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Proteiinkinaasi CK2 bisubstraatse inhibiitori ARC-772 struktuuri varieerimine

Proteiinkinaas CK2 on seotud mitmete oluliste protsessidega rakus, mille abil rakk saab
kasvada ning paljuneda. CK2 on ka ravimi sihtmérkkinaas. Naiteks on téheldatud, et CK2
inhibeerimine omab toetavat mdju véhivastases teraapias. CK2 inhibiitorid on katsetamisel ka
COVID19-vastaste ravimitena. Tartu Ulikoolis arendatavad bisubstraatsed CK2 inhibiitorid,
naiteks ARC-772, on vorreldes monosubstraatsete inhibiitoritega afiinsemad ning

selektiivsemad CK2 suhtes.

Kéesolevas t66s lihtsustati ARC-772 sinteesirada ning uuriti monede struktuursete
modifikatsioonide mdju inhibiitorite vOimele CK2-ga seonduda. Uuritud struktuuri
variatsioonid markimisvaarset méju Ghendite inhibeerimisvéimekusele ei omanud. See néitab,
et antud tlupi inhibiitorite disainil on killaltki palju vabadust, mis vdimaldab muuta tGhendi

teisi omadusi, néiteks vBimet siseneda elusrakku.
Marksdnad: ensiimoloogia, inhibiitorid, proteiinkinaas CK2, keemiline slintees
Modification of the structure of the protein kinase CK2 bisubstrate inhibitor ARC-772

Protein kinase CK2 plays an essential role in many important processes in a cell, which helps
the cell grow and proliferate. CK2 is also a drug térget. It has been shown that inhibition of
CK2 contributes to the anticancer effect of chemotherapeutic agents. In addition, inhibitors of
CK2 are being tested as anti-covid-19 agents in clinical trials. At the University of Tartu,
bisubstrate CK2 inhibitors are developed. An example of these structures is ARC-772. These

inhibitors have improved affinity and selectivity if compared to monosubstrate inhibitors.

In the present work, a simplified synthesis scheme of ARC-772 was developed. Also, structural
modifications of ARC-772 were synthesized and their ability to bind to CK2 was investigated.
It was found that the modifications did not have substantial effect on the affinity. This highlights
the flexibility of the structures and shows that the structures of bisubstrate inhibitors of CK2

could be modified to change other properties such as the ability to enter live cells.
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Luhendid

2-CTC — 2-klorotritudlkloriid

ARC — adenosiini analoogi ja peptiidi v0i peptiidianaloogi konjugaat
ATB - 4-(2-amino-1,3-tiasool-5-ill)bensoehape

ATP — adenosiin-5’-trifosfaat

Boc — tert-buttitlokstkarbonttlrihm

CK2 — proteiinkinaas CK2, vananenud nimetusega kaseiinkinaas 2
DBU - 1,8-diasabitsiiklo[5.4.0]Jundeka-7-een

DCM - diklorometaan

DIPEA — diisopropuiuletudlamiin

DMF — dimetudlformamiid

DNA — desoksuribonukleiinhape

DTT — ditiotreitool, (2S,3S)-1,4-bis(sulfaniiiil)butaan-2,3-diol

EM — emissioonifilter

ESI LC/MS — elektropihustusionisatsiooni vedelikkromatograafia massispektromeeter
EX — ergastusfilter

Fmoc — 9-fluorentiilmetokstikarbontdl

FP — fluorestsentsi polarisatsioon

GTP — guanosiin-5’-trifosfaat

HATU - 1-[Bis(dimetttlamino)metileen]-1H-1,2,3-triasolo[4,5-b]pdridiinium  3-oksiid

heksafluorofosfaat
HBTU — O-(bensotriasool-1-ul)-N,N,N’,N’-tetramettdlurooniumheksafluorofosfaat
HEPES — 4-(2-htdroksiietiiiil)-1-piperasiinetaansulfoonhape

HOBt — 1-hiidroksiibensotriasool



ICso — aine kontsentratsioon, mis inhibeerib 50% algsest aktiivsusest; samuti: aine
kontsentratsioon, mis vahendab mdddetavat signaali pooleni maksimaalsest muutusest

konkureeriva seondumise katses

Ida - iminodi&adikhape

iPrOH — isopropanool

MeCN - atsetonitriil

MeOH — metanool

MTBD — 7-metlul-1,5,7-triasabitsiklo[4.4.0]deka-5-een
NMM — N-metuilmorfoliin

Ns — 2-nitrobenseensulfontiul

bis-PEG5-hape — 4,7,10,13,16-pentaoksanonadekaandihape
pTsOH-H20 — p-tolueensulfoonhappe monohtidraat

TEA — trietutlamiin

TES — trietlilsilaan

TFA — trifluoroetaanhape

TGL — aeglahutusega luminestsentsi modtereziim

THF — tetrahtidrofuraan

TLC — dhukese kihi kromatograafia (ingl k. thin-layer chromatography)

TMR — tuumamagnetresonantsspektroskoopia



1. Teema olulisus ja eesméark

Inimgenoomis leidub 538 proteiinkinaasi kodeerivat geeni. Proteiinkinaasid on ensutimid, mis
katalutsivad fosfortlilriihma lekannet ATP-It substraatvalgu seriini, treoniini voi tdrosiini
aminohappejadgi  hidrokstulrihmale, millega mdjutatakse  substraadi  aktiivsust.
Substraatvalgu mdjutamise tulemusena kontrollivad proteiinkinaasid mitmeid olulisi protsesse
rakkudes, mille hulka kuuluvad metabolism, transkriptsioon, raku liikumine, apoptoos, raku
paljunemine ja ellujaagmine. Uleekspresseeritud voi liigaktiivseid proteiinkinaase seostatakse
mitmete haigustega ning muteerunud kinaasid on sageli onkogeneesi alustajaks. Liigaktiivsuse
pidurdamiseks on vaja leida inhibiitoreid ehk tihendeid, mis kinaasiga interakteerudes péarsivad
selle aktiivsust. Inhibiitorite arendamine on ravimitdostuses téhtsal kohal ning tdnaseks on

ravimitena kasutusel Gle 70 proteiinkinaasi inhibiitori.

