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Asa-arginiini sisaldavate asa-peptiidide siintees

Peptidomimeetikud, sh asa-peptiidid on peptiidi analoogid, millel on vastava peptiidi
omadused, kuid on pikema elueaga elusorganismis. Asa-peptiidide bioloogiliste omaduste
laiemaks uurimiseks puuduvad aga efektiivsed slinteesimeetodid. TOO eesmérgiks oli
stinteesida PKA ,,miinimumsubstraadi“ RRASVA asaArg analoogid. Asa-aminohapped ei ole
pisivad ning nende lisamiseks peptiidijarjestusse kasutatakse prekursoritena hudrasiini
derivaate. TOO tulemusena téiendati meie t06grupis valja tootatud ja arendati ka alternatiivset
asaArg prekursori slinteesimeetodit, mida kasutati asaRASVA sunteesimiseks tahke faasi
sunteesi meetodil. AsaArg sisaldava mudel asa-peptiidiga viidi l1abi ka kineetiline uurimus asa-
peptiidsideme moodustumise efektiivsuse iseloomustamiseks kasutades selleks meie to6grupis
vélja tootatud meetodit. Selgus, et vastavate uuringute labiviimiseks on meetodit vaja
kohandada N-terminaalset asaArg sisaldavate asa-peptiidide jaoks, kuid saadud informatsiooni
pdhjal jareldati, et asaArg-le jargmise aminohappe sidumise sunteesimeetod vajab veel edasi

arendamist, et slinteesida asa-analoogi RasaRASVA madistliku saagisega.

Mérksdnad: Asa-arginiin; Asa-peptiidid; Hudrasiini derivaadid; Kineetika; RRASVA; SPPS
Orgaaniline keemia — P390

Synthesis of aza-arginine containing aza-peptides

Peptidomimetics, including aza-peptides are peptide analogues that preserve properties of a
parent peptide but have longer lifetime in living organism. Aza-peptide biological properties
are not extensively studied as there are no effective synthesis methods. The aim of this work
was to synthesize PKA “minimum substrate” RRASV A azArg analogues. Aza-amino acids are
not stable; hence the hydrazine derivates are used as precursors for aza-peptide synthesis. As a
result of this work, the synthesis method for azArg precursor developed by our research group,
were improved as well as the alternative method has been elaborated. The synthesized azArg
precursors were used for azRRASVA preparation by solid phase peptide synthesis method as
well in azArg containing model aza-peptide synthesis, which were used for kinetic study to
characterize the effectiveness of aza-peptide bond formation reaction in this compound. It was
concluded that the available method for azArg semicarbazide terminus acylation needs to be

improved before synthesis of RazRASVA peptide aza-analogue in moderate yields.

Keywords: Aza-arginine; Aza-peptides; Hydrazine derivatives; Kinetics; RRASVA,; SPPS
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Kasutatud luhendid

Lihend Eestikeelne nimetus Ingliskeelne nimetus

Ac Atsetudl Acetyl

ACN Atsetonitriil Acetonitrile

AH Aminohape Amino acid

AIDS Immuunpuudulikkuse siindroom Acquired immune deficiency syndrome

Ala, A Alaniin Alanine

Alk Alkal Alkyl

Ar Aruil Aryl

Arg, R Arginiin Arginine

Bn Bensul Benzyl

Boc Tert-butokstikarbonul Tert-Butoxycarbonyl

BTC Bis(triklorometiitl)karbonaat Bis(trichloromethyl) carbonate

CAMP Tsukliline adenosiinmonofosfaat Cyclic adenosine monophosphate

ComMuU (1-Tstiano-2-etoksi-2- (1-Cyano-2-ethoxy-2-
oksooetulideenaminooksi)dimetidlamino- | oxoethylidenaminooxy)dimethylamino-
morfolino-karbeenium heksafluorofosfaat | morpholino-carbenium

hexafluorophosphate

DCM Diklorometaan Dichloromethane

Ddz a,a-Dimettil-3,5- a,0-Dimethyl-3,5-
dimetoksubensttloksukarbonudl dimethoxybenzyloxycarbonyl

DIBAL-H | Diisobutttlalumiiniumhddriid Diisobutylaluminium hydride

DIiPEA N,N-diisopropudletiilamiin N,N- diisopropylethylamine

DMAP 4-Dimettulaminopuridiin 4-Dimethylaminopyridine

DMF Dimetutlformamiid Dimethylformamide

EA Etldlatsetaat Ethyl acetate

Fmoc 9-Fluoreniiiilmetoksiikarbontiiil 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

Gly Glltsiin Glycine

Hex Heksaan Hexane

HOBt 1-Hiidroksiibensotriasool 1-Hydroxybenzotriazole




HPLC Korgefektiivne vedelikkromatograafia High-performance liquid
chromatography

KT Kaiseri test Kaiser test

MBHA 4-Metiitilbenshiidriiilamiin 4-Methylbenzhydrylamine

MS Massispektromeetria Mass spectrometry

NMP N-metutl-2-purrolidoon N-methyl-2-pyrrolidone

Ph Fentul Phenyl

Phe, F Phenudlalaniin Phenylalanine

PKA Proteiinkinaas A Protein kinase A

PyBop Bensotriasool-1-Gul- Benzotriazol-1-yl-
oksutripurrolidinofosfoonium oxytripyrrolidinophosphonium
heksafluorofosfaat hexafluorophosphate

PyOxim | [Etlultsiano(hudrokstiimino)atsetato- [Ethylcyano(hydroksyimino)acetate-
O2]tri-1-purrolidinttlfosfoonium O2]tri-1-pyrrolidinylphosphonium
heksafluorofosfaat hexafluorophosphate

RRASVA | Arg-Arg-Ala-Ser-Val-Ala Arg-Arg-Ala-Ser-Val-Ala

Ser Seriin Serine

SARS Raskekujuline &ge respiratoorne siindroom | Severe acute respiratory syndrome

SPPS Tahke faasiline peptiidstiintees Solid-phase peptide synthesis

TBTU O-(bensotriasool-1-iiiil)-N,N,N’ N'- O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-
tetrametiitiluroonium tetrafluoroboraat tetramethyluronium tetrafluoroborate

tBU Tert-butiil Tert-butyl

TEA Trietlulamiin Triethylamine

Tf Trifudl Trifyl

TFA Trifluoroetaanhape Trifluoroacetic acid

THF Tetrahtidrofuraan Tetrahydrofurane

TIS Triisoproptiiilsilaan Triisopropylsilane

TLC Ohukese kihi kromatograafia Thin-layer chromatography

TMR Tuumamagnetresonants Nuclear magnet resonants

TMS Tetramettdlsilaan Tetramethylsilane

TMSCI Trimetutlklorosilaan Trimethylchlorosilane

UV-Vis Ultraviolett — ndhtav Ultraviolet — visible

Val Valiin Valine




Sissejuhatus

Peptiidid on aminohapetest koosnevad biopoluimeerid, millest osa omab suurt bioloogilist
aktiivsust ja reguleerib suurt hulka biokeemilisi protsesse. Mdningaid peptiide kasutatakse
ravimites, kuid nende kui toimeainete suurimaks puuduseks on kiire ensimaatiline lagunemine
elusorganismis. Selle probleemi lahendamiseks on arendatud peptidomimeetikuid, mis
sdilitavad algse peptiidi omadusi, kuid on stabiilsemad, selektiivsemad ning omavad sageli
suuremat bioloogilist aktiivsust.[1-6] Uheks peptidomimeetikute rithmaks on asa-peptiidid,
kus véhemalt Uhes aminohappejédgis on a-susinik asendatud ld&mmastikuga [7,8]. Asa-
peptiidide bioloogilist aktiivsust ei ole vdga palju uuritud, kuna nende siintees on mitmel
pdhjusel komplitseeritud. Asa-aminohapped ei ole stabiilsed ega kommertsiaalselt
kattesaadavad ja vajavad hidrasiini derivaatidest prekursorite valmistamist [9]. Samuti on asa-
peptiidide saagised madalad vdi reaktsioonid ei toimu tldse, kui kasutada asa-peptiidsideme
sunteesiks tavalist tahke faasi slinteesi (SPPS) protokolli. Meie uurimisgrupis todtatakse valja
efektiivsemat asa-peptiidsiinteesi protokolli arendades nii asa-aminohapete prekursorite kui ka
asa-peptiidide stinteesimetoodikaid.

Antud t60 eesmargiks on silinteesida proteiinkinaas A lihima substraadi RRASVA asa-
analoogid asaRRASVA ning vBimaluse korral ka RasaRASVA, kasutades asa-peptiidsideme
moodustamiseks aktivaatorit COMU, mida pole varasemalt asa-peptiidide slinteesimiseks
kasutatud. Aminohapete asendamine vastavate asa-aminohapetega annaks voimaluse uurida
asenduse mdju substraadi sidumise afiinsusele ja fosforileerimisreaktsiooni efektiivsusele,
kuna on teada, et peptiidi peaahelas tehtavad muudatused seda mdjutavad.[10,11] Vastavate
peptiidi asa-analoogide stinteesimiseks on vaja esmalt slinteesida asa-arginiini e asaArg
prekursori meie to0grupis valja tootatud meetodi jargi [12]. AsaArg prekursori
sunteesimeetodid pole veel tdiuslikud ning nende kdrvale on vaja arendada ka uusi
sunteesimeetodeid. Asa-peptiidi RasaRASVA efektiivsemaks siinteesimiseks on vajalik
eelnevalt teostada ka asaArg ja jargneva aminohappe vahel toimuva reaktsiooni kineetilised
uuringud, et veenduda aktivaator COMU sobivuses vastava substraadi sunteesimiseks.
Bakalaureuset66 raames ning meie t6dgrupi saadud tulemuste pdhjal on teada, et aminohappe
liitumine asa-aminohappe N-terminaalsele otsale kdige efektiivsemate testitud aminohappe
aktivaatoritega COMU ja PyOxim on siiski ~30 korda aeglasem vdrreldes aminohappe N-
terminaalse otsale liitumisega [13,14]. Hiljuti selgus ka, et nii asa-aminohappe kui ka sellele
jargneva aminohappe korvalrihma steeriline takistus md&jutab oluliselt asa-peptiidsideme

moodustumise reaktsiooni kiirust ja saagist [15].



1. Kirjanduse Ulevaade

1.1 Peptiidid ja nende slintees

Peptiidid on aminohappejadkidest koosnevad Uhendid, mis sageli omavad bioloogilist
aktiivsust. Seetdttu on need heaks alternatiiviks paljudele igapéevases elus kasutatavatele
ainetele, sh inim- ja loomaravimites [16]. Naiteks kasutatakse neid nii suhkruasendajates
(dipeptiid aspartaam) kui ka hormonaalsetes preparaatides (oks(totsiin).[17,18]

Peptiidid koosnevad véhemalt kahest aminohappest, mis on omavahel seotud amiid- ehk
peptiidsidemetega (Skeem 1). Aminohapetel on nii amino- kui ka karboksudlrihm, mis

vajavad peptiidsiinteesis vastavalt kaitsmist ja aktiveerimist.[19]

0 (0] R 0
H H
N
- + HN — Fmoc_ N
Fmoc X vaik : vaik
R Ry 0 Ry

Skeem 1. Peptiidsideme teke SPPS meetodiga, kus R/R1 on killgriihmad ja X on lahkuv riihm.

Aktiveerimine on peptiidsiinteesis oluline samm, sest aminohappe karboksuilrihm ja
aminorihm ei ole piisavalt reaktsioonivdoimelised. Tanu —COOH riihma aktiveerimisele
toimub aminohappe sidumine vahemalt tunni jooksul. Lisaks on mdnel aminohappel
reaktsioonivimeline kiilgriihm, mille t6ttu tuleb neis kasutada kahte tiitipi kaitseriihmi: pusivat
ja ajutist. Plsiv kaitserihm on seotud aminohappe kulgriihmale ja pulsib seal terve peptiidi
sunteesi jooksul ning ajutine rihm on seotud aminohappe N-terminaalsele otsale ja on
selektiivselt mahavdetav.[17]

Peptiidsunteesiks kasutatakse kahte meetodit: vedel- ja tahke faasi siinteesi (SPPS) [18].
Mdlema meetodi pohimote seisneb esimese aminohappe kaitsmises ning kdigi jargnevate
aminohapete viimase aminohappe kulge sidumises. Vedelfaasi stinteesi puhul muudetakse
esimese aminohappe karbokstilne ots (C-terminaalne ots) estriks, mis ei reageeri antud
tingimustes aminohappega, ning SPPS puhul kinnitatakse aminohape vaigu kiilge. SPPS puhul
on vaiguks lahustumatu polimeer, tavaliselt MBHA amiid v6i Wang vaik, mis pisib peptiidi
kiljes kuni sunteesi 18puni.[20]

Laboratoorsetes tingimustes kasutatakse enamasti SPPS meetodit, nn Merrifieldi meetodit
(Skeem 2).[21] Antud meetod on mugav, selle kasutamine tagab kdrgeid saagiseid ning on ka
automatiseeritud, kuid vajab suuri solventide koguseid ning reagentide tlehulka. See strateegia

seisneb esimese aminohappe sidumises vaigu kulge, sellele jargneb ajutise kaitseriihma



aminohappelt eemaldamine ja aminohappe sidumise etappide kordamine vastavalt vajalikule
aminohappejaékide jarjestusele. Kui peptiidijarjestus on valmis, eemaldatakse kdik
kaitseriihmad, nii ajutine kui ka plsivad, ning peptiid vOetakse tahkelt kandjalt maha. Seejarel

on peptiidi vaja puhastada, sest stinteesi jooksul tekib ka erinevaid korvalprodukte.

PK
/PK /PK R 1) Ajutise kaitserithma /PK
mahavétmine
N —b HN
+ HN valk valk valk
_R1
PK
2) Jargmise aminohappe

sidumine

/PK /PK
3) Koikide kaitseruhmade eemaldamine
nlng peptiidi mahavotmine tahkelt kandjalt
valk

oL

Skeem 2. Tahkefaasiline peptiidisuntees, kus R ja R(1,2) on aminohapete killgahelad, AK ja
PK on vastavalt ajutine ja pusiv kaitserihm ning X on lahkuv rihm.

