleutsiiniga on
poolestusaeg ligikaudu 10 tundi [40]. Seega on asa-peptiidsideme siinteesiks vaja tohusamaid

aktivaatoreid, mis suurendaksid aktiveeritud aminohappe reaktsioonivdimet.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1 Reaktiivid, toovahendid ja aparatuur

T60s kasutatud reaktiivid

Aine Molaarmass [g/mol] Puhtus [%] Tootja
BTC 297 - Merck
DCM 84,93 >99.9 Sigma-Aldrich
DIPEA 129,25 >98,0 Sigma-Aldrich
DMF 73,09 >99.8 Sigma-Aldrich
Et,O 74,12 99,9 Lach-Ner
Fmoc-L-Ala- 311,32*18,01 - Iris Biotech
OH*H,0
Fmoc-L-Phe-OH 387,40 - Iris Biotech
Fmoc-NH-NH- 268,3 Kontrollitud TLC Siinteesitud A.
CH3 testi ja TMR-ga Mastitski toogrupi

poolt

Fmoc-Rink-Amide - - Iris Biotech
MBHA vaik
HOBt 135,12 >97,0 Sigma-Aldrich
Piperidiin 85,15 99 Sigma-Aldrich
TBTU 234,38*86,81 - Iris Biotech
TiS 158,36 99 Sigma-Aldrich
TFA 114,02 99 Sigma-Aldrich

Toovahendid ja aparatuur

Proovide analiilisimiseks kasutati Shimadzu LCMS-2020 kromatograafi ja Kinetex 5 uM EVO

kolonni (C18,

gradientprogrammi kasutades ning analiitisiti lainepikkusel 220 nm. Andmete analiiiisimiseks

kasutati programmi LabSolutions Version 5.82 SP1 ning arvutuste teostamiseks programmi

GraphPad 5 Version 5.04.
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3.2 Siinteeside kirjeldused

3.2.1 Fmoc-Phe-NH-vaik siintees

Fmoc-Phe-NH-vaik siintees teostati standardse tahkefaasilise peptiidisiinteesi eeskirja alusel

[41].

500 mg (1 ekv, 0,34 mmol) Fmoc-Rink-Amiid-MBHA-vaiku (0,68 mmol/g) kaaluti filtriga
varustatud reaktsioonikolonni ning lasti sel 20 minutit diklorometaanis (DCM) punduda.
Seejarel eemaldati 20% piperidiini lahusega dimetiitilformamiidis (DMF) vaigult Fmoc-
kaitseriihm (2 min + 20 min) ning jadgid pesti vélja kahe lahustiga: 5 korda DMF-iga ja 1 kord
DCM-iga. 3 ekv Fmoc-L-Phe-OH (1,02 mmol) kaaluti ning lahustati DMF-is. 3 ekv aktivaatorit
HOB (1,02 mmol) ning 3 ekv aktivaatorit TBTU (1,02 mmol) kaaluti ning mélemad lahustati
DMF-is. Seejirel valati kokku lahustatud aktivaatorid ja aminohape ning lisati 6 ekv DIPEA-d
(2,04 mmol). Peale eelreaktsiooni, mille kdigus toimus lisatava aminohappe karboksiiiilrithma
aktivatsioon, lisati reaktsioonisegu kolonnis olevale tahkele kandjale ning asetati vihemalt
itheks tunniks loksutile. Peale reaktsiooni toimumist pesti jadgid vélja 3 korda DMF-iga, 3

korda DCM-iga ning taaskord 3 korda DMF-iga.

Fmoc-kaitseriihma eemaldamise ning sidumisreaktsiooni edukust jélgiti Kaiseri ehk ninhiidriini
testiga, mis tuvastab vabade aminoriihmade olemasolu (Skeem 11) [42]. Selle sooritamiseks
voeti viike kogus tahket kandjat, millele lisati komponente A ja B, ning kuumutati 105°C juures
5 minutit. Kui test on negatiivne, ilmub katseklaasi kollakas vidrvus, positiivne test annab

tumesinise Varvuse.
Komponent A: 83,5% fenooli lahus absoluutses etanoolis + 1,3% KCN lahus piiridiinis.