CK2 soodustab vahirakkudes angiogeneesi, mis aitab suurendab véhkkasvaja elujdulisust.
Seetdttu on CK2 aktiivsuse parssimine potentsiaalne suund uutele vahiravimitele. Praeguseks
on Kkliinilistesse katsetesse joudnud kaks thendit, mis inhibieerivad CK2-kataludsitavad
fosforuitilimisreaktsiooni. Tartu Ulikooli keemia instituudi meditsiinilise keemia to6grupis on
valja tootatud bisubstraatsed CK2 inhibiitorid (ARC-d), mille struktuuris on thendatud l&bi
vaheluli nukleosiidi mimikeeriv fragment ning fiisioloogilises keskkonnas negatiivselt laetud
valksubstraat. VVorreldes monosubstraatsete CK2 inhibiitoritega, seonduvad ARC-d korraga
kinaasi mdlemasse aktiivtsentrisse, mille tulemuseks on suurenenud afiinsus ning selektiivsus
CK2 suhtes. Fluorestsentsmargistatud ARC-e saab kasutada inhibiitorite seondumise

iseloomustamiseks ning kinaaside kontsentratsiooni maaramiseks.

Antud t66 lahtub varempublitseeritud bisubstraatsest inhibiitorist ARC-772. T60 eesmérk on
lihtsustada ARC-772 siinteesirada, mis vdimaldaks lihtsasti varieerida struktuuris paikneva
vahelili kiljes olevat ahelat; samuti néidata, kuidas muutub inhibiitori v8ime seonduda
proteiinkinaasiga CK2, kui struktuuris teostada karbokslulriihmade asendamist teiste

rihmadega.



2. Kirjanduse ulevaade
2.1. Proteiinkinaasid

Proteiinkinaasid on ensiiiimid, mis Kkataliitisivad y-fosforutlrihma ulekannet adenosiin-5’-
trifosfaadilt kas lipiidide, suhkrute vdi valkude hidrokstdlrihmadele (Joonis 1). Valkude
fosforudlimine on Uks post-translatoorseid modifikatsioone, mis suurendab proteoomi
mitmekulgsust ning on oluline valkude aktiivsuse reguleerimisel. Proteiinkinaasid kataltitsivad
fosforudlrihma  Ulekannet  substraatvalgu  seriini, treoniini  vOi  tlrosiini  jaagi
hidroksullrihmale ning proteiinkinaase jaotatakse kolme gruppi vastavalt nende
sintmérkidele — turosiini-spetiifilised, seriini/treoniini-spetsiifilised ning mdlema, tlrosiini ja
treoniini-spetsiifilised kinaasid [1]. Inimkinoomis leidub 538 proteiinkinaasi [2—4], millest

enamik on seriini-treoniinikinaasid [2].
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Joonis 1. Fosfortrihma tlekanne ATP-It substraadile (R — substraat) [2]

Valkude fosforullimisega saab mdjutada nende aktiivsust kutsudes esile konformatsioonilise
muutuse — valgud kas aktiveeruvad voi inaktiveeruvad [5]. Seondunud fosforttlrihm suudab
moodustada tugevaid vesiniksidemeid, mis vdivad mdjutada sisemolekulaarseid voi
molekulidevahelisi interaktsioone [2]. Substraatvalgu aktiivsuse mojutamise tulemusena
kontrollivad proteiinkinaasid pea koiki protsesse eukartiootsetes rakkudesnagu metabolism,
transkriptsioon, raku liikumine, apoptoos, raku paljunemine ja ellujg&@mine. Valkude
fosfortiulimine maéngib kriitilist rolli rakkudevahelisel suhtlusel raku arengujargus,

fusioloogilistes vastetes, homdoostaasis ning ka narvi- ja immuunsisteemi funktsioneerimises

[3].

Omades mitmeid tdhtsaid rolle organismis, nditeks raku elusuutlikus ja paljunemine, on
muteerunud liigaktiivseid voi Uleekspresseeritud proteiinkinaase seostatud mitmete haigustega.
Muteerunud kinaasid on sageli onkogeneesi alustajaks, kuid need omavad téhtsust ka
poletikulistes haigustes, diabeedis, nakkushaigustes ning kardiovaskulaarsetes haigustes
[2,4,6]. Fosfortitlimistasakaalu probleemidest pdhjustatud tagajargede t6ttu on see enstiimide

perekond tOusnud tahtsaks ravimisintméargiks, millele kuni 33% (lemaailmsest



ravimiarendusest on téhelepanu suunanud [6]. Ravimina kasutusele v6etud proteiinkinaaside

inhibiitoreid on tanaseks tle 70 [7].
2.2. Proteiinkinaas CK2

Proteiinkinaas CK2 (vananenud nimetusega kaseiinkinaas 2) (Joonis 2) on korgelt
konserveerunud jarjestusega seriini ja treoniini jadke fosforluliv proteiinkinaas, mis
moningatel juhtudel suudab fosfortilida ka ttrosiini jaéke. Fosforitlrihma doonoriks saab olla
nii ATP kui ka GTP. CK2 vdib esineda kas vaba kataltiutilise alatihikuna voi tetrameerse
holoensiiimina. Viimane koosneb kahest katalutilisest alathikust (CK2a ja CK2a’) ning
kahest regulatoorsest alatihikust (CK2p). Katalttilised alathikud on kodeeritud kahe geeni
poolt ning regulatoorne alathik Ghe geeni poolt. Regulatoorne alaiihik md&jutab substraadi

spetsiifilisust ning stabiliseerib kataltiutilist alatihikut [8,9].

Joonis 2. CK2 holoensiiiim [9]. Joonis esitatud muudetud kujul.

CK2 aktiivsust reguleeritakse mitmete bioloogiliste signaalradadade abil. Regulatsioon saab
toimuda Kkinaasisiseselt ning -valiselt 1&bi post-translatoorsete  modifikatsoonide,
valkudevaheliste ning vaiksemate biomolekulide interaktsioonide [9]. Kinaasi alalihikud
voivad Uksteist vastastikuselt reguleerida, nt. CK2 katalttilise alaiihiku CK2a inhibeerimine
viahendab CK2p ekspressiooni ja vastupidi [8,9]. VOrreldes teiste proteiinkinaasidega, on CK2
pidevalt aktiivne [10-12].



Proteiinkinaas CK2 on atsidofiilne kinaas, mis tunneb &ra substraadid, millel on negatiivse

laenguga aminohappejadgid. Ensiiiimi poolt dratuntav valksubstraadi konsensusjarjestus on:
(E/DIX)-(SITIY)-(D/E/X’)-(E/DIX)-(E/D)-(E/D/X),

kus E/D on glutamaadi vO0i aspartaadi aminohappejaék, S/T/Y (vastav aminohappejadk seriin,
treoniin vGi tdrosiin) on fosforiiilriihma aktseptor, x ja x’ on positiivse laenguta
aminohappejaak, millest x” vilistab proliini. Tahtsamad happelised aminohappejéégid on n+3
ning n+l asendis, kus n on fosfortllitav aminohappejdédk. Happelise aminohappejaagi
puudumisel n+3 asendis leidub see n+1 asendis ning vastupidi. Asendite n-1 ja n+4 vahel
asetsevad aluselised aminohappejaagid viaga harva, sest positiivsed laengud nendel

positsioonidel takistavad sidumist [13].