SPPS-is tuntakse kahte pdhilist strateegiat: Fmoc/tBu ja Boc/Bn meetodid. Boc/Bn meetodi
puhul nii pusivad kui ka ajutised kaitserilhmad vajavad mahavdtmiseks happelisi tingimusi
(Boc-riihma saab eemaldada TFA-ga, kuid Bn-rihm vajab teisi tingimusi, nt vedela HF
kasutamist, hudrogeenimist), mille tdttu voib peptiid olla kahjustatud/osaliselt lagunenud
sunteesi kaigus.[18] Fmoc/tBu strateegia puhul sellist probleemi ei esine, kuna Fmoc (ajutine
kaitseriihm) voetakse selektiivselt maha pehmetes aluselistes tingimustes kasutades 20%
piperidiin/DMF lahust.[22] Ulejaanud kaitseriihmad saab eemaldada kasutades TFA-I (83-
95%) pdhinevad segusid, millele on lisatud kdrvalreaktsioone ennetavaid aineid (vesi, TIS,
tioanisool, etaanditiool jms) [17].

SPPS meetodi suurimaks puuduseks on mittetéieliku kaitserilhma eemaldamise ja jargmise
aminohappe sidumise etapid. Seet6ttu suurema sidumistsiiklite arvu labinud proovis, esineb
tavaliselt palju vale aminohappejérjestusega peptiide. Lisaks vdib pika peptiidi puhul peptiidi
tahkelt kandjalt mahavotmiseks kasutatav TFA peptiidi osaliselt lagundada . Seetdttu s6ltuvad
peptiidi saagised oluliselt aminohappejaékide jarjestusest ning peaahela pikkusest.[22]
Peptiidisuinteesi on aastate jooksul palju edasi arendatud. Tanapédeval osatakse valtida nii
epimerisatsiooni kui ka suurema osa koOrvalproduktide teket, millega tagatakse korged
sidumisreaktsioonide saagised. Aminohapete aktivaatoreid on véga lai valik ning see rida
taieneb pidevalt.[23,24] Antud saavutused on vdimaldanud slnteesida bioaktiivseid
peptiide,[18] kuid nende rakendamine ravimites on (sna tagasihoidlik. Peptiidide peamiseks

puuduseks on kiire ensumaatiline lagunemine elusorganismis, mitteselektiivne sidumine



retseptoritega ning madal biosaadavus. Nende omaduste parandamiseks tOotatakse valja
peptidomimeetikuid, mille p6himdte on sdilitada algse peptiidi vajalikud omadused olles samal
ajal vastupidavam organismis.[1] Peptidomimeetikud jagatakse kolmeks riithmaks [6]:

e | tlup — struktuuril péhinevad mimeetikud, mis on peptiidile sarnase struktuuriga ning
omavad samu funktsioone enstimi vOi retseptoriga interakteerumisel vastavas
ruumilises orientatsioonis,

e |l tlup — funktsioonidel pdhinevad mimeetikud, mille struktuur ei ole peptiidiga
sarnane, kuid enstumi voi retseptoriga interakteerumisel kéitub mimeetik peptiidiga
analoogselt,

o 11 thup — nii struktuuril kui ka funktsioonidel p6hinevad mimeetikud, mille molekuli
skelett erineb peptiidist, kuid omab koiki vajalikke funktsionaalseid rihmi
bioloogiliseks interakteerumiseks vastavas ruumilises orientatsioonis.

Peptiidide modifitseerimiseks ja stabiilsuse tdstmiseks on palju vdimalusi, sh L-aminohapete
asendamine D-aminohapetega; B-aminohappejédke sisaldavate peptiidide kasutamine, kus
vahemalt tks aminohappejddk on uhe susiniku vorra pikem jne. Veel Uks tanapéeval
huvipakkuv mimeetikute liik on asa-peptiid, mida vaadeldakse p&hjalikumalt jargmises osas
(1.2).[5-7]

1.2 Asa-peptiidid ja nende suintees

Asa-peptiidid on peptiidomimeetikud, kus Uks vdi enam a-susinikest on asendatud
lammastikuga. Antud muutus vahendab —(NR)CO- karbonulrithma elektrofiilsust ja c-asendi
geomeetria muutub tetraeedrilisest trigonaalplanaarseks elimineerides kiraalsuse (Skeem
3).[25]

R
N OH
~
HN \H/
o

Skeem 3. Asa-aminohappe uldine struktuur (*ebastabiilne vorm).

Esimesed tulemused bioloogiliselt aktiivsete asa-peptiidide uuringute kohta avaldati 1963.
aastal, mis viis asa-peptiidide laiema uurimiseni [8]. Tulemused on ndidanud, et asa-
peptiidsideme olemasolu muudab peptiidi bioloogiliselt aktiivsemaks, tostab selektiivsust,
muudab peptiidi vastupidavamaks proteolulisi suhtes ning pikendab peptiidi eluiga organismis.

Tanu sellistele omadustele kasutatakse asa-peptiide retseptorite ligandidena, enstimide

10



inhibiitoritena,
potentsiaalsed AIDS-i, hepatiidi ja SARS-i ravimikandidaadid.[27-29]

ravimitena ja ravimi eellastena.[2-5,7,26] Uuringute p6hjal on need

121

On vaidetud, et asa-peptiidide slintees on véga sarnane peptiidikeemiaga,[30] kuid tegelikult

Asa-aminohapete prekursorite stintees

on need strateegiad Usna erinevad. Esiteks ei ole asa-aminohapped stabiilsed. Seega on asa-
peptiidide valmistamise Uheks v6imaluseks viia slintees Ule asa-aminohappe prekursori

(Skeem 4, 11), milleks on kaitstud hiidrasiini derivaat [3].
| 1

OH HN—N
HN / H
Fmoc

(o]

Skeem 4. Aminohappe | vs asa-aminohappe prekursori 11 Gldised struktuurid.

Asa-aminohappe prekursorid pole kommertsiaalselt kattesaadavad ning nende kasutamisel
stinteesis on probleemiks hudrasiini derivaatide mirgisus ja piiratud séilivusaeg.

Prekursorite sunteesiks kasutatakse pohiliselt kolme meetodit (Skeem 5): 1) alkudlitud
hldrasiini kaitsmist vastava kaitserihmaga A, 2) hudrasiini ja selle derivaatide otsest

alkulimist B ning 3) redutseerivat hidrasiini alkiulimist C.

Re Alk R= Alk
= A X=Cl, Br, | B
/R
HN/R Fmoc-Cl leI Fmoc NH —PR—X Fmoc H
2
‘ NH \N/ \N/ \R
NH, Fmoc H H
[H*] = CH;COOH
R= Alk
C R R
‘ \y, REHO \\\ NaBH,CN ﬁ
moc b o > N ————»
\H/ (H7] Fmoc— Fmoc-«hN/NH
8 H

Skeem 5. Asa-aminohapete prekursorite stinteesi pohilised meetodid.

Meetodi A korral ostetakse vajalik monoalktulhudrasiin ning tiks ldammastiku aatom kaitstakse
sobiva kaitseriilhmaga. See on kiire meetod prekursori saamiseks, kuid sellel on mitu puudust.
Esiteks omavad ainult vahesed mutgil olevad alkitlitud hiudrasiinid aminohapetele vastavaid
kilgrihmasid ehk ainult tiksikud asa-aminohapete prekursorid on sellisel viisil valmistatavad.
Teiseks puuduseks on kaitseriihma sidumisetapi mitteselektiivsus. Olenevalt alktulrihmast
muutub ldmmastike nukleofiilsus ja kaitsmise reaktsioon toimub nii primaarse kui ka
Seetdttu tekib enamasti kahe produkti Varieerides

sekundaarse N-aatomiga. segu.
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reaktsioonitingimusi, nagu temperatuur ja aeg, vOib saagist tdsta. V6imalik on selektiivselt
kaitsta alkullhtdrasiini alktdlitud lammastik ning siduda Fmoc-riihm vaba hiidrasiinse
lammastiku kilge. Seejarel on voimalik esimene kaitserihm selektiivselt eemaldada ja
tulemuseks saada monokaitstud monoalkdilhtdrasiin.[31]

Meetodite B ja C korral alustatakse sunteesi tavaliselt monokaitstud (Fmoc-, Boc-, Z)
hidrasiini valmistamisest. Seetdttu on meetodil B e otsesel alkiilimisel kokku kaks etappi
ning redutseerival alkiulimisel C kolm etappi. Otsene alkulimine on mugav slinteesimeetod,
kuid ka sellel esineb puudusi, nt peale tihe alkttlrihma sidumist vGib reaktsioon edasi minna
andes nii monoalkullitud kui ka di- ja tri-alkutlhidrasiini. Monokaitstud alkttlhtdrasiini
monoalkuilitud lammastiku nukleofiilsus kasvab donoorse efekti tdttu, misjarel muutub see
aktiivsemaks reagendiks kui monokaitstud hudrasiin.[32]

Selliste korvalproduktide tekkimist on vGimalik suuremas osas valtida kasutades Fmoc-
hidrasiini védhemalt kolmekordses (lehulgas. Redutseeriva alkiilimise C korral on
sunteesirada pikem ning lisaks sellele ei ole reaktsiooni kdigus moodustuv hidrasoon alati
stabiilne Uhend.[9] Hldrasooni redutseerimiseks kasutatakse enamasti happelist keskkonda
ning NaBH3CN, mis on mdddukalt stabiilne protoonses keskkonnas nérga happe juuresolekul.
Reaktsioon antud tingimustes kulgeb vaga Kiiresti ja selektiivselt [33].

Mitme asa-aminohappe prekursori slintees (nt asa-alaniini) on hasti optimeeritud, kuid osade
asa-aminohapete prekursorite stinteesil esineb veel puudusi, nt on l&hteained, vahetihendid ja
produktid véaga tundlikud reaktsiooni keskkonna suhtes, tihti kasutatakse reagentide suuri

ulehulkasid ning labiviidavad reaktsioonid on sageli temperatuuritundlikud.[9,12,34,35]
1.2.1.1 Asa-arginiini prekursori slintees

AsaArg prekursori VI voimalikke stnteesiradu on Kirjeldanud Freeman et al. artklis (Skeem
6), kus prooviti prekursorit stinteesida kolmest erinevast ldhteainest I, 11 ja 111 arendades kolme

sunteesirada, kuid neist Gnnestus 16puni viia kaks [36].

0 a, 96%
| _b.85% /U\/\ )\
HO NH, ——
Boc
Bon\ Boc N boc\
n o Vi N f, Fmoc=63% Vil

0 a, 86% )\ )\ _Ddz=56% H /”\
E— +>
)\/\NIL NH )1\/\ / \ /\/\,\

. M "
0 .
/\ /\ 0 Bo(\N Boc Boc 80(
m vi I o 82%
95% '
Ho/\/\NH —a‘—> /\/\N NH
H

Boc

Skeem 6. AsaArg sunteesi alternatiivsed stinteesirajad, kus PG on kaitseriihm (Fmoc vdi Ddz).
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Skeemil 6 kasutatud reagendid: a) N,N’-di-Boc-metillisotiouurea, DMAP; b) N,O-
dimettulhtdroksilamiin hidrokloriid, PyBop, DIiPEA; c) LiAlH4; d) AcOH/H20; e) Dess-
Martin periodinaan; (f) 1) PG-NH-NHz, seejarel 2) NaBH3CN, AcOH

Freeman et al. poolt sunteeside labiviimisel esines mitmeid probleeme. Esiteks andis 3-(di-
Boc)guanidiulpropaanhappe Weinreb amiidi 1V redutseerimine (c) LiAlH4 abil keskpérased
saagised ning lisaks oli produkt raskesti puhastatav. Teiseks ei andnud aldehtiudi V11 saamine
vastava 3-(di-Boc)guanidinopropanaal dietiitilatsetaadi V hudrolidsi teel (d) oodatud tulemusi.
Kolmandaks ei Onnestunud esialgu 3-(di-Boc)guaniduilpropanooli VI oksudeerimine
kasutades erinevaid okslideerijaid sdltumata alkoholi puhtusastmest. Ldpuks saadi aldehud
V11 kasutades reaktsiooni Dess-Martin periodinaaniga (e), kuid produkti té6tlemisel NaHCOs3
ja Naz2S203 vesilahuste segus muutus produkti struktuur intramolekulaarse tstklisatsiooni tottu,
mille kaigus eemaldus Boc-kaitseriihm. Selleks, et valtida happe jaakide esinemist
reaktsioonisegus, teostati Dess-Martini reaktsioon seejarel piridiinis, mille tulemusena toimus
alkoholi téielik oksldatsioon. Saadud aldehitdist sunteesiti asaArg prekursor VIII, mida
kasutasid nad jargnevalt ka asa-peptiidisiinteesis.

AsaArg prekursori stinteesimiseks on ka meie todgrupis arendatud ning optimeeritud
slinteesirada, mis pohineb asa-f3-arginiini stinteesi meetodil [37]. Selle protseduuri kohaselt
muudetakse Fmoc-kaitstud hudrasiin I asa-ornitiini prekursoriks 111 kuumutades monokaitstud
hidrasiini I NMP-s N-Boc-3-bromopropullamiiniga Il (Skeem 7). Seejarel eemaldatakse asa-
ornitiini  prekursorilt 111 TFA abil Boc-kaitserthm ning kilgahela lammastikku
guanidileeritakse N,N’-di-Boc-N " -triftililguanidiini abil, mille tulemusel saadakse produktiks
asaArg prekursor 1V.[12]

I 62%
H ! o i Boc
N N Br A ST 1) TFA
™~ ~ > N
Emoc” NH, Boc/ 92-94 °C Fmoc u H DCM
1h 4h
3 ekv NMP 2) (BocNH),CNTF

TEA
~Boc 8h

H 1,4-dioksaan
N A\ Boc
- \N/\/\N ~

1V 66%

Skeem 7. AsaArg prekursori slntees Ule asa-ornitiini.