Komponent B: 5% ninhiidriini lahus EtOH-s.

/Kﬂ/ =) 0
N +RCHO + CO, + 4H,0
T= 105°
0 0

Skeem 11. Ninhiidriini seondumine aminohappe vaba N-terminaalse otsaga.
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Lisaks Kaiseri testile jélgiti Fmoc-kaitseriihma eemaldumist TLC testiga. Kaitseriihma
eemaldamise kdigus moodustub lisaks vabale aminorithmale ka piperidiinist ja Fmoci
vahetihendist dibensofulveenist koosnev lisand (Skeem 12), mis neelab UV-kiirgust [8,15,43].
Testi sooritamiseks kanti pesulahuse laigud silikageeli plaadile ning visualiseeriti UV-lambi
all, vaadeldes laikude intensiivsuse kahanemist. Mida intensiivsem on laik, seda rohkem on
pesulahuses fluorestseeruvaid korvalprodukte. Seega néitab laikude intensiivsuste kahanemine
korvalproduktide kadumist reaktsioonikeskkonnast. Lisaks viitab pesulahuse laikude
intensiivsuste suur erinevus ka sellele, et eelmises etapis on aminohappe kinnitumine jarjestusse

olnud edukas.

Skeem 12. Fmoc-kaitseriihma eemaldamise kéigus dibensofulveenist ning piperidiinist

moodustuv korvalprodukt.

3.2.2 Fmoc-asaAla-Phe-NH-vaik siintees

Fmoc-asaAla-Phe-NH-vaik siintees teostati varasemalt kasutatud meetodi alusel [4,5], mida on

meie uurimisgrupis edasi arendatud [3].

Eelnevalt gaasipdletiga kuumutatud ning ldmmastikuga kiillastatud 50 ml imarkolbi kaaluti 4
ekv Fmoc-NH-NH-CH3 (1,36 mmol). Kolvile asetati lammastikuga tdidetud Shupall ning
metiitilhiidrasiin lahustati minimaalses koguses kuivas DCM-s. Kaaluti 1,32 ekv aktivaatorit
BTC (0,449 mmol) ning see lahustati 0,5 ml-s kuivas DCM-s. Reaktsioonikolbi lisati 8 ekv
DIPEA-d (2,72 mmol), asetati alla jadvann ning kui segu jahutati 0°C-ni, lisati lahustatud BTC.
Eelreaktsioonil, mille kdigus aktiveeriti lisatava aminohappe karboksiiiilriihm, lasti toimuda 30
minutit [3]. Seejdrel vihendati lahusti hulka roteerimise teel, et eemaldada fosgeenijddgid.
Allesjddnud reaktsioonisegu lahustati mones ml-s kuivas DCM-s ja kanti {ile kolonni, kus
eelnevalt siinteesitud Fmoc-Phe-NH-vaik iihendilt (1 ekv, 0,34 mmol) oli juba eemaldatud

Fmoc-kaitseriihm. Reaktsioonikolonni lisati veel 8 ekv DIPEA-d ning asetati vdhemalt 3-ks
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tunniks loksutile. Jddgid pesti védlja 3x DMF, 3x DCM ja 3x DMF-iga. Siinteesi tulemuslikkuse

hindamiseks sooritati Kaiseri test.

3.2.3 Mudel asa-peptiidis H-Ala-asaAla-Phe-NH, asa-peptiidsideme moodustumise

kineetilised mootmised

Asa-peptiidsideme moodustumise kineetikat jalgiti kasutades meie uurimisgrupis vélja tootatud

meetodit [3].