CK2 on pleiotroopne ehk kinaasil on palju fosfortilitavaid substraate, mida on avastatud ule
400 [8,10]. CK2 leidub nii rakutuumas, tsitoplasmas, mitokondris kui ka rakuvalises
maatriksis. Samuti on CK2a ning CK2p levinud ajus ning endokriinses koes. CK2 substraadid
saab jagada kolme klassi vastavalt sellele, milline molekulaarne CK2 vorm fosforutlimist
katalliusib. Esimest klassi substraate fosforudlib nii holoensiium kui ka vabad CK2
kataltiutilised alathikud. Teist klassi substraate fosforliilivad ainult CK2 kataldtilised
alatihikud ning kolmandat klassi substraate fosforiitlib CK2 holoensiiim, sest on vajalik
regulatoorse alathiku ning substraadi interaktsioon. Ligi kolmandik CK2 substraatidest on
seotud geeniekspressiooniga, valgusiinteesiga, samuti on paljud substraadid tahtsad viiruse
elutstikliks. CK2 on seotud pea koikides raku votmeprotsessides: kinaas suurendab raku kasvu
ja paljunemist, muudab raku morfoloogiat ning kutsub esile angiogeneesi [8]. CK2 stabiliseerib
kasvajaantigeeni p53, mis vastutab rakkude apoptoosi ja DNA paranduste eest. DNA kahjustuse

korral p53 kas parandab v@i héavitab vigastatud raku [9].

Tuginedes CK2 pidevale aktiivsusele, tema olulisele rollile raku elutstklis ja ellujgdmises ning
faktile, et vahirakud on justkui sdltuvuses CK2 aktiivsusest, on andnud perspektiivi, et ensutimi
inhibeerimise tulemusena on vdimalik haigusi kontrolli alla saada. CK2 inhibeerides pidurdub
angiogenees ning kutsutakse esile rakusurm, mille tagajarjel vaheneb vahirakkude levik
[8,10,12]. Seega, CK2 inhibeerimine vdib osutuda edukaks variandiks takistamaks haiguste

levikut.
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2.3. Proteiinkinaas CK2 inhibiitorid

Proteiinkinaas CK2 liigaktiivsuse pidurdamiseks on vaja leida ained ehk inhibiitorid, mis seda
reguleerivad. Proteiinkinaasidel on kaks sidumispiirkonda, tks ATP jaoks ning teine
valksubstraadi jaoks. Et inhibeerimine toimiks on tarvis takistada enstiimi té6d konkureerivate,

ebakonkureerivate voi mitte-konkureerivate inhibiitoritega.

CKZ2 on organismis naturaalselt inhibeeritav. Kinaas on tundlik mitmetele post-translatoorsetele
modifikatsioonidele, nt. CK2 aminohappejadgi S347 glikosuilimine, mis vdib pdhjustada
kinaasi lagundamist proteasoomi poolt. Liigse fosforutlimise peatamiseks on tahtis roll ka CK2
interaktsioonil teiste valkudega. Ka vaiksemad molekulid on inhibeeriva toimega. Negatiivselt
laetud polisahhariidi  hepariini  elektrostaatiline interaktsioon CK2-ga pdhjustab
inhibitsiooni [9].

Enamjaolt on uuritud ATP-konkurentseid inhibiitoreid. Moningaid kuni nanomolaarse
afiinsusega CK2 suhtes leiutatud inhibiitoreid (Joonis 3) on saatnud probleemid. Antrakinoonil
emodin, Ki vaartusega 1,90 uM, puudus spetsiifilisus. Poltihalogeenitud heteroareenidest, nagu
TBB (Ki= 0,04 pM), voivad tekkida organismis toksilised metaboliidid. 1QA, mis on
selektiivne ning efektiivne CK2 inhibiitor, pole vesikeskkonnas piisavalt stabiilne, et kasutada

seda ravimina [14].

ATP-konkurentsete inhibiitorite kasutamine on raskendatud, sest ATP on proteiinkinaaside
Uhine substraat ja selle sidumistasku on kinaasidel sarnase ehitusega, mis muudab selektiivsuse
saavutamise keerukaks. Proteiinkinaasid aga seovad erinevaid valke, mille analoogide vélja
tootamine voiks selektiivsust parandada, kuid sellisel lahenemisel lasub jargmine probleem —
rakumembraanilabitavus. ATP taskus on vaikeste molekulide sidumisega voimalik saavutada
lihtsamini suuremat sidumisvdimet, aga valksubstraadi sidumise piirkond on kinaasi pinnal,
sellised inhibiitorid on suuremad hudrofiilsemad struktuurid, mille korral on raskendatud raku
plasmamebraani labimine. Uhtlasi CK2 on atsidofiilne kinaas, mis tdhendab, et kinaas seob
negatiivselt laetud substraate. Valksubstraadiga konkureeriv CK2 inhibiitor peab seega olema

negatiivselt laetud, kuid sellisel Ghendil on rakku sisenemine raskendatud [11].
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Joonis 3. Proteiinkinaas CK2 ATP konkurentsed inhibiitorid

Seniks on Kliinilistesse katsetesse joudnud kaks proteiinkinaas CK2-le suunatud inhibiitorit
(Joonis 4), ATP-ga konkureeriv. CX-4945 ning Uks peptiidne valksubstraadi
fosfoaktseptordomeenile seonduv inhibiitor CIGB-300 [9].

C& e
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Joonis 4. CIGB-300 (ilal) ning CX-4945 (all) struktuur

CK2-I on roll ka koroonaviiruse haiguses (COVID-19), mida pdhjustab viirus SARS-CoV-2.
CK2 ja teiste seotud kinaaside inhibeerimise tulemusena saavutasid Bouhaddou et al. [15]
viirusvastase toime. Té0deldes SARS-CoV-2-ga nakatatud rakke CK2 inhibiitori CX-4945-ga,
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vaheneb maérgatavalt viraalne sisaldus [9]. CK2 roll SARS-CoV-2 elutsiklis on piisavalt
oluline, et CX-4945 on joudnud Kkliinilistesse katsetesse, et olla potentsiaalne ravim

koroonaviirusesse nakatunud keskmise kuni t@siste haigusnéhtudega patsientidele [16,17].
2.4. ARC-tuupi proteiinkinaas CK2 inhibiitorid

Omavahel Uhendatud ATP ning konkreetse kinaasi substraati mimikeerivaid inhibiitoreid
kutsutakse bisubstraatseteks inhibiitoriteks, millel on suurem selektiivsus ning sidumisvdime
kui monosubstraatsetel inhibiitoritel. Tartu Ulikooli keemia instituudi meditsiinilise keemia
uurimisrihmas tootatakse vélja ARC-e (Joonis 5). CK2-le seonduvad ARC-id koosnevad
nukleosiidi mimikeerivast fragmendist ning fusioloogilises keskkonnas negatiivselt laetud
valksubstraati (peptiid vdi peptoid), mis mimikeerib CK2 konsensusjarjestust. Kahte fragmenti
uhendab uheks vaheluli. ARC-d seonduvad korraga mdlema proteiinkinaasi substraadi
sidumiskohta, mille t6ttu on saavutatud pikomolaarses suurusjargus afiinsused CK2 suhtes
[11,18,19].