Antud meetodi eeliseks vorreldes eelmiste slinteesiteedega on kaheetapiline siinteesirada.
Olenevalt etapist on eeltoodud sinteesi saagised kvantitatiivsetest headeni. Kasutatavad
reagendid on sna hasti kéttesaadavad ning nende valmistamine ei tekita raskusi. Seega on

olemas mitu asaArg prekursori stinteesimeetodit, kuid vaatamata sellele on vaja veel téiustada
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olemasolevaid meetodeid vOi arendada alternatiivseid slinteesimeetodeid, mis oleksid

mugavamalt ja lihtsamalt teostatavad ning samal ajal tagaksid kdrged saagised.
1.2.1.2 Asa-aminohappe lisamine peptiidijarjestusse

Asa-peptiidi valmistamiseks on vaja muuta asa-aminohappe prekursor reaktsioonivéimeliseks
asa-aminohappe derivaadiks. Tavaliselt toimub see etapp inertse gaasi keskkonnas, kuivas
solvendis ning madala temperatuuri juures, et valtida korvalreaktsioonide kulgemist. Asa-
aminohappe aktiveerimiseks on olemas mitu meetodit. Esimese kohaselt muudetakse
hldrasiini derivaat | fosgeeni voi trifosgeeni (BTC) abil aktiivseks klooranhidriidiks 11 ja

seotakse eelneva aminohappe N-terminaalse otsaga 111 (Skeem 8) [3].

:

I ©

ol
I “ 0
; €OCl, véi BTC \( L ]] y v,
Fmoc N N
N alus N + vaik _3h N

FmOCfu/ SR, Fmoc—N/ R HN ’ T Y vaik

H

0 R 0] Rn

NZ
0°C
Kuiv DCM = =

Skeem 8. Asa-aminohappe prekursori sidumine peptiidi tle asa-aminohappe

klooranhtdriidi.

Teiseks prekursori sidumise meetodiks on fosgeeni v8i BTC abil aminohappe | N-terminaalse

otsa aktiveerimine, muutes selle aktiivseks isotstianaadiks II, mis on tasakaalus

klooranhudriidiga 111, ning seejarel prekursori 1V sidumine otse alkidlitud monokaitstud

hidrasiini kujul (Skeem 9) [25,38].

W ’

| €ocl, véi BTC 1 Hic R i IHN_NH mes Rll ] vaik
alus O—=C=/N, vaik ) F N, N
HZN)\”/vaik Nz—b H ﬁAO}\u)\”/ vaik —.‘2—3 ; m"c\u/ Y \(go

0°C R 0 o 0 R

o Kuiv DCM

Skeem 9. Asa-aminohappe prekursori sidumine peptiidi muutes aminohappe N-terminaalse

otsa aktiivseks isotsiianaadiks.

Mdlema meetodi korral on reaktsiooni labiviimiseks kasutatud samu tingimusi ja reagente,
seega puudused on uldiselt samad. Kasutades aktivaatorina fosgeeni ja selle analooge, muutub
aine uliaktiivseks Uhendiks, mistdttu tekib reaktsioonisegusse palju kdrvalprodukte.

Aktiveerimisreaktsiooni labiviimisel madalal temperatuuril ning veevabas keskkonnas on
korvalproduktide teket vdimalik v&hendada, kuid mitte tdielikult elimineerida. Lisaks on

isotstianaatse meetodi (Skeem 9) korral oht, et peptiidi isotstianaatne ots tsukliseerub.[25]
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Asa-aminohappe prekursori lisamiseks peptiidijarjestusse on olemas ka kolmas lahenemisviis
(Skeem 10).[39,40]

R=Alk NH? \ﬂ/ \©\
X=Cl, Br, | Ph / — }7 Y @
ﬁ/ = .

H vaik

R .
| NH,OH*HCI ~—vaik R'x —vaik
.
AN N vaik <— ok 2a, O Et.,NOH
HN go°C THF

v puridiin

Skeem 10. Asa-peptiidi slintees kasutades para-nitrofenutloksukarboniiul rihmaga

aktiveeritud bensaldehiidi hidrasooni

Selle  kohaselt teostatakse  bensaldehuiidi  hldrasooni |1 reaktsioon  para-
nitrofentiilkloroformaadiga VI ning seejarel seotakse aktiveeritud karbonullrihmaga N-
bensaal-N -para-nitrofentiulokstikarbonttl hadrasiin 11 aminohappega. Selle tulemusel
saadakse kaitstud asa-peptiid I11. Jargmises etapis atsttlitud hidrasiini lammastik alkullitakse
ja saadakse Ghend 1V. Reaktsioon kulgeb selektiivselt atsullitud hudrasiini lammastikuga,
kuna ta on Uhelt poolt karboksileeritud ning teiselt poolt on tle -N=CH- riihma seotud
aromaatse tuumaga, mille tulemusel tekib ulatuslik konjugatsioon. Selline struktuur teeb
vastava lammastikuga seotud H-aatomi tugevalt happeliseks ning loob v6imaluse selektiivseks
deprotoneerimiseks tugeva aluse (trietdilammooniumhudroksiidi) toimel.  Seejérel
eemaldatakse hiidrasoonne kaitserihm hadroksdilamiin  hidrokloriidi abil moodustades
bensaldehitd oksiimi ning saadakse vaba hiidrasino-terminaalse otsaga asa-peptiid V.

Selles meetodis ei kasutata fosgeeni voi selle analooge, kuid antud puhul viiakse alkutlrihm
aminohappejaégi kilge, mis on peptiidi kiljes.

1.2.2 Aminohappe sidumine asa-aminohappe N-terminaalsele otsale
Asa-aminohappe korral ei ole N-terminaalne ots nii reaktsioonivdimeline kui aminohappe
puhul ning asa-aminohappe semikarbasiidse NH>-NR-C(O) otsa atsttilimine on aeglasem ja
kulgeb madalate saagistega. Véhenenud reaktsioonivdime on seletatav o-aminohappe ja selle
asa-derivaadi nukleofiilsuste erinevusega,[41] kuid enamasti ei vOeta seda arvesse ning asa-
aminohappele jargmise aminohappe sidumiseks kasutatakse enamasti tavalist SPPS
protokolli.[4,6,42] Hiljuti testiti meie uurimisgrupis asa-mudelpeptiidis H-Ala-asaAla-Phe-

NH2 kvantitatiivselt mdnede enamlevinud SPPS aktivaatorite [43] rakendatavust asa-
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peptiidsideme moodustamiseks.[14] Tulemused néitasid, et asa-peptiidsideme moodustumise
reaktsiooni Kiirus ja saagis soOltuvad aktivaatori struktuurist. Testitud aktivaatoritest on
efektiivseimad COMU ja PyOxim, kuid Ala sidumine asaAla kiilge toimub siiski ~30 korda
aeglasemalt vorreldes vastava peptiidsideme siinteesiga.

Lisaks selgus, et erinevalt tavapeptiidstinteesist, mdjutab kilgrihma steeriline takistus oluliselt
asa-peptiidsiinteesis aminohappe sidumise reaktsiooni Kiirust eelnevale asa-aminohappele
[15]. Naiteks reageerib COMU-ga aktiveeritud Gly asaAla-ga ~28 korda kiiremini kui Val.
Hiljuti on meie teadusgrupis asa-mudelpeptiidis H-Ala-asaAH-Phe-NHz2 testitud ka m&nede
asa-aminohapete kilgrihmade steerilist mdju asa-peptiidsideme moodustumise reaktsiooni
efektiivsusele. Esialgsed tulemused néitavad, et asa-aminohappe kiilgriihma steeriline takistus
mdjutab asa-peptiidisideme moodustumise reaktsiooni kiirust ning saagist veelgi olulisemal
madral kui sellele liituva aminohappe kiilgrihma steeriline efekt (avaldamata andmed). Seega
on endiselt vaja asa-peptiidide slnteesimeetodeid edasi arendada, mis vGimaldaksid asa-

aminohappe N-terminaalse otsa efektiivsemat atsudilimist.

1.3 Proteiinkinaas A miinimumsubstraadid

Miinimumsubstraat on cAMP-sdltuva proteiinkinaas A (PKA) katalutilise alatihiku poolt &ra
tuntav peptiid.[44] Teiste sGnadega on see minimaalse aminohappejadkide arvuga
bioloogiliselt aktiivne peptiid, mis on vajalik fosforiileemisreaktsiooni toimumiseks
organismis. Uuringud PKA siinteetiliste miinimumsubstraatidega on naidanud, et
fosforlleerimisreaktsiooni  efektiivsus cAMP-sdltuva proteiinkinaasi  toimel  s6ltub
aminohappejaakide jarjestusest peptiidis. Kdik miinimumsubstraadid sisaldavad arginiini, kuid
fosforuleerimine on efektiivsem miinimumsubstraatidega, mille struktuuris on kaks arginiini
jarjestikku ja fosforiileeritav seriin the aminohappejadgi kaugusel (Skeem 11).[45]

HN NH

HN
0 R 0 Ry 5

H H H

N N N
H,N N N
2 H H NH,

0 © o] Ry
OH
)N‘H\

HN NH,

Skeem 11. PKA miinimumsubstraadi RRXSXX tldine struktuur, kus R/R1/R2 on

alkttlrihmad.
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Varasemalt on meie teadusgrupis stinteesitud erinevaid RRASVA asa-f3-derivaate.[11,44]

ning uuritud nende fosfortileerimist PKA poolt. Tulemused naitasid, et asa-B3-aminohappega
asendamine peptiidis parandab seostumist PKA sidumiskohaga vorreldes asendamata
peptiidiga, samas fosforuleerumisreaktsiooni efektiivsus vaheneb. Teades, et muudatused
peptiidi peaahelas mdjutavad substraadi fosforuleerimisreaktsiooni PKA toimel, on theks
vbimaluseks asendada RRASVA-s aminohappeid vastavate asa-aminohapetega ning vorrelda
tulemusi nii modifitseerimata substraatidega kui ka asa-p3-derivaatidega saadud andmetega.
Tulemused vdivad avada uusi vaatenurki peptidomimeetiliste ligandide disainimiseks. Seni ei
ole vastavate asa-derivaatide fosfortileerumist uuritud, kuna olemasolevate meetoditega ei

onnestunud neid stinteesida.
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2. Eksperimentaalne osa

To0s kasutatavad reagendid ja solvendid on ostetud Sigma-Aldrichist, Lachnerist,
Honeywellist vai Merckist. Koiki kuivatatud reagente ja solvente hoiti suletuna lammastiku
atmosfaaris.

TLC analiiiisid viidi libi silikageeliga kaetud alumiiniumfooliumil (poori suurus 60 A,
osakeste labimoot 9,5 — 11,5 um), ilmutatud UV 254 nm indikaatoriga. Laigud visualiseeriti
UV-kiirguse abil (254 nm) ning lisaks kasutati happelist KMnOj4 lahust. Kolonnkromatograafia
tahke faasina kasutati silikageeli poori suurusega 60 A ja osakeste libimddduga 63 — 200 um.
TMR modtmiseid teostati Bruker Avance-l111 700 MHz ja Burker Avance-11 200 MHz
spektromeetril.

HPLC-MS analiitisid viidi labi Shimadzu LCMS-2020 instrumendil kasutades Phenomenex
Kinetex 5 uM EVO kolonni (C1s, 100 A, 250 x 4.6 mm) 220 nm juures ning kasutades UV-Vis
ja massidetektorit. Proovide voolutamiseks kasutati jargmiseid puhvreid: puhver A oli 0,1%
TFA/MIlli-Q ja puhver B oli 0,1% TFA/ACN. Proove voolutati 19 min jooksul voolukiirusel
1 ml/min. Proovid sastiti teisel minutil ning andmete tootluseks kasutati programmi
LabSolutions Version 5.82 SP1.

AsaRRASVA puhastati Shimadzu HPLC-20AD kromatograafiga 220 nm juures, kasutades
Phenomenex Luna 5 pM poordfaaskolonni (Cis(2), 100 A, 250 x 15 mm). Proovide
voolutamisel kasutati jargmist gradiendi programmi: puhver B 7 —20%, kus puhver A oli 0,1%
TFA/MIllIQ ja puhver B oli 0,1% TFA/ACN. Toorpeptiidi voolutati 20 min jooksul
voolukiirusega 5 ml/min. Andmeid analiiiisiti programmiga LabSolutions Version 5.82 SP1.

2.1 Slinteeside kirjeldused
2.1.1 Asa-arginiini prekursori slintees eeskirja jargi [12]

2111 Fmoc-hldrasiini siintees
Viaali kaaluti 80% hudrasiin hudraati (12,1 ekv; 5,7 g; 0,143 mol) ja viidi tle 500 ml
umarkolbi. Kolb taideti N2-ga. Lisati 20 ml ACN:H20 (dest.) 1:1 lahust N2 keskkonnas ja
jahutati jadvannis 0 °C-ni. Seejarel kaaluti Fmoc-Cl (1,0 ekv; 3,05 g; 11,8 mmol), lahustati
ACN-is (200 ml) ning kanti tle tilklehtrisse. Slisteem suleti septumiga, isoleeriti N2 6hupalliga
ning hakati tilkhaaval lisama Fmoc-Cl lahust (1 tilk/2 sek). Parast lahuse lisamist lasti
reaktsioonil k&ia 0,5 h toatemperatuuril. Seejarel eemaldati solvent rotaatoraurusti abil <40 °C

juures, asetati kolb jadvanni, lisati ainele kiilma dest. H20-d (50 ml) ja hoiti jad&dvannil 10 min.
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Saadud aine filtriti valja klaasfiltri abil, pesti kiillma dest. H20-ga (3x15 ml) ja tolueeniga (3x15
ml). Ainet kuivatati 60pédev 6hu kaes ning seejarel vakumeeriti liofilisaatori abil.

