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Asa-aminohappe struktuuri mdju asa-peptiidi siinteesile kasutades aktivaatorit

trifosgeen

Asa-peptiidid on peptidomimeetikud, mis on arendatud véltimaks takistusi, mis esinevad
peptiidide kasutamisel ravimikandidaatidena. Olemasolevad meetodid ei vdimalda aga asa-
peptiidide siinteesi sobiva saagisega. Kidesolevas magistritd0s uuriti asa-aminohappe (asaGly,
asaAla, asal.eu, asaVal) struktuuri moju sidumisreaktsiooni efektiivsusele mudel asa-peptiidis
H-asaAH-Ala-Phe-NH> aktivaatoriga BTC. Lisaks uuriti iihe asa-aminohappe (asaAla)
dipeptiidile H-Val-Phe-NH-vaik sidumise nditel, kas lisatavale asa-aminohappele eelneva
aminohappe struktuur mojutab sidumise efektiivsust. Selgus, et seotava asa-aminohappe ega
sellele jdrjestuses eelneva aminohappe korvalahela struktuur praktiliselt ei mdjuta
sidumisreaktsiooni kiirust ning mojutab reaktsiooni saagist viga vdhesel méiral. Seega vdib
asa-aminohapete lisamiseks peptiidjarjestusse aktivaatoriga BTC rakendada iihesugust eeskirja
sOltumata asa-aminohappe vdi sellele eelneva aminohappe alkiiiil-kdrvalahela struktuurist.

AsaGly sidumiseks peptiidjarjestusse on aga sobivam kasutada aktivaatorit DSC.

Mairksonad: Asa-peptiidid, BTC, DSC, kineetika, SPPS, trifosgeen
P390 — Orgaaniline keemia

Influence of aza-amino acid structure on aza-peptide synthesis using triphosgene as an

activator

Aza-peptides are peptidomimetics which are developed to avoid obstacles while using peptides
as drug candidates. Currently existing methods do not provide aza-peptides with sufficient
yield. The aim of this research was to evaluate the impact of aza-amino acid structure (azaGly,
azaAla, azal.eu, azaVal) to the coupling efficiency, using BTC as an activator in model aza-
peptide H-azaAla-Ala-Phe-NH,. In addition, the impact of the side chain steric bulkiness of
amino acid residue preceding the coupled aza-amino acid was also examined, comparing the
efficiency of azaAla coupling to the dipeptides H-Ala-Phe-NH> and H-Val-Phe-NH. Results
of kinetic measurements indicated that the side chain of aza-amino acid or amino acid preceding
aza-amino acid have no impact on the rate nor yield of the coupling reaction. Hence, while
utilizing BTC, the same method can be used for the coupling of aza-amino acids, regardless of
aza-amino acid or preceding amino acid side chain bulkiness. On the other hand, effective

coupling of azaGly was obtained using an alternative method, which utilizes DSC.

Keywords: Aza-peptides, BTC, DSC, kinetics, SPPS, triphosgene
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Toos kasutatud lithendid

Liithend Inglisekeelne nimetus Eestikeelne nimetus

ACN Acetonitrile Atsetonitriil

AH Amino acid Aminohape

Ala Alanine Alaniin

Boc Butyloxycarbonyl Butiitiloksiikarboniiiil

Bzl Benzyl Bensiiiil

BTC Bis(trichloromethyl)carbonate Bis(triklorometiiiil)karbonaat

CD36 Cluster of differentiation 36 Diferentseerimise klaster 36

CDI N,N’-Carbonyldiimidazole N,N’-Karboniiiildiimidasool

COMU 1-((1-(Cyano-2-ethoxy-2- 1-((1-(Tstiano-2-etoksii-2-
oxoethylidenaminooxy-)- oksoetiilideenaminooksii-)-
dimethylamino-morpholinomethylene)) | dimetiiiilamino-morfolinometiileen))
methanaminium hexafluorophosphate | metaanamiinium heksafluorofosfaat

DCM Dichloromethane Diklorometaan

DIPEA N,N-Diisopropylethylamine N,N-Diisopropiiiiletiitilamiin

DMF N,N-Dimethylformamide N,N-Dimetiitilformamiid

DSC N,N’-Disuccinimidyl carbonate N,N’-Disuktsiinimidiiiilkarbonaat

Et Ethyl Etiiiil

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl 9-Fluoreniiiilmetoksiikarboniiiil