ARC-dele on voimalik kinnitada fluorestsentsvarv, mis vdimaldab Uhendit kasutada
biosensorina. ARC-Fluo on Uhendid, millel on fluorestsentsmérgis ning fluorestseeruvad
olenemata, kas on kinaasiga seondunud voi mitte. ARC-Fluo sonde saab kasutada FP
md6tmisel pohinevais sidumiskatsetes. ARC-Lum(Fluo) on ARC-Fluo, mille ATP-taskusse
seonduv fragment sisaldab vaavli voi seleeni heterotsiklit. Sellisel ARC-I on olemas nii
fluorestsents (mille intensiivsus ei s6ltu kinaasiga seondumisest, kuid FP sdltub) kui aeglaselt
kustuv fotoluminestsents (mille intensiivsus sdltub kinaasiga seondumisest). ARC-Lum(Fluo)
sonde saab kasutada nii aegviivitusega luminestsentsi kui FP mdd&tmistel pdhinevais
sidumiskatsetes. Klassikaliselt on inhibiitorite toimet ja Kkinaasi aktiivsust mdddetud
enstiimkataluiitilise reaktsiooni kineetikat uurides, kasutades substraadina ATP-d, millel on
radioaktiivset fosforit sisaldav y-fosforullrihm. Viimase ké&sitsemine vajab spetsiaalseid
ettevaatusabindusid. Fluorestsentsi mdoodtmisel pohinevad  sidumiskatsed  on

kasutajas6bralikumad ja ohutumad [20,21].
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Vahelili

Joonis 5. Proteiinkinaasi CK2 bisubstraatse inhibiitori ARC-772 struktuur

Negatiivse laenguga ARC-e on edukalt viidud l&bi raku plasmamembraani, kui valksubstraati
mimikeerivas ahelas kasutada peptiidi asemel peptoidi, mille karboksudlriihmad maskeeritakse
atsetokstimetulestrina (AM-ester) (Joonis 6). Selline muudatus aitab ajutiselt kaotada laengud,
estrid hiidrollusitakse rakus esteraaside abil ning inhibiitor vabaneb aktiivsena. Proteollutilise
lagunemise vastu stabiilsuse suurendamiseks peab kasutama peptiidiosas D-aminohappeid voi
peptiidide asemel peptoide [22].

r g
0 N O So o o 0 9y O\/Oj(
2 LZ}/@{J\NHU\/E(N\/\W\/\)\N/\(N\)\NI o

Joonis 6. ARC-775 (ARC-772 heksa-AM-ester) struktuur

ARC-i ATP-taskusse seonduva fragmendina on kasutatud ka CX-4945 ning TBBi derivaate
(ARC-1424 ning ARC-1502 (Joonis 7)), mis on osutunud tShusateks ja selektiivseteks CK2
bisubstraatseteks inhibiitoriteks (Kd = 0,037 nM ja 0,5 nM vastavalt).
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Joonis 7. ARC-1424 ning ARC-1502 struktuurid
2.4. Fluorestsentsi anisotroopia

Proteiinkinaasi inhibiitoreid saab iseloomustada mdo6tes fluorestsentsi anisotroopiat, mille
korral kiiritatakse proovi polariseeritud valgusega. Anisotroopia muutus on tingitud lahuse
viskoossusest ning molekuli suurusest. Madala viskoossusega lahuses poorleb fluorofoor
kiirelt, mis pdhjustab depolariseeritud valguse emissiooni. Fluorofoori molekulid, mis on

vaikesed, podrlevad lahuses kiiremini kui suuremad molekulid, nagu valgud [23].

Vaba ligand, millele on kinnitatud fluorestsentsmargis, poorleb lahuses valgule seondumata
kiirelt. Parast vaikese lahuses vaba fluorofoori molekuli kiiritamist polariseeritud valgusega, on
selle poolt emiteeritud valgus algse polarisatsioonitasandiga tugevalt depolariseeritud, sest
algse polariseeritud footoni ning ergastatud footoni vonketasapinnad on kiire po6rlemise tottu
erinevad ning anisotroopia vaartus on selle tttu madal. Valgud on vérreldes inhibiitoritega
suuremad ning poorlevad lahuses aeglasemini. Fluorofoor, mis on valgule seondunud,
emiteerib pérast polariseeritud valgusega ergastamist vdhem depolariseeritud valgust ning
pohjustavad kbrge anisotroopia véartuse (Joonis 8). Fluorestsentsi anisotroopia mdotmiste abil

saab iseloomustada inhibiitorite seondumist proteiinkinaasidele [23].
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kiirelt podrlev, aeglaselt poorlev,
madal fluorestsentsi  koérge fluorestsentsi
anisotroopia anisotroopia

Joonis 8. Fluorestsentsi anisotroopiat seletav joonis
2.5. Fotoluminestsents

Elektromagnetkiirguse neelanud osake laheb ergastatud olekusse, mis on ebastabiilne ning
naaseb pdhiolekusse, mille kdigus vabaneb neelatud energia kas valguse v0i soojuse naol.
Valgusena vabanenud energiat nimetatakse fotoluminestsentsiks. Fotoluminestsents jaotub
kahte liiki: fosforestsents ja fluorestsents. VValgusallikaks fosforestsentsi kui ka fluorestsentsi
korral voib olla rontgenkiirgus, ultraviolettkiirgus, ndhtav valgus voi y-Kiirgus [24]. Erinevus
kahe liigi vahel seisneb selles, et fluorestsentsi puhul ei toimu elektronide spinni muutumist
[23]. Ergastus- ja emissioonilainepikkus on alati erinevad, sest esineb energiakadu, seega on
emiteeritud valgus pikema lainepikkusega (Stokesi nihe). Protsessi saab kirjeldada Jablonski

diagrammi abil (Joonis 9).