Eelnevalt poletis kuumutatud ning lammastikuga rikastatud 25 ml-sse timarkolbi kaaluti 10 ekv
Fmoc-L-Ala-OH (0,408 mmol), mis lahustati 4,3 ml-s kuivas DCM-s ning 200 pl-s DMF-s, ja
peale asetati lammastikuga tdidetud dhupall. Kolbi lisati 20 ekvivalenti DIPEA-d (0,816 mmol)
ning segu jahutati jidvannil 0°C-ni. Seejérel lisati segule aeglaselt 14bi siistla eelnevalt kaalutud
ning 0,5 milliliitris kuivas DCM-is lahustatud 3,3 ekvivalenti aktivaatorit BTC (0,135 mmol)
ning lasti lisatava aminohappe karboksiitilriihma aktiveerimiseks vajalikul eelreaktsioonil

toimuda 0°C juures 30 minutit.

Samal ajal eemaldati eelnevalt siinteesitud Fmoc-asaAla-Phe-NH-vaik tihendilt (1 ekv, 0,0408

mmol) Fmoc-kaitserithm ning kanti iile 50 ml tsentrifuugituubi 5 ml kuiva DCM abil.

Karboksiiiilriihma aktiveerimise eelreaktsiooni 16ppedes valati reaktsioonikolvi sisu samuti
tsentrifuugituubi ning kiivitati stopperkell. Reaktsioon viidi 1&bi 25 °C juures. Kineetilise
uurimuse sooritamiseks voeti reaktsioonisegust 500 pl proove kindla aja moddudes alates

stopperkella kéivitamisest.

Proovid kanti 10 ml filtersiistlasse ning neis peatati koheselt reaktsioon reagentide
véljapesemise teel (3x DMF, 3x DCM, 3x DMF). Eemaldati Fmoc-kaitseriihm, vaigul olevale
peptiidile lisati tahkelt kandjalt 16ikamiseks happelist lahust (95% TFA / 25% TiS / 25%
MilliQ) ning reaktsioonil lasti toimuda 2 h. Pérast tahke kandja eemaldamist aurutati TFA
jaégid, segu ekstraheeriti ja tsentrifuugiti 3 korda jadkiilma eetriga ning proov aurutati kuivaks
[32]. Kineetiliste moddtmiste kédigus voetud proove analiiiisiti HPLC-MS-ga kasutades
gradientprogrammi (lahus A 0,1% TFA MilliQ-s ja lahus B 0,1% TFA ACN-s; lahus B
kontsentratsioon 5-30%; voolukiirus 1 ml/min) ning ldhteaine ja produkti piikide pindaladest

(S) arvutati lahtepeptiidi (H-asaAla-Phe-NH>) kadumine ajas:
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S

Y = l&htepeptiid

S

o+ 8
Iahtepeptiid dukt 5
ahtepeptii produ Vorrand 1.

Reaktsiooni kirjeldab esimest jarku kiiruse vorrand:
-, Vorrand 2.

kus kobs on esimest jarku reaktsiooni ndiline kiiruskonstant, t on acg minutites ning Y. on platoo

vadrtus, mis kirjeldab reaktsiooni 16ppu.
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4. Tulemused ja arutelu

Kéesolevas to0s siinteesiti asa-peptiid H-Ala-asaAla-Phe-NH, (Skeem 13), kus jadlgiti
kineetilise meetodiga asa-peptiidsideme moodustumist, kasutades aktivaatorina trifosgeeni

(Etapp 3).

BN
1) o] /N/
H AN
AN HO N
Fmoc OH HN H
1 ekv Rink Amiid MBHA vaik chc\ 0\ / Foe ~_ N—
3 ekv TBTU, 3 ekv HOBY, H Ny 1h, DCM, DMF N
& ekv DIPEA N
CH, H

3 ekv

N—
2) HoN
H GH, 132 ekvBTC, 8 ekv DIPEA N CH. J_L i
N H . N —
F -~ \N/ L chc/ \N/ 2 4’F '\_ N—
moc H N,, DM, DMF 8 ckv DIPEA, DCM, DMF ~ 0%
0°C, 30 min 3h,-HCI
CH3 0