Saagis: 94%, TMR spektrid on vastavalt Lisa 1 ja Lisa 2.

IH TMR (700 MHz, DMSO-ds, 8): 8,36 (s, 1H, NH); 7,88 (d, J= 7 Hz, 2H, Ar(H)); 7,69 (d, J=
7 Hz, 2H, Ar(H)); 7,41 (t, J= 7 Hz, 2H, Ar(H)); 7,33 (t, J= 7 Hz, 2H, Ar(H)); 4,29 (d, J= 7 Hz,
2H, CH2(Fmoc)); 4,21 (t, J= 7 Hz, 1H, CH(Fmoc)); 4,08 (s, 2H, NH>).

13C TMR (700 MHz, DMSO-ds, 8): 158,2; 143,8; 140,7; 127,7; 127,1; 125,2; 120,1; 65,7; 46,7.

2.1.1.2 N-Boc-3-bromopropudlamiini stintees
Umarkolbi kaaluti 3-bromopropiiiilammooniumbromiidi (1,0 ekv; 1,53 g; 6,99 mmol). Di-tert-
butulldikarbonaat (1,0 ekv; 1,50 g; 6,87 mmol) kaaluti viaali ning lahustati DCM-is (20 ml).
Seejérel lisati di-tert-bututildikarbonaadi lahus kolbi ning hakati tilkhaaval lisama pidevalt
segades DIiPEA (2 ekv; 1,77 g; 13,69 mmol). Reaktsioonil lasti toimuda tledo.
Seejdrel lahjendati reaktsioonisegu EA-ga, pesti killast. NaHCOs lahusega ning dest. veega.
Orgaanilist kihti pesti killast. NaCl lahusega, kuivatati vv (veevaba) Na2SQOs-ga ja roteeriti
kokku.
Saagis: 93 %, TMR spektrid on vastavalt Lisa 3 ja Lisa 4.
IH TMR (700 MHz, CDCls+TMS, 8): 4,67 (s, 1H, NH): 3,44 (t, J= 7 Hz, 2H, CH2); 3,27 (t, J=
7 Hz, 2H, CH2); 2,05 (quint, J= 7 Hz, 2H, CH2); 1,45 (s, 9H: 3 x CH3(Boc)).
13C TMR (700 MHz, CDCIz+TMS, §): 156,0; 79,5; 39,0; 32,7; 30,8; 28,4.

21.1.3 N-Fmoc-N'"-(3-N’’-Boc-propuul)hidrasiini sintees

5 ml tmarkolbi kaaluti Fmoc-htdrasiin (vt 2.1.1.1) (3,0 ekv; 1,45 g; 5,70 mmol). Viaali kaaluti
N-Boc-3-bromoproputlamiini (vt 2.1.1.2) (1,0 ekv; 0,45 g; 1,89 mmol) ning lisati Fmoc-
hldrasiinile. Seejarel taideti kolb N2 ning reaktsioonisegu lahustati dest. NMP-s (3,84 ml; Lisa
19, a), mida kuumutati 92 °C juures 1 h. Seejérel jahutati segu toatemperatuurini, lahjendati
EA-ga ning pesti killast. NaHCOs lahusega. Orgaanilist kihti pesti killast. NaCl lahusega,
kuivatati vv Na2SOs-ga ja roteeriti kokku < 40 °C juures. Toorprodukt puhastati
kolonnkromatograafiliselt kasutades eluendina EA-d.

Saagis: 40%, TMR spektrid on vastavalt Lisa 5 ja Lisa 6.

!H TMR (700 MHz, CDCIz+TMS, 8): 7,75 (d, J=7,7 Hz, 2H, Ar(H)); 7,57 (d, J=7,7 Hz, 2H,
Ar(H)); 7,38 (t, J=7,7 Hz, 2H, Ar(H)); 7,29 (t, J=7,7 Hz, 2H, Ar(H)); 6,59 (s, 1H, NH); 4,92
(s, 1H, NH); 4,43 (s, 2H, CHz(Fmoc)); 4,2 (s, 1H, CH(Fmoc)); 3,2 (s, 2H, CHz2); 2,90 (s, 2H,
CH>); 1,62 (s, 2H, CH2); 1,44 (s, 9H: 3 x CH3(Boc)).
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13C TMR (700 MHz, CDCIs+TMS, 8): 157,3; 156,1; 143,7; 141,3; 127,8; 127,1; 125,0; 120,0;
79,2, 67,0;49,4; 47,2; 38,5; 28,4; 27,7.

2.1.1.4  N-Fmoc-N’-(3-N¢ N *-di-Boc-guanidiilproptul)hidrasiini sintees
N-Fmoc-N'-(3-N’’-Boc-propudl)hidrasiin (1,0 ekv; 746 mg; 1,88 mmol) lahustati DCM-is (4
ml), lahus jahutati 0 °C-ni ja lisati TFA-d (8 ml). Segati 15 min antud temperatuuril ning
seejarel lasti reaktsioonil kdia 4 h toatemperatuuril. Reaktsioonisegu kontsentreeriti
rotaatoraurustil ning eemaldati TFA jaagid ltofilisaatori abil. Produktiks saadi N-Fmoc-N'-3-
aminopropuulhidrasiin*2TFA.
Saadud toorprodukt ja N,N’-di-Boc-N’’-triftililguanidiin (1,0 ekv; 710 mg; 1,81 mmol)
lahustati 1,4-dioksaanis (9 ml) ning lisati DIPEA (4,0 ekv; 938 mg; 7,25 mmol). Reaktsioonil
lasti toimuda toatemperatuuril segades 14 h. Saadud toorprodukt puhastati
kolonnkromatograafiliselt kasutades eluendina EA:Hex 1:1.
Saagis: 80%, TMR spektrid on vastavalt Lisa 7 ja Lisa 8.
'H TMR (700 MHz, CDCIz+TMS, 8): 11,51 (s, 1H, NH); 8,55 (s, 1H, NH); 7,75 (d, J= 7 Hz,
2H, Ar(H)); 7,57 (d, J= 7,7 Hz, 2H, Ar(H)); 7,39 (t, J=7,7 Hz, 2H, Ar(H)): 7,29 (t, J=7 Hz, 2H,
Ar(H)): 6,83 (s, 1H, NH); 4,43 (s, 2H, CH2(Fmoc)); 4,22 (d, J=6,3 Hz, 1H, CH(Fmoc)); 3,52
(s, 2H, CH2); 2,95 (s, 2H, CH2); 1,72 (s, 2H, CH2); 1,49 (s, 9H: 3 x CH3(Boc)); 1,48 (s, 9H: 3
x CHs(Boc)).
13C TMR (700 MHz, CDCIs+TMS, 8): 163,5; 157,4; 156,1; 153,3; 143,7; 141,3; 127,7; 127,1;
125,0; 120,0; 83,1; 79,3; 66,9; 48,8; 47,2; 38,8; 28,3; 28,1; 26,8.

2.1.2 Asa-arginiini prekursori slinteesi alternatiivne siinteesirada

2121 N,N -di-Boc-S-mettdlisotiouurea stintees [46]

250 ml imarkolbi kaaluti S-metlultiouurea hemisulfaat (1,0 ekv; 2,53 g; 18,18 mmol), lisati
killast. NaHCOs lahus (50 ml) ja DCM (25 ml). Seejérel lisati segades di-tert-
butulldikarbonaadi (1,5 ekv; 5,81 g; 26,61 mmol) lahus DCM-is (25 ml). Reaktsioonil lasti
toimuda toatemperatuuril N2 keskkonnas 47 h jooksul intensiivselt segades.

Parast segamist eeltoodud aja jooksul kanti segu jaotuslehtrisse, eraldati kihid ning veefaasi
ekstraheeriti (2 x 10 ml) DCM-iga. Seejarel Uhendati kdik orgaanilised faasid, millele lisati (25
ml) killastunud NaHCOs3 lahust. Kaaluti S-metudltiouurea hemisulfaat (0,2 ekv; 0,55 g; 3,95
mmol), mis lahustati killast. NaHCOs lahuses (25 ml) ning lisati reaktsioonisegule.
Reaktsioonil lasti toimuda toatemperatuuril N2 keskkonnas 48 h intensiivse segamise juures.

Seejarel kanti reaktsioonisegu jaotuslehtrisse ning eraldati kihid. VVeefaasi ekstraheeriti (2 x 10
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ml) DCM-iga, orgaanilised kihid thendati ning pesti (2 x 40 ml) killast. NaCl lahusega,
kuivatati vv Na2SOs-ga ning eemaldati solvent rotaatoraurusti abil. Aine puhastati
kolonnkromatograafiliselt kasutades alguses voolutina tolueen:EA 9:1 segu, seejarel Hex:EA
3:1 sequ.

Saagis: 67%, TMR spektrid on vastavalt Lisa 9 ja Lisa 10.

'H TMR (200 MHz, CDCIz+TMS, 8): 11,59 (s, 1H, NH); 2,40 (s, 3H, S(CHa)); 1,52 (s, 18H:
6 x CH3(2 x Boc)).

13C TMR (700 MHz, CDCIz+TMS, §): 171,6; 28,0; 27,9; 14,5.

2.1.2.2  p-alaniini metilestri htdrokloriidi suntees
Kaalutud B-alaniini hadrokloriidile (1,0 ekv; 10,30 g; 82,0 mmol) lisati MeOH (85 ml).
Seejarel lisati tilkhaaval destilleeritud TMSCI (2,0 ekv; 17,82 g, 164,0 mmol), misjarel
kuumutati reaktsioonisegu 5 h tagasijooksutemperatuuril. Reaktsiooni I6petamiseks lasti segul
jahtuda ning roteeriti kokku. Tekkinud valget sadet pesti tolueeniga (3 x 50 ml) ning
vakumeeriti.
Saagis: 100%, TMR spektrid on vastavalt Lisa 11 ja Lisa 12.
IH TMR (200 MHz, D20, 6): 3,75 (s, 3H, O(CHa)); 3,30 (t, J= 6,2 Hz, 2H, CH2); 2,83 (t, J=
6,4 Hz, 2H, CH>).
13C TMR (700 MHz, D20, 8): 173,1; 52,6; 35,1; 31,0.

2.1.2.3  Metlul-3-(N® N *-di-Boc-guaniduil)propanaadi stintees [36,47]
B-alaniini methdlestri hudrokloriidi (vt 2.1.2.2) (1,5 ekv; 1,80 g; 12,89 mmol) kaaluti 100 ml
kolbi, lahustati DMF-is (12 ml) ja lisati DIPEA (2,5 ekv; 2,78 g; 21,50 mmol). N,N’-di-Boc-S-
metidlisotiouurea (1,0 ekv; 2,50 g; 8,60 mmol) (vt 2.1.2.1) lahustati soojendades DMF-is (25
ml) ja lisati reaktsioonisegule. Reaktsioonil lasti toimuda 20 h N2 keskkonnas.
Reaktsiooni peatamiseks roteeriti DMF kokku 2/3 ulatuses ning lahjendati EA:killast. NaHCO3
1:1 (80 ml) sequs. Orgaanilist faasi pesti dest. H2O-ga (1 x 30 ml), kiillast. NaCl lahusega (1 x
30 ml) ning kuivatati vv Na2SO4. Produkt puhastati kolonnkromatograafiliselt kasutades
voolutina Hex:EA 3:1 segu.
Saagis: 87%, TMR spektrid on vastavalt Lisa 13 ja Lisa 14.
IH TMR (200 MHz, CDCIs+TMS, 8): 11,47 (s, 1H, NH); 8,73 (s, 1H, NH); 3,72 (g+s, J= 1,8
Hz, 5H: CH2+O(CHs3)); 2,62 (t, J= 1,8 Hz, 2H, CH2); 1,50 (s+s, 2 x 9H: 6 x CH3(2 x Boc)).
13C TMR (700 MHz, CDCIs+TMS, 8): 172,4; 163,4; 156,2; 153,0; 83,1; 79,4; 51,9; 36,2; 33,8;
28,3; 28,1.
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2.1.2.4  3-(N?N’*-di-Boc-guanidiul)propanaali stintees
Labikuumutatud ja N2 téidetud kolvis  valmistati  metdl-3-(N N *-di-Boc-
guanidudl)propanaadi (vt 2.1.2.3) (1,0 ekv; 883 mg; 2,59 mmol) lahus tolueenis (15 ml).
Reaktsioonikolb varustati N2 tdidetud Ghupalliga, jahutati -80 °C-ni ning sustla abil lisati
reaktsioonisegule 1,2 M DIBAL-H lahust tolueenis (1,3 ekv; 2,66 ml; 3,20 mmol).
Reaktsioonil lasti toimuda 12 min. Reaktsiooni peatamiseks lisati tilkhaaval MeOH (11 ml) ja
segati toatemperatuuril 1 h. Seejérel lahustati segu EA-s (120 ml). Orgaanilist faasi pesti
killast. NaHCOs lahusega (1 x 120 ml), dest. H20 (2 x 120 ml), killast. NaCl lahusega (1 x
120 ml) ja kuivatati vv Na2SO4 abil. Solvent eemaldati rotaatoraurusti abil ning aine puhastati
kolonnkromatograafiliselt kasutades eluendina Hex:EA 3:1.
Saagis: 39%, TMR spektrid on vastavalt Lisa 15 ja Lisa 16.
'H TMR (200 MHz, CDCI3+TMS, 8): 11,44 (s, 1H, NH); 9,83 (s, 1H, CHO); 8,58 (s, 1H, NH);
3,74 (g, J= 6 Hz, 2H, CH>); 2,79 (t, J=6 Hz, 2H, CH2); 1,49 (s+s, 2 x 9H: 6 x CH3(2 x Boc)).
13C TMR (700 MHz, CDCIs+TMS, 8): 200,6; 163,5; 156,2; 153,0; 83,2; 79,3; 43,5; 34,1; 28,3;
28,0.