Pdhiolekus (So) ergastatakse molekul kdrgemale singletsele ergastatud energiatasemele (S1, S2),
mille jarel toimub sisekonversioon Sn — Sn-1. Fosforestsentsi korral toimub susteemivaheline
uleminek singletsest olekust tripletsesse olekusse Sn-1 — Tn, mille korral muutub ka elektroni
spinn. Tripletsest olekust saab tagasi minna singletsesse pdhiolekusse, mille jarel vabaneb
energia soojusena VvOi toimub valguse emissioon fosforestsentsi ndol, mis kustub

eksponentsiaalselt 10 sekundi kuni Ghe minuti jooksul [25].
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Joonis 9. Jablonski diagramm [23]. VR on vibratsiooniline relaksatsioon, ISC on

suiisteemivaheline ileminek, IC on sisekonversioon.

Fluorestsentsi korral on protsess sarnane, kuid puudub siisteemivaheline Gleminek singletsest
olekust tripletsesse olekusse. Péarast molekuli ergastumist kdrgemale singletsele
energiatasemele, toimub sisekonversioon, millele jargneb vibratsiooniline relakseerumine
madalaimale ergastatud energiatasemele ja seejarel fluorestsents, kui saavutatakse taas

pdhiolek. Fluorestsentsi puhul kustub valgus eksponentsiaalselt 10-°~10- sekundi jooksul [25].
2.6. Aegviivitusega luminestsentsi mddtmine

Aegviivitusega luminestsentsi (ingl. k time gated luminescence, TGL) mdGtmist saab
rakendada thenditega, millel on pika elueaga luminestsentsi signaal. Meetodi korral kiiritatakse
proovi vélklambiga ning modtmist alustatakse teatud aja moéoddudes (Joonis 10). Selline
l&henemine on vajalik, et valtida kiiremini kustuva taustfluorestsentsi mdotmist, mis voib olla
pohjustatud proovi, nditeks rakkude fluorestseerumisest, valklambi kustumise Kkiirusest ja teiste
mdoteslsteemi komponentide fluorestsentsist. Meetodi tootamiseks tuleb kasutada sonde,
millel on luminestsentsi eluiga pikem, kui taustfluorestsentsil, mikro- vdi millisekundi
skaalas [23].
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Joonis 10. Aegviivitusega luminestsentsi médtmine. Sinine: tausta fluorestsents, roheline:

aeglaselt kustuv fotoluminestsents.
2.7. Tahkefaassuintees

Peptiide on vdimalik sinteesida nii vedelas kui ka tahkel faasil ehk reaktsioonisegus
lahustumatul poliimeeril. Tahkefaassiinteesistrateegia korral peptiidahela lesehitamine algab
C-terminaalsest otsast, mis on kinnitatud tahkele kandjale ehk vaigule (ingl k. resin). Vaik,
mille kilge peptiidijarjestust ehitatakse, on reaktsioonikeskkonas lahustumatu. Tahke kandja
kuljes on kindel arv funktsionaalriihmi, mille kulge peptiidahel kinnitub. Funksionaalriihmade

moolide arvu tahke kandja massilhiku kohta nimetatakse mahtuvuseks (ingl k. loading) [26].

Tahkefaassilinteesi eeliseks tavalise lahusefaassiinteesi ees on kerge puhastamisvdimalus
vaheetappides (filtreerimine), mistottu saab kasutada reagentide suuri UGlehulki, et kiirendada
reaktsioone. Uhtlasi on tahke kandjaga seotud saaduste eraldamine reaktsioonikeskkonast
lihtne ning meetodit on vdimalik automatiseerida. Reagentide kulu tahkel faasil stinteesides on
suurem, mis uhtlasi on selle meetodi tiks puudustest. Reaktsioonikulgu on lahusefaasis vdimalik
mitmete erinevate meetoditega jalgida, ks lihtsamaid meetodeid on plaanarkromatograafiline
analtiis (TLC). Tahkefaassunteesi puhul on meetodite valik piiratud, sest peptiidijérjestus on
vaigu kiljes kinni. Vaigu kiljes oleva peptiidi analusimiseks saab mingi koguse ehitatud
jarjestusest vaigult maha kliivida ja seejérel teostada analtitis, kuid see on uldiselt tdémahukas
javéhendab saagist. Funktsionaalrihmaseptsiifilised varvusreaktsioonid on peamised meetodid

tahkefaassunteesi progressi jalgimisel [26].

Peptiidisuntees tahkel kandjal algab N-kaitstud aminohappe C-terminaalse otsa lisamisega

vaigule (Skeem 1).
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Skeem 1. Peptiidi suntees tahkel kandjal. 1) Aminohappe kinnitamine tahkele kandjale
(t&histatud musta kuulikesega); 2) kaitserihma eemaldamine aminohappelt; 3) uue liidetava
aminohappe karboksuulrihma aktiveerimine; 4) uue aminohappe liitumine; 5)
peptiidijarjestuse eemaldamine tahkelt kandjalt. Etappe 2—4 korratakse kuni saadakse soovitud

peptiidijarjestus. PG on kaitserihm, LG on lahkuv rihm.

Seejarel eemaldatakse peptiidi N-terminaalne kaitserihm ning lisatakse jargmine aminohape,
mille karboksuulrihm tuleb aktiveerida, sest peptiidsideme teke karbokstulhappe ja primaarse
amiini vahel on koérge aktivatsioonienergiaga. Aktiveerimiseks muundatakse karboksutlrihm
tavaliselt kas aktiivestriks vdi anh(driidiks. Aktivaatorid on uldiselt fosfooniumi,
amiiniumi/urooniumi reagendid voi karbodiimiidid (Joonis 11). Kui lisatav aminohape sisaldab
reaktsioonivlimelist korvalriihma, tuleb see Kkaitsta ortogonaalselt, st kaitserthmad on

eemaldatavad eri tingimustes [26].

CL )

_N _N N

)\MC/ Y N O N
OH

N,N'-diisoproputlkarbodiimiid N,N'-ditsiikloheksiilkarbodiimiid 1-hiidroksti-benstriasool (HOBt)
Joonis 11. Karboksullrihma aktivaatorid

Tudpilised aminohapete a-aminorihma kaitserthmad on Fmoc- ning Boc-riithm (Joonis 12).
Fmoc on eemaldatav 20%-lise piperidiini lahusega DMF-s ning Boc rihm eemaldatav TFA-ga.
Soovitud jérjestuse omandamisel eemaldatakse vaigult jarjestus ehk kliivitakse (ingl k.
cleavage) [26].
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Joonis 12. Boc ja Fmoc kaitseriihm

Tahkefaass(inteesi meetodiga saab siinteesida ka teisi peptiidilaadseid struktuure. Peptoidid on
peptiidilaadsed struktuurid, mille korral poluamiidi kiilgahelad ei paikne mitte a-sisiniku, vaid

a-aminortihma kuljes (Joonis 13).