4 ekv

H
\ N—
3)
o]
H H CHa
N 3,3 ekv BTC, 20 ekv DIPEA /N\ / Fmoc
Fn]oc/ OH —— Fmoc N \
N,, DCM, DMF DCM 25°C, - HCI
CHa

CHy 0°C, 30 min 500 ul progvide vétmine

20% piperidiin DMF-s
20 min
95% TFA/ 25/ Tis/ 25% MiliQ

/KH/JL s

Skeem 13. Reaktsiooniskeem, kus * tdhistab tahket kandjat. 1) Phe kinnitamine tahkele
kandjale; 2) asaAla prekursori viimine ahelasse; 3) asa-peptiidsideme moodustumine,

kaitseriihma eemaldamine ning peptiidi tahkelt kandjalt vabastamine.

Esmalt kinnitati esimene aminohape (Phe) kaitsmata tahkele kandjale punktis 3.2.1 kirjeldatud
eeskirja jargi (Skeem 13, etapp 1). Phe kinnitumist tahkele kandjale kontrolliti Kaiseri testiga
(Tabel 1). Seejérel eemaldati Phe-1t Fmoc-kaitserithm, mille efektiivsust jilgiti Kaiseri ja TLC
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testidega (Tabel 1). Jargnevalt seoti Phe-le asaAla punktis 3.2.2 toodud eeskirja alusel (Skeem
13, etapp 2). AsaAla sidumise efektiivsust kontrolliti ninhiidriini testiga ning siinteesitud asa-

dipeptiidile tehti ka HPLC-MS analiiiis (Lisad 5-6).

Tabel 1. Asa-peptiidi H-asaAla-Phe-NH-vaik siinteesi kéigus etappide edukuse jélgimine.

Siintees KT (Fmoc-rithma KT (AH sidumise TLC test
eemaldamine) edukuse kontrollimine)
Fmoc-Phe-NH-vaik + - T
Fmoc-asaAla-Phe- + - +
NH-vaik

Jargmise aminohappe (Ala) lisamine jédrjestusse on keeruline asaAla hiidrasinoterminaalse otsa
madala nukleofiilsuse tottu. Seega viidi eeskirja 3.2.3 jérgi 1dbi detailne kineetiline uurimus
asa-peptiidsideme moodustumise jalgimiseks (Skeem 13, etapp 3). Ala sidumiseks asaAla-le
viidi kdigepealt 1dbi eelnev Ala aktiveerimine aktivaatoriga trifosgeen. Sellele jargnesid asa-
peptiidsideme moodustumise kineetilised modtmised, mida teostati 25 °C juures ning pseudo-
esimest jarku reaktsiooni tingimustes, kasutades Ala 10-kordset iilehulka vaigu suhtes.
Protsessi kéigus voeti reaktsioonisegust proove, et jélgida ldhtepeptiidi kadumist ajas.
Proovidelt eemaldati Fmoc-kaitseriihm ning analiitisiti HPLC-MS-ga, kus méérati produkti ja
lahtepeptiidi piikide pindalade suhe (VOrrand 1) (Lisad 1-4). Vastavalt vorrandile (Vorrand 2)
arvutati reaktsiooni I jarku kiiruskonstandid (kobs) ja saagised (1 — Y«), mis on vélja toodud

tabelis (Tabel 2) ning visualiseeritud joonisel (Joonis 1).
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Joonis 1. Uhendis Fmoc-Ala-asaAla-Phe-NH-vaik asa-peptiidsideme moodustumise

kineetilised kdverad kasutades aktivaatorit BTC temperatuuril 25 °C.

Voimalikult suure asa-peptiidsideme reaktsioonisaagise saavutamiseks tuli punktis 3.2.3

kirjeldatud eeskirja ehk Fmoc-Ala-asaAla-Phe-NH-vaik siinteesi meetodit optimeerida (Tabel

2).