2.1.25  N-Fmoc-N’-(3-N? N *-di-Boc-guanidiulpropuul)hidrasiini siintees
Labikuumutatud ja N2 taidetud kolvis valmistati Fmoc-hidrasiini (1,0 ekv; 253 mg; 0,997
mmol) suspensioon kuivas THF-is (1 ml). Seejérel lisati reaktsioonisegusse 3-(N“, N *-di-Boc-
guanidiul)propanaali (1,0 ekv; 314 mg; 0,997 mmol) lahus kuivas THF-is (1,4 ml).
Reaktsioonikolb varustati N2 téidetud dhupalliga ning reaktsioonil lasti toimuda tiks 66péaev.
Seejarel kontsentreeriti reaktsioonisegu rotaatoraurusti abil ning lahustati uuesti kuivas THF-
is (8 ml). Sellele lisati veel NaBH3CN (4,0 ekv; 251 mg; 3,987 mmol) ja AcOH (0,3 ekv; 170,1
uL; 0,299 mmol). Reaktsioonil lasti kaia tiks 06pdev. Reaktsiooni kulgemist jalgiti TLC abil
kasutades voolutina EA:Hex 2:1.

Peale vahelihendi kadumist kontsentreeriti reaktsioonisegu rotaatoraurusti abil ja lahustati EA-
S (~40 ml). Orgaanilise faasi pesti kullast. NaHCOs lahusega (1 x 30 ml), killast. NaCl
lahusega (1 x 30 ml) ning kuivatati vv Na2SQOs-ga. Seejarel EA eemaldati rotaatoraurusti abil
ning boor-kompleksi lagundamiseks lahustati saadud line aine etanoolis (40 ml), milles
kuumutati keemistemperatuuri juures 1 h. Boor-kompleksi lagunemist kontrolliti TLC abil
kasutades voolutina EA:Hex 2:1. Etanool eemaldati rotaatoraurusti abil ning puhastati
toorprodukt kolonnkromatograafiliselt kasutades eluendina EA:Hex 2:1. Nendes tingimustes
puhastamine ei osutunud vaga efektiivseks ning saadud produktile tehti téiendav

kolonnkromatograafiline puhastamine kasutades eluendina EA:Hex 1:1.
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Saagis: 56%, TMR spektrid on vastavalt Lisa 17 ja Lisa 18.

'H TMR (700 MHz, CDCIz+TMS, 8): 11,53 (s, 1H, NH); 8,59 (s, 1H, NH); 7,77 (d, J= 7 Hz,
2H, Ar(H)): 7,59 (d, J= 7,7 Hz, 2H, Ar(H)); 7,41 (t, J= 7,7 Hz, 2H, Ar(H)); 7,32 (t, J= 7 Hz,
2H, Ar(H)); 6,94 (s, 1H, NH); 4,45 (s, 2H, CH2(Fmoc)); 4,24 (s, 1H, CH(Fmoc)); 3,55 (s, 2H,
CH2); 2,99 (s, 2H, CH2); 1,76 (s, 2H, CH2); 1,52 (s, 9H: 3 x CHz3(Boc)); 1,51 (s, 9H: 3 x
CHs(Boc)).

13C TMR (700 MHz, CDCIs+TMS, 8): 163,8; 157,3; 156,1; 153,3; 143,7; 141,3; 127,7; 127 ,1;
125,0; 120,0; 83,2; 79,4; 67; 48,8; 47,2; 38,8; 28,25; 28,09; 26,8.

2.1.3 H-AsaRRASVA-NH; ja H-asaRF-NH: slintees

Peptiidi stinteesimiseks kasutatavasse 20 ml filterkolonni kaaluti (1,0 ekv; 250 mg; 0,17 mmol)
Fmoc-amiid MBHA vaiku (0,68 mmol/g), lisati DCM (10 ml) ja lasti 20 min punduda. Seejérel
eemaldati vaigult Fmoc-riithm 20% piperidiini lahusega DMF-is (10 ml) 20 min jooksul ning
pesti tahket kandjat jargmiste lahustitega: DMF (5 x 8 ml) ja DCM (1 x 8 ml). Vabade
aminoriihmade olemasolu kontrollimiseks tehti Kaiseri ja TLC testi [13,20], vajadusel korrati
eelnevat etappi voi jatkati stinteesi. Fmoc-AH-OH (3,0 ekv; 0,51 mmol) ning karbokstiiilriihma
aktiveerimiseks kasutatavad reagendid TBTU (3,0 ekv; 164 mg; 0,51 mmol) ja HOBt (3,0 ekv;
69 mg; 0,51 mmol) lahustati DMF-is. Arg sidumiseks H-ASVA-NH-vaigule kasutati veel
COMU (5,0 ekv; 0,85 mmol) ja PyOxim (5,0 ekv; 0,85 mmol) aktivaatoreid (Lisa 21, Tabel
6). Reagentide lahused segati omavahel kokku, lisati DIPEA (6,0 ekv; 0,176 ml; 1,01 mmol)
ning saadud lahus lisati kaitsmata vaigule, kus atsiitilimisreaktsioonil lasti toimuda ~1 h.
Aminohappe seostumist tahke kandjaga kontrolliti ninhadriini e Kaiseri testiga ning vajadusel
korrati atsiiiilimise etappi [13]. Reagentide iilehulga ja korvalproduktide eemaldamiseks
tahkelt kandjalt pesti jargmiste lahustitega: DMF (3 x 8 ml), DCM (3 x 8 ml), DMF (3 x 8 ml).
Jargmise aminohappe kiilge sidumiseks korrati kaitserithma eemaldamise ja atsiitilimise
etappe.

Peale Fmoc-RASVA-NH-vaik ja Fmoc-asaRF-NH-vaik sunteesi kontrolliti toorpeptiidi
aminohappelise jarjestuse 6igsust HPLC-MS abil (vastavalt Lisa 22 ja Lisa 23). Selleks voeti
vaike kogus peptiidi ning eemaldati tahke kandja koos pusivate kaitseriihmadega, dipeptiidi
puhul eemaldati eelnevalt ka Fmoc-kaitserihm. Selleks viidi 2 h jooksul l&bi reaktsioon TFA
lahusega (95% TFA; 2,5% Milli-Q; 2,5% TIS). Seejarel ekstraheeriti toorpeptiidi jadkilma

dietttleetriga (3 x 1,5 ml), mis aurustati proovist surudhu abil.
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AsaArg prekursori aktiveerimine: kuivatatud 50 ml iimarkolbi kaaluti vajalik kogus asaArg-
prekursorit (4,0 ekv; 367 mg; 0,68 mmol) ning varustati kolb N2-ga taidetud chupalliga. Kolbi
lisati kuiva DCM-i (2 ml) ning DIPEA (8,0 ekv; 0,234 ml; 1,35 mmol). Seejérel, jahutati kolbi
jaavannis. Kaaluti BTC (1,32 ekv; 67 mg; 0,224 mmol), lahustati kuivas DCM-is (1 ml) ja viidi
timarkolbi. Saadud lahust segati jadvannil 30 min. Jargnevalt eemaldati Fmoc-RASVA-NH-
vaigult ja Fmoc-F-NH-vaigult Fmoc-kaitseriihmad eelnevalt kirjeldatud eeskirja jérgi.
Umarkolvis valmistatud reagent viidi kolonnis olevale vaigule ja reaktsioonisegu lahjendati
kuiva DCM-iga (9 ml). Reaktsioonil lasti toimuda vastavalt 24 h ja 3 h. Asa-aminohappe
sidumist kontrolliti TLC ja Kaiseri testiga. Reagentide iilehulga ja korvalproduktide
eemaldamiseks pesti tahket kandjat jargmiste lahustitega: DMF (3 x 8 ml), DCM (3 x 8 ml),
DMF (3 x 8 ml).

2.1.3.1 H-asaRRASVA-NH: tahkelt kandjalt eemaldamine ning puhastamine

Fmoc-asaRRASVA-NH-vaigult eemaldati esmalt Fmoc-kaitserihm lisades vaigule 20%
piperidiini/DMF lahust, reaktsioonil lasti k&ia 20 min ning Kaiseri testi abil kontrolliti vabade
-NH2 rihmade olemasolu. Seejarel valmistati 100 mg asa-peptiid-NH-vaigu kohta 2 ml 95%
TFA lahust, kus 2,5% on TIS ja 2,5% Milli-Q (vt 2.1.3, Fmoc-RASVA-NH: vaigult
mahav6tmine) ning reaktsioonil lasti toimuda 4 h. Suurem osa TFA lahust aurustati surudhu
abil ning seejarel ekstraheeriti toorpeptiidi dietlitleetriga (3 x 5 ml), misjérel lahustati see Milli-
Q vees, sugavkilmutati ning liofiliseeriti. Saadud toorpeptiidi jarjestust kontrolliti HPLC-MS-
iga (Lisa 24, a). Seejarel puhastati H-asaRRASVA-NH: kasutades preparatiivset
vedelikkromatograafia meetodit. Selleks kaaluti 12-13 mg toorpeptiidi ning lahustati ~1,25 ml
voolutis (7% solvendi B sisalduse juures, kus puhver A oli 0,1% TFA vesilahus ja puhver B
oli 0,1% TFA ACN-is). Sustitud lahuste ruumala oli 300-400 pL. Puhta asa-peptiidi
fraktsioonid korjati tsentrifuugituubidesse, mis stgavkilmutati ning lGofiliseeriti. Seejarel
Uhendati tsentrifuugituubides olev asa-peptiid Milli-Q vee abil, sugavkilmutati, kuivatati
uuesti ltofilisaatoris ning maarati puhtus HPLC-MS-ga (220 nm) (Tabel 1, Lisa 24, b).

Tabel 1. H-asaRRASVA-NH:2 siinteesi saagised

Mass, mg Saagis, % Puhtus, %
Toorpeptiid 71,25 63,7 40
Puhastatud peptiid 25,9 23,2 95
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2.1.3.2  Asa-arginiini N-terminaalse otsa atsttlimise reaktsiooni kineetilised
modtmised
Selle reaktsiooni kineetiliste m6dtmiste teostamiseks kasutati meie teadusgrupis véljatootatud
meetodit.[14] Alustuseks kaaluti punktis 2.1.3 kirjeldatud eeskirja jargi siinteesitud Fmoc-
asaRF-NH-vaik (1,0 ekv; 60 mg; 0,0408 mmol) ning eemaldati Fmoc-kaitseriihm punktis 2.3.1
kirjeldatud eeskirja jargi. Sellele lisati DMF-i (6 ml) ning termostateeriti 25 °C juures.
Jargnevalt kaaluti Fmoc-L-Ala-OH*H20 (10,0 ekv; 134 mg; 0,408 mmol) ja COMU (10,0 ekv;
175 mg; 0,408 mmol) ning lahustati need vastavalt 3 ml ja 1 ml DMF- s. Reagentide lahused
segati omavahel kokku, lisati DIPEA (19,7 ekv; 140 uL; 0,803 mmol) ning eelaktiveeriti 2 min
jooksul.[48] Seejarel lisati aktiveeritud Fmoc-L-Ala-OH*H20 lahus atsiiiilimisreaktsiooni
alustamiseks H-asaRF-NH-vaigule DMF-is. Reaktsiooni kineetika jalgimiseks voeti segust
500 ul proovid kindlate ajavahemike tagant. Saadud proovid viidi filtriga varustatud siistlasse.
Reaktsiooni koheseks peatamiseks pesti voetud proovid: DMF-ga (3 x 1 ml), DCM-ga (3 x 1
ml), DMF-ga (3 x 1 ml). Seejirel eemaldati tekkinud Fmoc-AasaRF-NH-vaigult Fmoc-
kaitserithm. Pusivate Kkaitserithmade ning tripeptiidi mahavotmiseks tahkelt kandjalt lisati
sellele tugevalt happelist lahust (95% TFA; 2,5% Milli-Q; 2,5% TIS) ning reaktsioonil lasti
toimuda 2 h. Seejarel aurustati 6huvoolus TFA jaagid ning proovi ekstraheeriti dietiitileetriga
(3x1,5ml) kasutades tsentrifuugi, mille kiaigus eemalduvad eetris lahustuvad korvalproduktid.

Saadud toorpeptiidi analiiiisiti HPLC-MS kromatograafiga, kust arvutati produkti ja vastava

lisandi kui sisestandardi piikide pindalade (S) suhe Y (Y= M). Vorrandi

Slisand+5produkt
Y = e kobst 4y jdrgi arvutati reaktsiooni pseudo-esimest jarku nailine kiiruskonstant kobs ja

reaktsiooni saagis 1-Y ., kasutades Graphpad 5 tarkvara.
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3. Tulemused ja arutelu

3.1. Asa-arginiini prekursori siintees

3.1.1 Asa-arginiini suintees labi asa-ornitiini
Teadustdo esimeses etapis alustati asa-peptiidide stinteesimiseks vajaliku asaArg prekursori

sunteesimist varasemalt vélja té6tatud meetodil.[12] Selleks siinteesiti esmalt Fmoc-hldrasiin
(Skeem 12).

Fmoc
ACN:H,0
H,N—NH, 4+ Cl—Fmoc 0°C H,N—NH
3 ekv 2-3h 94%

Skeem 12. Fmoc-kaitstud hiidrasiini slintees.

Antud reaktsiooni selektiivsus saavutati tdnu hidrasiini suurele lehulgale reaktsioonisegus
ning Fmoc-Cl tilkhaaval lisamisele madalal temperatuuril. Lisaks sellele, et tagada tihe Fmoc-
rihma selektiivne sidumine, on hudrasiini Glehulk wvajalik reaktsiooni jooksul tekkiva
vesinikkloriidi sidumiseks. Produkti filtreerimisel pesti seda jaékilma veega, et vabaneda
reageerimata jadnud hidrasiinist ja selle hudrokloriidist. Seejarel kasutati pesemiseks tolueeni,
et vabaneda suuremast hulgast veest ja vahepolaarsetest lisanditest. Selle etapi saagised on
véga kdrged.