P b )

n
N-asendatud glitsiin 3
vdi a-peptoid o-peptiid

X m

Joonis 13. Peptoidi ja peptiidi vordlus

Uheks vodimaluseks peptoidahela ehitamiseks on submonomeerne siintees, mille korral
vahelduvad atsttlimise ning N-alktulimise etapid (Skeem 2). Sarnaselt peptiidistinteesile algab
C-terminaalse otsa kinnitamine tahkele kandjale, milleks kasutatakse halodadikhapet, millele
jargneb N-alktulimine, kus lisatava N-asendatud Uhendi aminorihm asendab haliidi ning
moodustub peptoid. Sellele jargneb atstilimine samuti halodddikhappega, mis aktiveeritakse

karbodiimiidiga ning etappe korratakse kuni saavutatakse soovitud jarjestus [27].
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Skeem 2. Peptoidisuntees tahkel faasil. 1) Halo&dadikhappe (skeemil bromodadikhape) lisamine
tahkele kandjale (t&histatud musta kuulikesena); 2) N-alklulimine, moodustub peptoid,;
3) korratakse atsttlimist halodéadikhappega ning N-alkidlimist, kuni soovitud jarjestus

saadakse ning 4) eemaldatakse stinteesitud tihend vaigult.
2.8. Sekundaarse amiini stinteesistrateegiad

Meetodeid erinevate asendusriihmadega sekundaarsete amiinide siinteesimiseks on mitmeid
(Joonis 14), kuid paljude meetodite puhul esineb soovimatuid kdrvalprodukte. Alktulhaliidi
reageerimine primaarse amiiniga annab paralleelselt tertsiaarse amiini vOi kvaternaarse
ammooniumsoola [28]. Tahkel faasil reaktsioon amiini ja Uleliigse aldehiiidiga tekitab
tertsiaarseid amiine, mis alandab saagiseid [29]. Eeldusel, et struktuuris ei esine muid tundlikke
funktsionaalrihmi, saab amiine reageerima panna karboksiulhappega ja saadud amiid

redutseerida amiiniks [28].
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Joonis 14. Sekundaarse amiini stinteesistrateegiad

Uks edukas variant [28-31] on rakendada Fukuyama alkuiilimist, mille korral primaarne amiin
konverteeritakse 2-nitrobenseensulfoonamiidiks (Ns) v@i 2,4-dinitrobenseensulfoonamiidiks

(DNS). Fukuyama alkidlimine toimub kolmes etapis (Skeem 3).

O,N

R 0
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NH, + Cl—ﬁ - NHS
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LNH RS Ri i

| ~— N73

Skeem 3. Primaarse amiini konverteerimine sekundaarseks amiiniks Ns-strateegiaga

Primaarse amiini reaktsiionil NsCl-ga tekib 2-nitrobeneensulfoonamiid (Ns-amiid), mis on
piisavalt happeline, et panna see reageerima alkttlhaliidiga aluse juuresolekul, mille abil saab
N,N-asendatud sulfoonamiidi edukalt ka tahkefaasstinteesis [32]. Ns riihm eemaldub tiooli abil,
mis moodustab Meisenheimeri kompleksi (Joonis 15), millest vabaneb vaba sekundaarne amiin
[28].

22



Meisenheimeri
kompleks

Joonis 15. Ns rihma eemaldamine [32]

Ns-kaitstud aminohapetelt kaitseriihma eemaldamine 2-merkaptoetanooli abil eemaldatakse
Ns-rihm ainult sellistel Ghenditel, millel N-alktulimine on olnud edukas ning alkttlimata
variandilt Ns-rihm ei eemaldu [30]. Kui molekulis on korraga nii Ns ja DNs rihm, siis

selektiivselt on vdimalik DNs riihm eemaldada [28].
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3. Eksperimentaalne osa
3.1. Kasutatud kemikaalid

DMF, isopropanol, diklorometaan, dietiitileeter, metanool, trietditlsilaan,
diisopropiiiiletiitilamiin, Tween 20 (P20), tiontulkloriid, tetrahtdrofuraan, 2-aminoetanool, 7-
metiidl-1,5,7-triasabitstklo[4.4.0]deka-5-een, p-tolueensulfoonhappe monohidraat,
merkaptoetanool ja bromoetaanhappe tert-butlilester osteti firmast Sigma Aldrich. HBTU
osteti firmast Iris Biotech GmbH. HOBt-H20 osteti firmast Novabiochem. 4-metaalmorfoliin,
1,8-diasabitsiiklo[5.4.0]Jundeka-7-een ja puiridiin osteti firmast Fluka. Trifluoroetaanhape,
kloroform ja ditiotreitool osteti firmast Fischer Scientific. HEPES osteti firmast Calbiochem.
Naatriumkloriid osteti firmast Riedel-de Haén. Etullatsetaat osteti firmast Lach:ner.
Trifenliilmetanool osteti firmast Fabrika Khimreaktivov g Lvov. Jodometaan ja nostdlkloriid
(NsCI) osteti firmast Acros. HATU osteti firmas Anaspec. 5-klorometiiltetrasool,
bromoatsetamiid, = 12-aminododekaanhape,  bis-PEG5-hape = (CAS  439114-13-3),
oktadekaandihape ning  2-(tert-butlildimetullsilttloksi)etaanamiin -~ osteti  firmast
Fluorochem. MgSOs osteti firmast Mallinckrodt. Ko&iki kemikaale kasutati tdiendava
puhastamiseta. tBu-ATB siinteesisid samas laboris Eva Lea Jaager ja Kaido Viht. ARC-772
stinteesis varasemalt samas laboris Kaido Viht. Vaigu [Ida(tBu)]s-2CTC stinteesis t60 autor

bakalaureusetdd raames. CX-4945 osteti firmast MedChemEXpress.

Bioloogilistes katsetes kasutati puhvrit: 50 mM HEPES, 150 mM NacCl, 0,005% P20, 5 mM
DTT, pH =75.