Tabel 2. BTC-ga aktiveeritud Fmoc-Ala-OH sidumine ldhtepeptiidile H-asaAla-Phe-NH-vaik

ning selle kineetiliste modtmiste tulemused temperatuuril 25 °C.

Asa- Reaktsioonikeskkond | kobs [min'] R? Saagis
peptiidsideme 1-Yo
stintees
I DMF - - 0,072
II DMF / DCM (1:1) 0,0027 + 0,0003 0,994 0,41 £0,01
I DCM 0,0100+0,0010 0,994 0,38 £ 0,01
Ive DCM 0,0053 + 0,0006 0,978 0,67 £0,03

* Arvutatud Vorrandi 1 alusel, kus saagis on 1-Y.

Y BTC lisamise meetod erines teistest katsetest.

¢ Tabelis kajastub 3-e paralleelkatse tulemuste keskmine.
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Esimese katse (I) sooritamisel toimiti punktis 3.2.3 kirjeldatud eeskirja jéargi, kuid peale Fmoc-
Ala-OH aktiveerimist BTC-ga roteeriti reaktsioonisegult lahustina kasutatud DCM pealt éra
ning asa-peptiidsideme moodustumise kineetilised mddtmised teostati 10 ml-s DMF-s.
Varasemalt on vdidetud, et peptiidisiinteesis ei saa aminohappe aktivatsioonil BTC-ga kasutada
lahustina DMF, kuna BTC vdib reageerida selle amiidrithmaga, kuid aktivatsiooniprotsessile
jargnevat peptiidsideme moodustumist see ei mojuta [4]. Tabelis 1 kajastatud saagise viirtusest
on aga ndha, et nendes reaktsioonitingimustes asa-peptiidsidet praktiliselt ei moodustunud.
Jargnevalt otsustati aminohappe aktiveerimisprotsess 1dbi viia nagu varasemalt on toimitud
aktivaatoriga DIC [3]: lahustina kasutatud DCM ei roteeritud pealt ning kineetilised modtmised
viidi ldbi 10 ml DCM/DMEF (1:1) segus (II). Reaktsiooni tulemusena reageeris 41% ldhteainest
produktiks. Reaktsioonisaagise suurendamise eesmérgil otsustati 14bi viia sidumisreaktsioon ka
ainult DCM-is (III). Asa-peptiidsideme moodustumine oli ligikaudu 4 korda kiirem vorreldes
DMF/DCM (1:1) lahustite segus lébi viidud kineetiliste modtmistega (II), kuid nende
reaktsioonisaagised olid sarnased. Kuna selle reaktsiooni ldbiviimisel lisati BTC aminohappe
aktiveerimisel korraga reaktsioonisegusse, mille tulemusena muutus lahus higuseks, otsustati
eksperimenti korrata (IV), lisades BTC lébi siistla nagu katsetes I ja II. Asa-peptiidsideme
moodustumine oli 2 korda aeglasem, vorreldes katsega III, kuid reaktsioonisaagis suurenes
67%-ni. Samades reaktsioonitingimustes nagu katses IV viidi ldbi veel 2 paralleelmddtmist

ning tulemused langesid omavahel hésti kokku (Joonis 2).

1.04
0.8-
>
0.6-
0.4- . "
0.2 T T T |
0 500 1000 1500 2000

Aeg [min]

Joonis 2. Katses IV asa-peptiidsideme moodustumise paralleelmddtmiste tulemusena saadud

kineetiline kdver kasutades aktivaatorit BTC temperatuuril 25 °C.
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Kéesolevas to0s siinteesitud asa-mudelpeptiidiga H-Ala-asaAla-Phe-NH> on hiljuti meie

uurimisgrupis ldbi viidud asa-peptiidsideme moodustumise kineetilisi uuringuid SPPS

aktivaatorite efektiivsuste vordlemiseks (Tabel 3) [3].

Tabel 3. Fmoc-Ala-OH sidumine ldhtepeptiidile H-asaAla-Phe-NH-vaik ning selle kineetiliste

modtmiste tulemused DMF-s temperatuuril 25 °C, kasutades erinevaid aktivaatoreid.