Teiseks vajalikuks lahteaineks antud silinteesirada kasutades on N-Boc-3-bromopropdiilamiin,
kus lammastik on (he Boc-rihmaga kaitstud (Skeem 13). Suntees viidi labi segades
toatemperatuuril 18 h. Aluselised tingimused on vajalikud 3-bromoproptulamiini soolast vaba
aluse saamiseks ning reaktsiooni katalttsimiseks. Katalliisiv toime seisneb DIPEA
reaktsioonis Boc20O-ga, mille kaigus moodustub tugevalt elektrofiilne vaheiihend, mis

reageerib nukleofiiliga.

Boc,O

— e B
B T SN, DIPEA, 2 ek T, S
2 Br N
*HBr 18h H
DCM 93%

Skeem 13. N-Boc-3-bromopropullamiini siintees

Jargmiseks etapiks oli vaja stinteesida Fmoc-kaitstud asa-ornitiini prekursor (Skeem 14).
Reaktsioon viidi l&bi algselt Dr. A. Mastitski poolt valjatootatud ja optimeeritud eeskirja
jargi,[12] kuid reaktsioon ei kulgenud ootusparaselt. Stintees viidi labi eeskirja jargi ehk
destilleerimata NMP-s 92 — 94 °C juures. Peale esimest ebadnnestunud stinteesi arvati, et

kasutatud aparatuur (pliit) ei vimaldanud labi viia reaktsiooni vajaliku temperatuuri juures voi
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reaktsiooni eksotermilisuse tottu vOis suurte koguste kasutamisega kaasneda reaktsioonisegu
ulekuumenemine. Selle reaktsiooni juures on temperatuuri hoidmine antud vahemikus vaga
oluline, kuna alla 92 °C reaktsioon ei toimu ning 94 °C-st lle hakkab hudrasiini Fmoc-
kaitserihm lagunema, mis soodustab reaktiivide lagunemist ja kdrvalproduktide teket. Pérast
kitteseadmest tingitud probleemide vélistamist hakati varieerima Fmoc-hudrasiini
kontsentratsiooni (0,5 - 1,6 M) lahuses, kuid kuue l&biviidud stinteesi jooksul ei dnnestunud
produkti saada, sest lahteaine lagunes antud reaktsioonitingimustes.

Kuna lahteaine lagunemise poOhjus esialgu ei selgunud, hakati paralleelselt arendama
alternatiivset slinteesirada (vt 3.1.2).

Edasiste uuringute jooksul aga selgus, et asa-ornitiini prekursori stinteesil kasutatav NMP peab
olema varskelt destilleeritud e seismisel tekkivad lisandid ja suurenenud niiskusesisaldus
tdendoliselt soodustavad produkti ja lahteaine lagunemist. Destilleeritud ja kuiva NMP

kasutades sai reaktsioon (Skeem 14) I6puni labiviidud ning produkt saadi kétte reprodutseeruva

saagisega.
rmoc g e : :
— Fmoc NN
NH OSSN 9294 °C S “Boc
HN 1h H
2 39%
=3 ekv

Skeem 14. N-Fmoc-N"-(3-N’’-Boc-propudl)hidrasiini stintees
Varskelt destilleeritud kuivas NMP-s teostati kolm siinteesi, mis on kokku véetud Tabelis 2.

Tabel 2. Asa-ornitiini slinteesi tulemused, kasutades véarskelt destilleeritud NMP-d

# | Temperatuur, °C | Fmoc-hidrasiini ekv, mass (g) Solvent, M Saagis, %
1 92-94 3ekv, 1,16 Kuiv NMP; 1,5 33
2 92-94 3ekv; 1,50 Kuiv NMP; 1,5 45
3 92-94 3ekv; 1,39 Kuiv NMP; 1,5 39

Viimases etapis stnteesiti asa-ornitiini prekursorist asa-arginiini prekursor, mis on

kaheetapiline reaktsioon (Skeem 15).

1) TFA
15 min, 0 °C Boc
ahrt HN
DCM

H
H
Boc > N ~. _-Boc
N /\/\ ~ AN
N H/ 2) (BocNH),CNTF Fmoc \‘u N N
H

DIPEA, 4 ekv H
14 h 80%

1,4-dioksaan, C=0,2M

Fmoc

Skeem 15. Asa-ornitiinist asa-arginiini prekursori siintees
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Esialgu voetakse Boc-kaitseriihm l&mmastikult maha kasutades TFA-d. See on usna aeglane
reaktsioon ning vajab TFA suurt llehulka. TFA lisamine toimus madalal temperatuuril, et
valtida korvalproduktide teket ning reaktsioonisegu soojenemist. Saadud toorprodukt, Fmoc-
propudlaminohidrasiini TFA sool, ning N,N’-di-Boc-N"’-triflulguanidiin lahustati 1,4-
dioksaanis, mis on polaarne aprotoonne solvent, mille tdttu see ei solvateeri nérka nukleofiilili
ning voimaldab lahustada soola kujul oleva l&hteaine. Seejarel lisati alusena DIPEA-d nii
Fmoc-propullaminohtdrasiini soolast véljatdrjumiseks kui ka aluselise reaktsioonikeskkonna

tekitamiseks.

3.1.2 Asa-arginiini prekursori alternatiivse slinteesiraja valjatootamine
Kuna asaArg prekursori siinteesi labi asa-ornitiini prekursori ei dnnestunud esialgu labi viia
(vt 3.1.1), hakati asaArg paralleelselt slinteesima vottes aluseks Freeman et al. poolt valja
tootatud meetodi.[36] Sinteesiraja olulisim etapp on aldehiiiidi saamine vastava Weinreb
amiidi redutseerimisel. Reaktsiooni saagiseks saadi 33%, mille pérast otsustati antud t60s
osaliselt muuta Freeman et al. stinteesirada, et arendada alternatiivset stinteesiteed, mis annaks
kdrgemad saagised, oleks lihtsasti teostatav, reprodutseeritav ning ei vajaks kalleid reagente
ega katallsaatoreid.

Slnteesi alustati  S-mettdlisotiouurea hemisulfaadi  ld&mmastike kaitsmisega Boc-
kaitserihmadega ja saadi N,N’-di-Boc-S-metuilisotiouurea (Skeem 16),[46] mis on tulevase

asaArg prekursori kilgrihma osa.

NH Boc,0, ~1,5 ekv N\{
)L e DCM:NaHCO; kill. lahus /
HN S l2

H50, 47h+48h /

1 ekv + 0,2 ekv Boc 67%

Skeem 16. Di-Boc-S-metitlisotiouurea stintees

See reaktsioon kulgeb aeglaselt ning vajab intensiivset segamist, kuna reaktsiooni keskkond
on heterogeenne. Tekkinud produkt lahustub orgaanilises faasis koos di-tert-
bututldikarbonaadiga, mistottu reaktsiooni I6puni viimiseks lisatakse juurde taiendav kogus S-
metiiltiouurea hemisulfaati reaktsioonisegusse juurde. Reaktsiooni kaigus tekib ka

korvalprodukt, milleks on Boc-monokaitstud S-mettitlisotiouurea (Skeem 17).

Boc S—
N
/ _\ SEm—
)\ _~ DIPEA, 1,5 ekv /
12h o¢ NH

DCM
Boc Boc 81%

Skeem 17. Di-Boc-S-metiilisotiouurea stintees mono-Boc-S-metidlisotiouureast
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See on kolonnkromatograafiliselt produktist eraldatav ning kasutades Boc20O lahust DCM-is
DIiPEA juuresolekul, on vdimalik sellest vajalik produkt saada (eeskiri Lisa 20).

Jargnevalt suinteesiti B-alaniini hiidrokloriidi soolast vastav metilester (Skeem 18).

0 0
/\)J\ "HC TMscl, 2 ekv *HCI
HN OH sn N o
MeOH, A 100%

Skeem 18. p-alaniini metulestri hidrokloriid

Selle reaktsiooni saagised on kvantitatilvsed. TMSCI reageerib metanooliga andes
trimetudlsiliulmetidleetri ja vabaneb HCI, mis kataltitisib estri moodustumisreaktsiooni ning
aitab hoida reaktsioonikeskkonda veevabana.

Saadud B-alaniini metudlestri hadrokloriidist ja N,N’-di-Boc-S-metiiluureast valmistati
metuil-3-(N“, N *-di-Boc-guaniduil)propanaat (Skeem 19). Reaktsiooni labiviimiseks kasutati

aluselist keskkonda, et 3-alaniin viia mettdlestri hdrokloriidist vabaks aluseks.

1,5 ekv Boc\

0 N S\
. DIPEA, 2,5 ekv
HCI Boc/ S - BocC /l\ /\/U\ /
+ N
HN o NH 200
A DMF

87%

Skeem 19. Metuilil-3-(N?, N ®-di-Boc-guanidiul)propanaadi siintees

Reaktsiooni kdigus atakeerib -alaniini metttlestri N-terminaalne ots guanidileerivat reagenti
ning seejarel vabastatakse metutltio-rihm.

Jargnevalt prooviti stinteesida 3-(N? N’*-di-Boc-guanidiil)propanaali eelnevalt saadud
metiil-3-(N®, N ?-di-Boc-guanidull)propanaadist kasutades diisobutttlalumiiniumhudriidi
(Skeem 20), mis on tuntud meetod aldehiiidide sunteesiks.[49]

1,25 ekv
1) Tolueen

H H H H
N N o} -80°C N N
~ ~. 12 min B
Boc —p BOC
| AI 2) MeOH | |
/N 0 ~
Boc

Skeem 20. 3-(N® N *-di-Boc-guaniduil)propanaali stintees

Kirjanduses ei ole mainitud selle reaktsiooni kasutamist nii steeriliselt raskendatud ihendi nagu
asaArg prekursori slinteesi jaoks vajaliku aldehiitdi valmistamiseks. Estri redutseerimist
DIBAL-H-ga aldehtdiks viiakse 1abi madalal temperatuuril, mille juures alumiiniumatsetaal
on stabiilne ja lisaks tagab selektiivsuse suurenemise reaktsiooni kiiruse véahenemise arvelt.

Reaktsiooni l8petamiseks lisatakse metanooli, mis neutraliseerib uleliigse DIBAL-H ja
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lagundab vaheuhendeid. DIBAL-H on tugev elektrofiilne redutseerija, redutseerides estri juba
toatemperatuuril esmalt aldehiidiks ja seejarel alkoholiks. Vajalikuks reaktsiooniks on
aldehtiidi saamine, mistdttu on solvendi valik oluline, kuna on leitud, et donoorsete solventide
nagu THF-i ja eetri kasutamine soodustab uleredutseerimist ja vahendab diastereoselektiivsust.
[50] Donoorne solvent moodustab tetraeedrilise vahetuhendiga Lewisi happe-alus kompleksi,
mis ndrgendab estri karbonlulset sidet hapnikuga. Seet6ttu on kompleksi lagunemine kiirem
kui moodustumine ja vabanenud aldehiitid redutseeritakse kohe alkoholiks. Antud t60 kéigus
labiviidud reaktsioon THF-is ei toimunud. Praegu koige efektiivsemaks solvendiks vastava
estri redutseerimiseks osutus tolueen, milles aldehtidi elimineerimine toimub aeglasemalt kui
hidriidi sidumine estri kuilge. Edasi on plaanis proovida teisi mittepolaarseid solvente nagu

heksaan. Tabelis 3 on vélja toodud reaktsioonide tingimused.

Tabel 3. 3-(N¢N’*-di-Boc-guaniduil)propanaadiga l&biviidud siinteeside tingimused ja

tulemused
# Lahteaine Solvent DIBAL-H, | Kdrvalproduktide | Saagis,
mass, ¢ ekv teke %
1 0,107 Tolueen 0,33 - 35
2 *0,148 Tolueen 0,56 - <5
3 0,106 THF 1,50 — —
4 0,148 Kuiv tolueen 0,50 - <5
5 0,152 Kuiv tolueen 0,75 - <5
6 0,150 Kuiv tolueen 1,00 - <5
7 0,150 Kuiv tolueen 1,25 - <5
8 0,150 Tolueen 0,75 - 22
9 0,148 Tolueen 1,00 - 37
10 0,149 Tolueen 1,25 - 48
11 1,060 Tolueen 1,50 + 40
12 0,883 Tolueen 1,25 - 40

*kolb jai 1abi kuumutamata

Tabelist 3 on nédha, et antud uurimustots varieeriti DIBAL-H hulka ja uuriti erinevate
solventide ja nende veesisalduse mdju redutseerimise reaktsioonile. Kdikides katsetes, v.a nr
2, kuumutati kolb labi ning jahutati N2 voolus. Esimese labiviidud eksperimendi saagiseks

saadi 35,2%. DIBAL-H on vdga tundlik vee suhtes, seega arvati, et tolueenis sisalduv vesi vdib
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reaktsioonist osa vOtva DIBAL-H kogust véhendada. Seetdttu prooviti solvendina THF, et
reaktsiooni kiirendada, kuid reaktsioon ei toimunud.

Teiseks prooviti reaktsiooni labi viia vérskelt destilleeritud tolueenis (Lisa 19, b). Selle
tulemusena oli TLC plaadilt ndha, et kdrvalprodukte ei tekkinud. Proovis oli peamiselt ndha
lahteainet ja produkti jalgi, millest tehti jareldus, et reaktsioon praktiliselt ei toimunud. Samuti
oli vaga Ullatav, et kuivatamata jdanud kolvis produkti peaaegu ei tekkinud, samas ka kuivas
suletud sisteemis ei kulgenud reaktsioon DIBAL-H Ulehulgas. Sellest v@ib jareldada, et
tolueenis sisalduv veehulk on vajalik reaktsiooni kataliusimiseks.

Antud reaktsiooni tingimusi oleks vdimalik veel optimeerida varieerides reaktsiooniaegu,
solvente ja reagentide suhteid, kuid t60 esialgseks eesmargiks oli stinteesida asaArg prekursor
ja 11 proovisiinteesi tulemusena saadud vahelhendi 48% saagist loeti rahuldavaks, et stinteesi
jatkata.