3.2. Kasutatud aparatuur

UV-Vis spektreid moddeti spektrofotomeetriga NanoDrop 2000c (Thermo Scientific).
Spektreid moddeti lahuses ruumalaga 1,5-2 ul optilise teepikkusega 0,1 cm. Inhibiitorite

kontsentratsioonide arvutamiseks kasutati Lambert-Beeri seadust (Valem 1).
AA) = e(Mcl, (1),

kus A on lainepikkusel 4 valguse absorptsioon lahusekihis paksusega |, & on
neeldumiskoefitsent (M-tcm?) lainepikkusel A ja ¢ on aine kontsentratsioon. T60s kasutatud

inhibiitorite neeldumiskoefitsendid on toodud tabelis 1.
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Tabel 1. Kasutatud inhibiitorite neeldumiskoefitsendid

Uhendi kood & (Amax) (Mcm™) Amax (NM)
ARC-809 — ARC-815 23 000 320
ARC-772 23 000 320
ARC-784 270 000 650
Uhend 6 9000 364

Korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) anallitisiks kasutati Schimadzu Prominence LC
Solution HPLC kromatograafi SPD M20A. Pdordfaaskromatograafia teostati kolonniga
Phenomenex Gemini Cis (250x4,6 mm), osakese suurusega 5 um. Elueerimiseks kasutati
MeCN/H20 (0,1% TFA) gradienti voolukiirusega 1 ml/min. Kromatogrammid detekteeriti
dioodrivi UV-Vis absorptsioonidetektoriga SPD M20A. Massispektreid moddeti ESI mass-

spektromeetriga Schimadzu LCMS-2020 positiivse ionisatsiooni reziimis.

Tuumamagnetresonantsspektrid (TMR) mdddeti spektromeetriga Bruker Avance Il HD. H
TMR mdddeti sagedusel 700 MHz ning 3C TMR spektrid mdddeti sagedusel 176 MHz.
Sisestandardina kasutati tetrametiilsilaani (TMS). Spektrite m&dtmiseks lahustati ained

deutereeritud lahustis 0,5 ml ruumalas.

Luminestsentsi mddtmised mikroplaadil teostati mikroplaadilugejaga PHERAstar (BMG
labtech). Lahused moddeti 20 pl lahuse ruumalas 384 slivendiga mittesiduva pinnaga
mikrotiiterplaadil (Corning) 30 °C juures. Mikroplaadi inkubeerimiseks kasutati THERMOstar
mikroplaadi inkubaatorit (BMG labtech). Andmetdotluseks kasutati tarkvara Graphpad Prism

(versioon 6).
3.3. Sunteesieeskirjad
3.3.1. 12-aminododekaanhappe metutlestri vesinikloriidhappe soola (1) stintees

Jadvannis 12-aminododekaanhappe (246 mg, 1,14 mmol, 1 ekv) lahusele metanoolis (2,5 ml,
65,54 ekv), lisati tilkhaaval SOCI2 (202 pl, 3 ekv). Jd&dvann eemaldati ning reaktsioonisegu

kuumutati Gle6d 100 °C juures. Lenduvad komponendid eemaldati rotaatoraurustis. Saadust
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analliisiti TLC (Rf= 0,25) abil, kus eluendina kasutati CHCls/MeOH (10:1, v/v) segu, kuhu oli
lisatud 3% TEA ning TLC plaat ilmutati metullkollase lahusega. Saadi 12-
aminododekaanhappe metidlestri vesinikloriidhappe sool (1) saagisega 97% (240 mg)
(Joonis 16). Uhendi struktuur tdestati TMR abil.

Uhend 1: *H TMR (700 MHz; DMSO-d6; MesSi) §: 8,01 (3H; s; NHs*), 3,56 (3H; s; ~OMe),
2,69-2,75 (2H; m; CH2), 2,27 (2H; t; J = 7,4 Hz; CH2), 1,46-1,57 (4H; m; (CH2)2), 1,19-1,31
(14H; m; (CH2)7. 3C TMR (176 MHz; DMSO-d6; MesSi) 5: 173,8; 51,6; 40,4; 39,1; 33,7; 29,3;
29,2; 29,1; 29,0; 28,9; 27,3; 26,3; 24,9 (Lisa 1).

+
H N\/\/\/\/\/\)J\
3 O/

Joonis 16. 12-aminododekaanhappe mettdlestri vesinikloriidhappe soola struktuur
3.3.2. 3-[(2-nitrobenseen-1-sulfonttl)amino]dodekaanhappe metidlestri (2) stintees

12-aminododekaanhappe mettulestri vesinikloriidhappe sool (1) (50 mg, 0,18 mmol, 1 ekv)
lahustati THF-s (2 ml), kuhu lisati NsClI (52,94 mg, 1,27 ekv) ning TEA (84 ul, 3,2 ekv) ning
jaeti reageerima (le66. Lenduvad komponendid eemaldati rotaatoraurustis ning saadud
toorprodukt puhastati kolonnkromatograafia abil, kus esmalt kasutati eluendina CHCls, seejarel
kasutati CHCIls/MeOH (20:1, v/v) segu. Kogutud fraktsioonidelt aurustati lenduvad
komponendid ja saadi 3-[(2-nitrobenseen-1-sulfoniil)amino]dodekaanhappe mettdilester (2)
saagisega 95% (73,9 mg) (Joonis 17). Uhendi struktuur tdestati TMR abil.

Uhend 2: 'H TMR (700 MHz; CDCIs; MesSi) &: 8,12-8,15 (1H; m; Ha), 7,84-7,88 (1H; m;
Har), 7,72-7,76 (2H; m; Han, 5,24 (1H; t; J = 5,8 Hz; NH), 3,66 (3H; s; OMe), 3,09 (2H; dt; J1 =
5,8 Hz, J2=6,4 Hz; CH2), 2,3 (2H; t; J = 7,52 Hz; CH2), 1,61 (2H; m; CH2), 1,51 (2H; m; CH2),
1,16-1,32 (15H; m; (CH2)7). 13C TMR (176 MHz; CDCls; MesSi) : 174,3; 148,1; 133,8; 133,5;
132,7; 131,1; 125,3; 51,4; 43,9; 34,1; 29,5; 29,39; 29,36; 29,35; 29,2; 29,1; 29,0; 26,4; 24,9
(Lisa 2).
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Joonis 17. 3-[(2-nitrobenseen-1-sulfoniil)amino]dodekaanhappe metlulesteri struktuur

3.3.3. 3-[(2-nitrobenseen-1-sulfonidl)amino]dodekaanhappe (Ns-aminododekaanhape, 3)
suntees

3-[(2-nitrobenseen-1-sulfondil)amino]ldodekaanhappe metdulester (2) (74 mg, 0,18 mmol,
1 ekv) lahustati MeOH/H20 (1:1, v/v), kuhu lisati 1M LiOH (15 ekv) vesilahus (2,68 ml).
Lahustuvuse parandamiseks lisati hiljem MeOH (2,5 ml) ning kuumutati reaktsioonisegu kuni
ldhteaine lahustus, mille jarel lahus vérvus kollakaks. Parast 1 h analtlsiti TLC-ga
reaktsioonisegu, eluendina CHCIl3/MeOH (20:1, v/v) segu. Selleks lisati reaktsioonisegust
voetud proovile kahekordne ruumala 1M HCI lahust ning ilmutati metutlkollase lahusega TLC-
plaati, mis tdestas metullestri hidrollisi, sest plaadile tekkis roosa laik (Rf = 0,33).
Reaktsioonisegu hapestati 1M HCI (5,68 ml) lahusega ning vesilahust ekstraheeriti
etlillatsetaadiga. Etiitlatsetaadi kiht koguti, pesti klllastatud NaCl lahusega ning kuivatati
veevaba MgSOq abil. Pérast kuivatamist eemaldati lenduvad komponendid rotaatoraurusti abil
ja saadi 3-[(2-nitrobenseen-1-sulfoniiil)amino]dodekaanhape (3) saagisega 91% (65,4 mg)
(Joonis 18). Saadust analutsiti TMR abil.