Aktivaator Lahkuv rithm X Kobs [min™'] Saagis
COMU Oksiima 0,022 £ 0,001 0,99 + 0,01
PyOxim Oksilima 0,023 £ 0,001 0,95+ 0,01
HATU HOAt 0,017 £0,001 0,93 +£0,01

TBTU HOBt 0,004 £ 0,001 0.69 £ 0,05
HCTU 6-CI-HOBt 0,017 £0,002 0,68 = 0,03
BTC? Cl 0,0053 £+ 0,0006 0,67 + 0,03
PyBOP HOBt 0,005 £ 0,002 0.65 £ 0.14
HDMC 6-CI-HOBt 0,016 £0,001 0,55+ 0,02

@ Lahustina kasutati DCM-i.

Asa-peptiidside moodustub BTC-ga 4 korda aeglasemalt, vorreldes aktivaatoritega COMU ja
PyOxim, ning 3 korda aeglasemalt kui HATU, HCTU ja HDMC-ga. Reaktsioonisaagised BTC-
ga jadvad vorreldes koige efektiivsemate aktivaatoritega COMU, PyOxim ja HATU oluliselt
madalamaks. Kineetilise uurimuse tulemused BTC-ga sarnanevad enim TBTU ja PyBOP-ga,
mis nditab, et meie uurimisgrupis testitud aktivaatorite vordluses on asa-peptiidsideme
reaktsioonisaagis BTC-ga madal ning kiiruskonstant {liks vdiksemaid. Seega ei osutunud BTC
piisavalt efektiivseks aktivaatoriks ja endiselt oleks tarvis tShusamaid sidumisreagente, millega

saavutada aktiveeritud aminohappe sidumine hiidrasinoterminaalsele rithmale.
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5. Kokkuvote

Kéesoleva bakalaureusetod eesmérgiks oli hinnata aktivaator BTC efektiivsust asa-
peptiidsiinteesil, uurides kineetilise meetodiga aminohappe seondumist asa-aminohappejadgi
hiidrasinoterminaalsele otsale mudelpeptiidis H-Ala-asaAla-Phe-NH. Saadud tulemustest
jareldus, et asa-peptiidsideme moodustumise reaktsioon ei ldhe 10puni ja on aeglane ning
vorreldes teiste asa-peptiidsiinteesis kasutatud aktivaatoritega, on saagis liiga madal. Seega
tuleks efektiivsemaks asa-peptiidide silinteesimeetodi védlja tootamiseks testida veel
tahkefaasilisel peptiidisiinteesil kasutatud sidumisreagente voi arendada sootuks uusi

aktivaatoreid.
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Summary

Peptides are potential drug candidates due to their extensive biological functions. As they decay
rapidly in living organisms, peptidomimetics have been developed to increase duration towards
enzymatic degradation meanwhile maintaining their good features. One possibility to increase
the metabolic stability of peptide is a change of a-CH group to N atom in one or more amino
acid residues resulting aza-peptides. However, bioactivity of aza-peptides is not extensively

explored yet as there is a need for more efficient methods to synthesize them.

Recently, several SPPS coupling reagents were tested when synthesizing aza-peptide bond by
kinetic methods in our research group. The aza-peptide bond synthesis was approximately 30
times slower than synthesis of peptide bond with most efficient activators. Therefore, more

effective activators are required for synthesis of aza-peptide bond.

Triphosgene has been used as an efficient coupling reagent on difficult SPPS couplings and
aza-peptide synthesis, but the formation of aza-peptide bond has not been investigated

thoroughly yet.