Selleks pandi puhastatud aldehiiiid reageerima eelnevalt valmistatud Fmoc-hudrasiiniga

Freeman et al. artiklis kirjeldatud eeskirja jargi (Skeem 21).[36]

Boc

Boc -
‘ s FmOC\NH 1) g‘l:l;: THF ,L n z
HN N 5 NS L W
+ \ » N/ \Fmoc
\ \ NH, 2) NaBH,CN, 4 ekv H
CH;COOH, 0,3 ekv
0 3 , 0, NH
N -~ 56%
\Boc 24 h Boc

Kuiv THF

Skeem 21. AsaArg prekursori siintees 3-(N® N "*-di-Boc-guaniduil)propanaalist

Reaktsiooni katalitisimiseks ei kasutata happeid, kuna need voivad eemaldada lahteaine Boc-
kaitserihmad. Selleparast on reaktsiooni labiviimine ajaliselt mahukas. Redutseerimisel
saadav 10pp-produkt moodustab booriga donoorse-aktseptoorse kompleksi, mille
lagundamiseks on vaja toorprodukt esmalt ekstraheerida ja seejarel keeta etanoolis ~1 h.
Kompleksi lagunemisel tekib triettitilboraat vabastades asaArg prekursori.

Reaktsiooni labiviimisel probleeme ei esinenud, kirjanduses toodud sunteesi etapp oli
reprodutseeritav. Toorprodukti puhastati flash-kromatograafi asemel

kolonnkromatograafiliselt, mistdttu oli vaja leida sobiv vooluti.

3.1.3 H-asaRRASVA-NH: slintees

Sinteesitud asaArg prekursorit kasutati jargnevalt PKA substraadi asa-analoogi asaRRASVA
sunteesimiseks (Skeem 22). Aminohappelise jarjestuse H-RASVA-NH-vaik siinteesimiseks

kasutati standardset SPPS protokolli.
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a) TBTU, 3 ekv

HOBt, 3 ekv
DiPEA, 6 elg ek AN b) 20% piperidiin/DMF
Fmoc-AH-0H, 3 ekv 2+20 min _ H\
HN—yaik ——————» Fmoc/ “NH o H/ﬁ‘ NH
DMF, 1-2 h
vaik vaik
sidumise (a) ja kaitseriihma
eemaldamise (b)
c) asaArg prekursor, 4 ekv etappide kordamine
b) 20% piperidiin/DMF DiPEA, 8 ekv
2420 min BTC, 1,32 ekv
H-asaRRASVA-NH Fmoc-asaRRASVA-NH-vaik- H-RASVA-NH-vaik
d) 95% TFA kuiv DCM
2,5% TIS aktiveerimine 30 min, 0 °C
2,5% Milli-Q sidumine 24 h

AH - aminohape, sidumine vastavas jarjekorras: Ala, Val, Ser, Ala, Arg

Skeem 22. H-AsaRRASVA-NH: slintees

Kui H-ASVA-NH-vaik jarjestuse saamiseks tuli vastavaid aminohappeid lisada vaigule ainult
uhe korra (Lisa 21), siis Arg lisamisel N-kaitsmata H-ASVA-NH-vaigule tuli sidumisetappe
korrata (Tabel 4). See on tingitud ilmselt Arg suuremast mahukusest vorreldes eelneva
peptiidijarjestuses oleva aminohappega, takistades ligipddsu vahem aktiivsetele

aminoriihmadele.

Tabel 4. Arginiini sidumine H-ASVA-NH-vaigule

# Aktivaator ekv t,h KT TLC HPLC-MS
1 TBTU/HOBt 3 1 Sinine - -
2 TBTU/HOBt 5 2 Sinine - -
3 PyOxim[48] 5 2 Tumeroosa | - -
4 COMUI[51] 5 2 Roosa + +

Selleks suurendati algselt l&hteainete koguseid ja pikendati reaktsiooniaega. Kaiseri testi
negatiivse tulemuse tottu vahetati jargnevalt aminohappe aktivaator PyOxim vastu. KT varvus
oli muutunud sinisest roosakamaks, mis nditas, et reaktsioon oli edasi toimunud. KT test on
kull Gsna tundlik reageerimata ja&dnud vabade aminoriihmade suhtes, kuid et veenduda
reaktsiooni I8puni kulgemises, korrati veelkord sidumise etappi aktivaatoriga COMU, mis on
uks uuemaid ja efektiivsemaid SPPS aktivaatoreid.[43] KT oli endiselt roosaka varjundiga,
seega otsustati kontrollida aminohappelist jarjestust Fmoc-RASVA-NH2 HPLC-MS analusil
(Lisa 22) ning kromatogrammilt ei leitud H-ASVA-NHz jalgi. Edaspidi oleks mdistlikum Arg
ja teisi mahukaid aminohappeid sisaldavate peptiidide stinteesimisel kasutada vaiksema kui

0,68 mmol/g laadimisastmega vaiku voi blokeerida atstiulimise teel esimese aminohappe
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sidumisel vahemaktiivsed aminorihmad, mille kiilge mahukate aminohapete sidumine on
raskendatud.

Viimasena seoti peptiidijarjestusse asaArg prekursor kasutades selle aktiveerimiseks tldjuhul
varasemalt vélja tootatud meetodit,[3,14] kus prekursor konverteeritakse vastavaks asa-
aminohappe klooranhtdriidiks aktivaatori BTC abil (Skeem 8 ja Skeem 22, ). Antud siinteesis
aga pikendati asa-aminohappe sidumise reaktsiooni aega kolmelt tunnilt 24-le tunnile, kuna
kineetiliste m6dtmiste esialgsed tulemused meie uurimisgrupis nditavad, et reaktsioon ei ole
veel kolme tunni jooksul 16ppenud. Enne toorpeptiidi tahkelt kandjalt Idikamist veenduti veel
HPLC-MS analulsil asaArg liitumises peptiidile ning peale I6ikamist maarati HPLC-MS
analttsil stinteesitud toorpeptiidi puhtus (Lisa 24, a). Seejarel puhastati toorpeptiid kasutades
preparatiivset HPLC meetodit ning tulemuseks saadi mdistliku saagisega puhas (Lisa 24, b)
peptiidi.

Peptiidi puhastamiseks kasutatav meetod on kullaltki rahuldav, kuid asa-aminohappe
prekursori BTC-ga aktiveerimisel tekib palju lisandeid (H-asaRRASVA-NH: sisaldus
toorproduktis oli 40%, Tabel 1), mille tdttu oleks vaja valja td6tada sobivam aktivaator voi

aktiveerimismeetod.

3.14 Asa-peptiidsideme moodustumine mudelpeptiidis H-AasaRF-NH:
Kui asa-aminohappe sidumine eelnevale aminohappele laheb ldjuhul peaaegu I8puni, siis asa-
peptiidi slnteesis on koige kriitilisem etapp asa-aminohappejadgi N-terminaalsele otsale
jargmise aminohappe sidumine (vt 1.2.2). Antud t66 valmimise kdigus on meie teadusgrupis
viidud I&bi kineetilisi modtmisi aktivaatoriga COMU mudelpeptiidis H-AasaAH-F-NH2, kus
varieeriti asa-aminohapete kilgrihma struktuuri. Esiteks leiti, et steerilise takistus
suurenemine vastavas asa-aminohappejadgis aeglustab oluliselt asa-peptiidsideme
moodustumise reaktsiooni. Teiseks ei kulge reaktsioon mdnede testitud asa-aminohapetega
I6puni ning Ala ei dnnestunud antud meetodil uldse siduda asaVal kiilge, mis on testitud asa-
aminohapetest kdige mahukam (avaldamata andmed). Seetbttu otsustati enne substraadi H-
RasaRASVA-NH: sinteesi kontrollida, kas on vdimalik antud meetodit kasutada Ala
sidumiseks asaArg kiilge, mida pole veel siiani testitud. Selleks siinteesiti esmalt asa-dipeptiid
H-asaRF-NH-vaik (Skeem 23, 11l) punktis 2.1.3 Kkirjeldatud eeskirja jargi. Etappide
efektiivsust jélgiti Kaiseri ja TLC testidega, mis andsid soovitud tulemused, ning tekkinud
dipeptiidi jarjestust kontrolliti I16puks ka HPLC-MS-ga.
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! COMU, 10 ekv I ? m v
OH DIPEA, 20 ekv Oxyma H-asaRF-vaik
—— —  » Fmoc-AasaRF-vaik
Fmoc—N .
H | DMF, 2 min Fmoc—NH 25°C

o} 24 h 20% piperidiin/DMF

10 ekv proov 500 pl
95% TFA; 2,5% TIS; 2,5% Milli-Q

v
H-AasaRF-NH,

Skeem 23. Asa-arginiini N-terminaalsele otsale alaniini sidumise kineetiline uurimus

Tahkelt kandjalt eemaldatud ning ilma Fmoc-kaitserihmata asa-dipeptiidi H-asaRF-NH2
HPLC-MS analliusil saadud massispekter nditas aga oodatud tulemuse asemel lisandi massi,
mis oli 16 g/mol vorra vaiksem vastavast dipeptiidi massist, mis viitab nagu oleks ks —NH2
rihm Ghendist eemaldunud (Lisa 25, c). Seet6ttu otsustati kontrollida asa-dipeptiidi struktuuri
jattes enne tahkelt kandjalt eemaldamist asaArg N-terminaalsele otsale Fmoc-kaitserihma
kiilge (Fmoc-asaRF-NH2). Selle tulemusena leiti, et Uhend, mis vastab Fmoc-asaRF-NH2-
massile on massispektris siiski olemas (Lisa 23). Sellest jareldati, et H-asaRF-NH2 vdib
laguneda vOi tslkliseeruda tugevalt happelises keskkonnas tahkelt kandjalt mahavdtmise
reaktsiooni jooksul. Sellist asa-aminohappe lagunemist TFA-ga tootlemise kéigus asa-peptiidi
N-terminaalses otsas on varasemalt tdheldatud ka asaGly korral.[52]

Seejarel viidi pseudo-monomolekulaarsetes tingimustes labi kineetilised médtmised COMU-
ga aktiveeritud Ala-ga 11, vottes Ala 10-kordses ulehulgas, et siduda Ala I slinteesitud asa-
dipeptiidi 111 kilge (Skeem 23) ning uurida, kas Ala seob end asaArg N-terminaalsele otsale.
Protsessi jalgmiseks voeti kindlate ajavahemike tagant reaktsioonisegust proove, eemaldati
tekkinud tripeptiidilt 1V Fmoc-kaitserihm ning analiisiti HPLC-MS-ga (Lisa 25, b ja e).
Reaktsioonisegus esines peale produkti V kaks suurt lisandit, millest esimene on arvatavasti
vastav lahteaine lagunenud kujul ning teise struktuur ei ole teada, kuid visuaalsel hindamisel
tundus, et lisandite kogus proovis aja jooksul ei muutu. Eelnevates mudel asa-peptiidide
kineetilistes uuringutes on vastava reaktsiooni Kiirus ja saagis arvutatud lahteaine kadumise
jargi ajas kasutades HPLC analiitisil saadud kromatogrammilt arvutatud lahteaine ja produkti
piikide pindalasid.[13-15] Antud reaktsioonis aga lahteaine 111 tdendoliselt proovi todtlemise
kaigus laguneb, mistdttu otsustati produkti koguse suurenemise esialgseks hindamiseks
arvutada reaktsioonisaagis nii Uhe kui teise lisandi piigi pindala suhtes (vt 2.1.3.2). Tabelist 5
ja Jooniselt 1 on néha, et tihe reaktsiooniseeria piires mdlema lisandi suhtes arvutatud nailised

kiiruskonstandid kobs ja reaktsioonisaagis (1-Y..) langevad kokku.
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Joonis 1. Uhendis H-AasaRF-NH:2 asa-peptiidsideme moodustumise reaktsiooni kineetilised

koverad kasutades aktivaatorit COMU temperatuuril 25 °C

Tabel 5. COMU-ga aktiveeritud Fmoc-L-Ala-OH*H20 lahtepeptiidile H-asaRF-NH-vaik

sidumise kineetiliste modtmiste tulemused DMF-s temperatuuril 25 °C

# kobs, mint 1-Yo R?
1 0,006553 + 0,001 0,1958 £ 0,013 0,97
2 0,006511 = 0,001 0,1448 £ 0,010 0,97

* Mdlemas katses saadud kiiruskonstante arvutati nii lisandi 1, kui ka lisandi 2 jargi

Antud tingimustel viidi 1abi 2 paralleelm&dtmist ning Tabelist 5 on naha, et reaktsioon toimub
ainult 145 — 19,6% ulatuses. Varasemalt on teada, et samades tingimustes labiviidud
reaktsioon asaAla-ga kulgeb praktiliselt I8puni (99%) kiirusega kobs=0,022 + 0,001min-1.[14]
Sellest jareldati, et tdendoliselt on antud reaktsioon asaArg-ga selle mahuka kilgriihma tottu
lilga aeglane ning COMU-ga aktiveeritud Ala vdib reaktsiooni valtel &ra laguneda, mida
naitavad ka vastavad uuringud COMU kasutamise piirangute kohta SPPS-s.[53] Seega
otsustati jargnevalt testida, kas antud reaktsioon kulgeb edasi, kui reagente reaktsiooni kaigus
juurde lisada. Sama kogus reagente lisati reaktsioonisegusse peale 3 tunni méddumist pérast
reaktsiooni algust ning lasti toimuda 48 h vottes reaktsiooni segust proove. HPLC-MS
tulemuste analtdsil selgus, et reaktsioon ei olnud markimisvaarselt edasi ldinud (1-Y« 32,7%).
Enne 16plikke jareldusi tuleks aga esmalt valja tootada meetod selle reaktsiooni tdpsemaks
kvantitatiivseks iseloomustamiseks. Uheks vOimaluseks on kineetiliste mdotmiste kaigus
vOetud proovis sisalduva lahtepeptiidi 111 (Skeem 23) N-terminaalne ots enne tahkelt kandjalt
I6ikamist uuesti Fmoc-rihmaga dra Kaitsta, et valtida Uhendi lagunemist happelistes
reaktsioonitingimustes. Seega otsustati kineetiliste mddtmiste kéigus tekkinud probleemide
valguses mudelpeptiidis H-AasaRF-NHz antud t60 raames piirduda tGhendi asaRRASVA
sunteesimisega. Sobiva saagisega peptiidi asa-analoogi RasaRASVA siinteesimiseks tuleb

asaArg-le jargneva aminohappe stinteesimeetodit veel edasi arendada.
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KOKKUVOTE