Uhend 3: 'H TMR (700 MHz; DMSO-d6; MesSi) §: 11,94 (1H; s; COOH), 8,03 (1H; t;J=5,7
Hz; NH), 7,97-8,00 (1H; m; Har), 7,93-7,97 (1H; m; Har), 7,83-7,87 (2H; m; Har), 2,88 (2H; dt;
J1=5,7Hz, J2=6,5Hz; CH2), 2,18 (2H; t; J = 7,36 Hz; CH>), 1,47 (2H; m; CH2), 1,38 (2H; m;
CH2), 1,10-1,27 (14H; m; (CH2)7). 3C TMR (176 MHz; DMSO-d6; MesSi) &: 174,9; 148,2;
134,3; 133,3; 133,0; 129,8; 124,7; 43,1; 34,1; 29,4; 29,33; 29,32; 29,31, 29,1; 29,0; 28,9; 26,3;
24,9 (Lisa 3).
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Joonis 18. 3-[(2-nitrobenseen-1-sulfoniil)amino]dodekaanhappe struktuur
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3.3.4 5-kloromettul-2-trifenttlmettdl-2H-tetrasooli (CICH2-tetrasool-Trt, 4) slintees

5-klorometuultetrasooli (200 mg, 1,68 mmol, 1 ekv) lahusele benseenis (5 ml) lisati
trifentitilmetanooli (485 mg, 1,1 ekv) ja pTsOH (26 mg, 0,05 ekv) lahus benseenis (2 ml).
Reaktsioonisegu keedeti kolm tundi [33], mille jarel lasti lahusel jahtuda ning moodustus valge
sade. Sade filtreeriti, pesti dietlitileetri ja veega ning kuivatati 6hu k&es. Saadi 5-(klorometudl)-
2-(trifentitilmetdul)-2H-tetrasool (4) saagisega 30% (184,7 mg) (Joonis 19). Saadus tdestati
TMR abil, produktiks tihend 4.

Uhend 4: 'H TMR (700 MHz; CDCl3; MesSi) 8: 7,31-7,38 (9H; m; Har), 7,07-7,11 (6H; m;
Har), 4,80 (2H; s; CH2). 3C TMR (176 MHz; CDCls; MesSi) 8: 162,0; 141,0; 130,2; 128,5;

127,9; 83,6; 34,3 (Lisa 4).
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Joonis 19. 5-(klorometul)-2-(trifentdlImettal)-2H-tetrasooli struktuur
3.3.5. 4-(2-amino-1,3-tiasol-4-uil)-N-{2-[(tert-
buttuldimetadlsiltdl)oksi]etttl}bensamiidi (TBDMS-0O-(CH2)2-NH-ATB) (5) slintees

ARC-812 puhul modifitseeriti ATB-struktuuri eelnevalt lahusefaasis. Selleks eemaldati tBu-
ATB (3 mg, 0,011 mmol, 1 ekv) thendilt tBu-riihm 95% TFA/H20 lahusega (200 pl) 2 tunni
jooksul, lenduvad komponendid eemaldati rotaatoraurusti abil. Seejarel lisati ATB lahusele
DMF-is (2-aminoetoksu)(tert-butttl)dimetddlsilaani (4,78 mg, 5,6 ul, 3 ekv), HBTU (1 ekv)
ja NMM (2 ekv) lahus DMF-s ning lasti reageerida the tunni toatemperatuuril. Lenduvad
uhendid eemaldati vaakumis ning toorsaadus puhastati kolonnkromatograafiliselt, kasutades
eluendina CHCIl3/MeOH (10:1 v/v) lahust. Saaduseks thend 5 (Joonis 20).
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Joonis 20. TBDMS-0O-(CHz)2-NH-ATB struktuur

3.3.6. ARC-809 — ARC-812 slintees

Slinteesirada on esitatud skeemil 4. Kaaluti vajalik kogus vaiku (15 mg, 7.5 pmol), mille kiljes
oli [lda(tBu)]s (0,55 mmol/g). Vaigul lasti punduda DMF-is (ks tund toatemperatuuril.
Pundunud vaigule lisati iihend 3 (3 ekv), mille karboksttlrihm aktiveeriti kolm minutit segades
kokku HOBt (3 ekv), HBTU (2,95 ekv) ja NMM (6 ekv) DMF-is ning lasti segul vaiguga
reageerida (ks tund (etapp 1). Vaik pesti viis korda DMF-i lahusega. Kilgahela liitmiseks
dodekaanhappe aminoriihmale kasutati lisatava kiillgahela haliidderivaati (mettdljodiid, Ghend
4, bromoatsetamiid, bromoetaanhappe tert-butidlester; 4 ekv) MTBD (3 ekv) juuresolekul
lahust DMF-is, mis reageeris iledod toatemperatuuril (etapp 2). Seejarel pesti vaiku viis korda
DMF-i lahusega ning eemaldati Ns-riihm tdéodeldes vaiku merkaptoetanooli (10 ekv) ja DBU
(5 ekv) DMF lahusega kaks korda 30 minutit (etapp 3). Ns-riihma eemaldumisele viitas lahuse
varvumine kollaseks. Jargnes vaigu pesemine DMF-i lahusega viis korda. VVaigule lisati seejarel
suktsiinhappe anhudriid (5 ekv) koos puridiiniga (10 ekv) DMF-is, mille reaktsioon kestis 2 h
(etapp 4). Vaik pesti viis korda DMF-i lahusega. tBu-ATB lisamiseks aktiveeriti lisatud
karbokstulhappe teine karbokstulrihm HOBt (3 ekv), HBTU (2,95 ekv) ning NMM-ga (6 ekv)
DMF-i lahuses. Karboksuulrihmal lasti 10 minutit aktiveeruda, millele jargnes ks pesu DMF-
I lahusega ning lisati tBu-ATB (ARC-812 puhul Ghend 5) (2 ekv) ning DIPEA (5 ekv) lahus
DMF-is ja jaeti reageerima (le6d (etapp 5). Jargn