The aim of this research was to evaluate effectivity of BTC as a coupling reagent on synthesis
of aza-peptides. Kinetic measurements were performed to examine coupling of amino acid to
the aza-amino acid residue in model peptide H-Ala-azaAla-Phe-NHa. As a result, the formation
of aza-peptide bond is incomplete and slow. Furthermore, the reaction yield is low compared
to other tested coupling reagents in aza-peptide synthesis. In conclusion, it is necessary to
examine other commercial SPPS coupling reagents or develop new ones in order to elaborate

effective aza-peptide synthesis protocol.
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Tanuavaldused

To6 autor soovib tdnada Anton Mastitski (MSc) teadusgruppi asaAla peptiidijarjestusse
lisamiseks vajaliku prekursori stinteesimise eest. Lisaks avaldatakse tdnu juhendajatele dr Anu
Ploom ja Meeli Arujdoe (MSc), kes olid toeks ning abiks kiesoleva bakalaureusetdd

valmimisele.

Samuti soovib autor tdinada oma perekonda igakiilgse toetuse ning moistmise eest.
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Lisad

1)

mAU

PDA Multi 1 220nm,4nm

11,615

8 9 10 1 12 13 14
min

Liahtepeptiidi H-asaAla-Phe-NH2 (paremal) ja produkti H-Ala-asaAla-Phe-NH: (vasakul)
HPLC neeldumisspekter I'V katse 15-ndal min.

2)

PDA Multi 1 220nm,4nm

11,711

7 8 9 10 11 12 13 14
min

Lihtepeptiidi H-asaAla-Phe-NH: (paremal) ja produkti H-Ala-asaAla-Phe-NH: (vasakul)
HPLC neeldumisspekter IV katse 53 h ja 35-ndal min.

Kromatogrammidel on ndha produktpeptiidi piigi kasv ajas vottes proove reaktsioonisegust,
kus toimus Ala sidumine ldhtepeptiidile asaAla-Phe-NH-vaik. Proovid lahustati 5% ACN/H>0O
lahuses ning sisestati manuaalselt kogusena 40 pl. Proovide analiiiisimiseks kasutati
gradientprogrammi, kus puhver B (0,1% TFA ACN-is) sisaldus kasvas ajas (puhver A 0,1%
TFA H,0-s), kusjuures voolukiirus oli 1 ml/min. Uhendid detekteeriti lainepikkusel 220 nm.
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3)

Inten. (x1,000,000)

1,254 637

1,004 308

330
0,75
393

0,50

353

0.257 501

‘ 450 ‘ 759
538 575

0,00 ‘\‘ AL d wlh ) 3‘\‘ _ 435 \J\ Sl SRV N VR AU Y LA T W T

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 iz

667
) ‘n‘\‘ ;

Produkti H-Ala-asaAla-Phe-NH: massispekter IV katse reaktsioonisegust voetud proovis:

[M+H]"; [M+Na]*; [2M+H]*; [2M+Na]".

4)

Inten. (x1,000,000)
40]
30 261
300
237
2,0
474 495

1,04 322

192 220 439

| | L s 563 ol o 7
0'0 T T I T T T T T T T T

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 miz

Lihtepeptiidi H-asaAla-Phe-NH: massispekter IV Kkatse reaktsioonisegust voetud
proovis: [M+H]"; [M+Na]*; [M+ACN+Na]*; [2M+H]*; [2M+Na]".
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5)

mAU
o PDA Multi 1 254nm,4nm
Y
750
500-|
250
OWJLL
o s 10 45 T T T2 a0
min
Liahtepeptiidi H-asaAla-Phe-NH2 HPLC neeldumisspekter.
6)
Inten. (x10,000,000)
2,0
1,54 1
1,04
05 322
2 22\0 238 282 ZTB 2 ‘ 3?4@
0'0 T T 777\ . T 44 ?51 T 28 T T T \30 T 319\ . T E”ﬁ \342 T A T
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 mz

Lihtepeptiidi H-asaAla-Phe-NH2 massispekter: [M+Na]".

Lisades 5 ja 6 on visualiseeritud ldhtepeptiidi H-asaAla-Phe-NH:> neeldumis- ja massispekter,

mis on saadud valmis stinteesitud H-asaAla-Phe-NH> manuaalsel sisestamisel HPLC-MS-i.
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