T60 eesmargiks oli stinteesida PKA substraadi RRASVA asa-analoogid asaRRASVA ja
RasaRASVA, kasutades asaArg prekursori slnteesimiseks meie uurimisgrupis Dr. A.
Mastitski véljatootatud ja optimeeritud sunteesimeetodit. Mitmete ebadnnestunud asaArg
prekursori stinteeside teostamisel antud meetodi jargi selgus, et asa-ornitiini slnteesiks
vastavatest lahteainetest peab solvent (NMP) olema kuiv ja vérskelt destilleeritud. Stinteesi
ebadnnestumise pdhjuste lahendamise kaigus hakati prekusori suinteesimiseks paralleelselt
arendama ka alternatiivset sunteesirada. Selleks taiendati Freeman et al. meetodit pakkudes
sunteesiraja keskse thendi e aldehiiudi uut saamise viisi, mida varasemalt ei ole asa-
aminohapete prekursorite stinteesis mainitud. Aldehtldi uus saamise meetod I&htus mettdil-3-
(N N’*-di-Boc-guanidull)propanaadist ning redutseeriti viimast DIBAL-H-ga vastavaks
aldehiitidiks varieerides proovistnteeside jooksul DIBAL-H koguseid. Parima tulemuse
andnud l&hteainete suhete jargi viidi labi ka preparatiivne siintees. Viimases etapis stnteesiti
saadud aldehtuitdist asaArg prekursor Freeman et al. artiklis kirjeldatud meetodi jéargi.

Saadud asaArg prekursorit kasutati RRASVA asa-analoogi asaRRASVA sunteesimiseks
kasutades aminohapete sidumiseks SPPS meetodit. Stinteesi kdige keerulisemaks etapiks oli
Arg sidumine H-ASVA-NH-vaigule, mida tuli korrata. AsaArg sidumisel peptiidi kiilge andis
hea saagise ning toorpeptiidi puhastamiseks kasutati preparatiivset HPLC meetodit.

Esialgsed tulemused, mis saadi hiljuti meie t6dgrupis labiviidud reaktsiooni Kineetiliste
uuringute pdhjal naitavad, et steerilise takistuse suurenemine asa-aminohappejaégis, millele
seotakse aktivaatoriga COMU aktiveeritud aminohapet, aeglustab oluliselt asa-peptiidsideme
moodustumise reaktsiooni. Lisaks ei kulge reaktsioon mdnede testitud asa-aminohapetega
IBpuni vOi ei toimu uUldse. Seetdttu otsustati enne RasaRASVA asa-analoogi slnteesi
labiviimist uurida Kineetilisel meetodil mudelpeptiidis H-AasaRF-NH:2 asa-peptiidsideme
moodustumise efektiivsust. Selgus, et seni kasutusel olnud kvantitatiivne meetod selle
reaktsiooni efektiivsuse hindamiseks ei sobi, kuna proovi to6tlemise kéigus lahteaine laguneb.
Seega otsustati piirduda he PKA miinimumsubstraadi asa-analoogi siinteesiga, kuni

efektiivsem meetod asa-peptiidsideme moodustamiseks on leitud.
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SUMMARY

The aim of this study was to synthesize PKA minimum substrate RRASVA aza-analogues
azRRASVA and RazRASVA using azArg precursor synthesis method that was developed and
optimised in our research group by Dr. A. Mastitski. After few unsuccessful attempts to
synthesize azArg precursor, it turned out that aza-ornithine synthesis in corresponding
conditions must be performed in dry and freshly distilled solvent (NMP). While analysing the
reasons of failed synthesis, in parallel a development of an alternative synthetic path was
started. For this, the method used by Freeman et al. was modified by offering a new path for
aldehyde preparation performed in a way that has not been used in aza-amino acid precursor
synthesis yet. In detail, methyl-3-(N® N *-di-Boc-guanidyl)propanate was reduced by DIBAL-
H to a corresponding aldehyde. A variety of DIBAL-H amounts according to methyl ester was
tested, and a preparative synthesis was performed in best obtained reaction conditions. In the
last step, azArg precursor was synthesized via Freeman et al. described method using
corresponding aldehyde.

The synthesized azArg precursor was used to prepare azRRASVA via SPPS method for amino
acid coupling. The most complicated step was to couple Arg to H-ASVA-NH-resin, as this step
had to be repeated several times. AzArg was coupled to the peptide in good yields and
purification of the crude peptide was performed with preparative HPLC.

The preliminary results of kinetic study performed by our research group has shown that the
increase of steric hindrance in aza-amino acid side group decelerates the aza-peptide bond
formation reaction rate substantially. In addition, the reactions with several tested aza-amino
acids do not reach to the end or do not proceed at all. Therefore, it was decided to study the
effectiveness of aza-peptide bond synthesis on model peptide H-AazRF-NH: by kinetic method
before the synthesis of aza-analogue RazRASVA. It turned out that the previously used
quantitative method is not suitable to evaluate the effectiveness of the corresponding reaction
as the starting material, aza-dipeptide, decomposes while processing the reaction mixture.
Thus, it was decided to restrict with a synthesis of one minimum substrate analogue until the

more effective methods for aza-peptide bond formation are developed.
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AsaArg prekursori stinteesiga seotud muud lisad

Lisa 19. Destillatsioonide kirjeldused

a)

b)

NMP destillatsioon:100 ml tmarkolbi kuumutati ja jahutati N2 voolus. Seejarel lisati
kolbi ~7 g CaH2 ning valati peale 75 ml NMP-d. Kolb varustati pistjahutiga ja
magnetsegajaga ning jéeti segama uletd 60 — 65 °C juures. Seejarel kuumutati labi
destillatsiooni seadme osad, seade pandi kokku ning jahutati N2 voolus. Destillatsiooni

pohifraktsioon korjati 94 — 96 °C juures ning réhul 21 torri. Saadi 60 ml kuiva NMP-d.

Tolueeni destillatsioon: 250 ml tolueeni asetati kolbi koos metallilise Na ja kuumutati
keemistemperatuuril intertses keskkonnas 1,5 h. Seejarel (hendati jahuti

labikuumutatud vastuvotu kolviga, kuhu oli pandud moni tiikk metallilist Na.

Lisa 20. N,N’-di-Boc-S-metuulisotiouurea stintees N-Boc-S-metuulisotiouureast

N-Boc-S-metoksuisotiouurea (1 ekv; 1,758 g; 9,25 mmol) lahustati DCM-is (7 ml). Seejarel

lisati di-tert-butttldikarbonaati (1 ekv; 2 g; 9,25 mmol) ning tilgutati reaktsioonisegusse

DIiPEA (1,5 ekv; 1,79 g; 13,88 mmol). Reaktsioonil lasti toimuda toatemperatuuril segades Ule

00. Toorprodukti puhastati kolonnkromatograafiliselt kasutades voolutina tolueeni ja

tolueen:EA 9:1 segu.
Saagis: 81%. TMR spektrid on vastavalt Lisa 9 ja Lisa 10 (vt 2.1.2.1).
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H-asaRRASVA-NH: ja Fmoc-asaRF-NH: slinteesiga seotud lisad

Lisa 21. Tabel 6. AsaRRASVA-NH: aminohapete sidumisreaktsiooni tingimused ja testide

tulemused.
#| Aminohape Aktivaator ekv | n, Sidumine, | Fmoc- TLC
mmol | KT eemaldamine, KT

0| Fmoc-Rink-Amiid | - 1 0,17 - 2+20 min, sinine | +
MBHA vaik

1| Fmoc-L-Ala- TBTU/HOBt |3 0,51 1h, 2+20 min, sinine | +
OH*H20 kollane

2| Fmoc-L-Val-OH TBTU/HOBt |3 0,51 1h, 2+20 min, sinine | +

kollane

3| Fmoc-L-Ser(tBu)- | TBTU/HOBt | 3 0,51 1h, 2+20 min, sinine | +
OH kollane

4| Fmoc-L-Ala- TBTU/HOBt |3 0,51 1h, 2+20 min, sinine | +
OH*H20 kollane

5| Fmoc-Arg(Pbf)- TBTU/HOBt |3 0,51 1 h, sinine | 2+20 min, sinine | -
OH
Fmoc-Arg(Pbf)- TBTU/HOBt |5 0,85 | 2h,sinine |- -
OH
Fmoc-Arg(Pbf)- PyOxim 5 0,85 | 2h,sinine |- -
OH
Fmoc-Arg(Pbf)- COMU 5 0,85 |2h, - +
OH kollane

6| AsaArg prekursor | BTC 4 0,68 | 24h, 2+20 min, sinine | +

kollane
7| - - - - - 2+20 min, sinine | +
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Lisa 22. Fmoc-RASVA-NH: toorprodukti kromatogramm ning massispekter

mAU Fmoc-RASVA-NH: toorprodukt
) | o PDA Multi 1 220nm,4nm
1000 Fmoc-RASVA-NH: — | i
500
\
0 L T SIS | S P e o ~~ S | W S
~~~~~~~~~~ N e T T |
25 5,0 7,5 10,0 125 15,0 17,5 20,0 225

Toorpeptiid Fmoc-RASVA-NH: lahustati 5% ACN-i lahuses. HPLC analiitisimiseks kasutati
5 —80% B gradienti, kus puhver A oli 0,1% TFA vesilahus ja puhver B oli 0,1% TFA ACN-
is. Proove elueeriti 19 minutit voolukiirusega 1 ml/min. 40 ul proovid sastiti 2. minutil ja

detekteeriti lainepikkusel 220 nm.

Inte(x1,000,000)

724

25
250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Fmoc-RASVA-NH2 mass: [M]=724 m/z; [M+H]= 725 m/z
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Lisa 23. Fmoc-asaRF-NH> toorprodukti kromatogramm ning massi-spekter

mAU Fmoc-asaRF-NH: toorprodukt
2500_: “g PDA Multi 1 220nm,4nm
Fmoc-asaRF-NH: — | &
2000-| |
1500-| | |
4 ‘ ‘
1000-] N
] | ‘ h\ ‘
500 ‘ J \
] ‘ﬂ \ [ ‘u‘l |
N\ " A 4 \\‘ ‘ \ N\~
O 4 /-J \\. ,,,,, , SV, Uy g | \»/\/‘ A TN~ ‘/\ o i -, — —
— T T T T ‘ T T T o 0§ 8 b 5.1 9 T T ‘ — T T T
25 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 225

min
Toor-dipeptiid Fmoc-asaRF-NH: lahustati 20% ACN-i lahuses. HPLC analiiiisiks kasutati 10
— 80% B gradienti, kus puhver A oli 0,1% TFA vesilahus ja puhver B oli 0,1% TFA ACN-is.
Proove elueeriti 19 minutit voolukiirusega 1 ml/min. 40 pl proovid siistiti 2. minutil ja

detekteeriti lainepikkusel 220 nm.

Intér10,000,000)
!

-
“ S
1,25
]
0,75
0,50
0,25 3 0 5
T © — @ @ — N ©
i £ = B © o 7} B = o
| (R B (2] - @ 82 o © N LS = Pei| ¥
ocol | & F L. .o B |B% P F . @ SF = [, N 4
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300/z

Mudelpeptiidi mass: [M]=544 m/z; [M+H]=545 m/z; [M+2H]=546 m/z
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Lisa 24, H-asaRRASVA-NH: toor- ja puhastatud produkti kromatogrammid ja
massi-spekter

a)
mAU
H-asaRRASVA-NH: toorprodukt
400-| © PDA Multi 1 220nm,4nm
1 (o)}
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| \
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min

Toor- ja puhastatud peptiidi H-asaRRASVA-NH: lahustati 5% ACN-i lahuses. HPLC
analiitisimiseks kasutati 5 — 20% B gradienti, kus puhver A oli 0,1% TFA vesilahus ja puhver

B oli 0,1% TFA ACN-is. Proove elueeriti 19 minutit voolukiirusega 1 ml/min. 40 pul proovid
siistiti 2. minutil ja detekteeriti lainepikkusel 220 nm.
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H-asaRRASVA-NH:2 mass: [M]=659 m/z; [M/2+H]=330 m/z



Kineetiliste m6dtmistega seotud lisad

Lisa 25. H-asaRF-NH> toorprodukt ja H-AasaRF-NH: 24. h reaktsioonisegu
kromatogrammid ning massi-spektrid

a)
s H-asaRF-NH: toorprodukt
a0 g PDA Multi 1 220nm,4nm
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Toor-asa-peptiidide H-asaRF-NH2 ja H-AasaRF-NH2 HPLC kromatogrammid: a) enne
reaktsiooni algust ning b) reaktsiooni 24. tunnil. Asa-peptiidid lahustati 20% ACN-i lahuses.
HPLC analiiisil kasutati 5 — 35% B gradienti, kus puhver A oli 0,1% TFA vesilahus ja
puhver B oli 0,1% TFA ACN-is. Proove elueeriti 19 minutit voolukiirusega 1 ml/min. 40 pl
proovid siistiti 2. minutil ja detekteeriti lainepikkusel 220 nm.
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c) Lisand 1 massispekter
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d) Lisand 2 massispekter
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e) H-AasaRF-NH2 massispekter
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H-AasaRF-NH2 mass: [M]=392 m/z; [M+H]=393 m/z
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