GHRP-6 Growth hormone-releasing peptide 6 Kasvuhormooni vabastav peptiid 6

Gly Glycine Gliitsiin

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

Hmb N-2-Hydroxy-4-methoxybenzyl N-2-Hiidroksii-4-metoksiibensiiiil

HOBt 1-Hydroxybenzotriazole 1-Hiidroksiibensotriasool

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

KT Kaiser’s test Kaiseri test

Leu Leucine Leutsiin

MBHA 4-Methylbenzhydrylamine 4-Metiiiilbensiitilhiidriitilamiin

MCF-7 Michigan Cancer Foundation-7 Michigani Véhifond-7

NMP N-methyl-2-pyrrolidone N-metiiiil-2-piirrolidoon

PA Polyamide Poliiamiid




PE-PS Polyethylene-polystyrene Poliietiileen-poliistiireen

PEG Polyethylene glycol Poliietiileengliikool

PEGA Polyethylene glycol acrylamide Poliietiileengliikoolakriiiilamiid

PEG-PS Polyethylene glycol-polystyrene Poliietiileengliikool-poliistiireen

PS Polystyrene Poliistlireen

Phe Phenylalanine Phe

PyOxim O-((Cyano(ethoxycarbonyl) O-((Tstiano(etoksiikarboniiiil)
methyliden)-amino)-yloxytri metiililideen)-amino)-iitiloksiitri
(pyrrolidino)phosphonium (ptirrolidino)fosfoonium
hexafluorophosphate heksafluorofosfaat

Smac Second mitochondria-derived activator | Teisene mitokondritest tuletatud
of caspases kaspaaside aktivaator

SPPS Solid-phase peptide synthesis Tahkefaasiline peptiidsiintees

t-Bu Tertiary butyl Tertsiaarne butiiiil

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

TFA Trifluoroacetic acid Trifluoroetaanhape

THF Tetrahydrofurane Tetrahilidrofuraan

TiS Triisopropylsilane Triisoproptiiilsilaan

TLC Thin-layer chromatography Ohukese kihi kromatograafia

TMR Nuclear magnetic resonance Tuumamagnetresonantsspektroskoopia

UV-Vis Ultraviolet-visible Ultravioletne-néhtav

Val Valine Valiin




1. Sissejuhatus

Peptiididel on mitmetes looduses esinevates protsessides erinevaid funktsioone, mis loovad
eeldused nende kasutamiseks potentsiaalsete ravimikandidaatidena. Peptiidide kiire
ensiimaatilise degradatsiooni ning madala selektiivsuse ja biosaadavuse tottu organismis on
hakatud arendama peptidomimeetikuid [1-3]. Uheks peptiidide modifitseerimise vdimaluseks
on o-siisiniku asendamine ldmmastikuga ithes vdi mitmes aminohappejiégis, saades asa-

peptiidid [4].

Meie uurimisgrupp tootab vélja efektiivsemat metoodikat asa-peptiidide siinteesimiseks, sest
olemasolevad meetodid ei vdimalda nende siinteesi piisava saagisega ning see takistab asa-
peptiidide kui ravimikandidaatide laiaulatuslikku uurimist. Kuigi asa-peptiidsiinteesi kdige
kriitilisemaks etapiks on asa-aminohappele jirgneva aminohappe sidumine [5-7], selgus 2018.
aastal meie grupis kaitstud bakalaureusetodst, et ka seni kasutusel olnud meetod asa-
aminohappe sidumiseks tahke kandjaga seotud jérjestusse aktivaatoriga trifosgeen (BTC) ei
kulge 16puni [5,6,8]. Kuigi BTC on mainitud protsessil enimkasutatud aktivaator, ei kajastu
kirjanduse pdhjal, et selle reaktsiooni labiviimise metoodika osas oleks saavutatud optimaalseid
tingimusi. Asa-aminohappe sidumist peptiidahelasse on lébi viidud rakendades erinevaid

reaktsiooniaegu ning protseduuri kordamist reagentide juurde lisamise teel [5,6,9,10].

Reaktsioonivdime uurimise esialgsed tulemused niitavad, et asa-aminohappele jirgneva
aminohappe kiilgahela steeriline takistus [11] mdjutab oluliselt selle sidumise efektiivsust:
aminohappe Ala sidumine dipeptiidile H-asaAla-Phe-NH-vaik aktivaatoriga BTC [12] toimub
umbes 3 korda kiiremini ning umbes 2 korda parema saagisega, kui aminohappe Val sidumine
samale dipeptiidile. Veelgi suuremat mdju avaldab asa-aminohappe kiilgahela steerilise
takistuse suurenemine sellele jirgmise aminohappe sidumise efektiivsusele. Asa-peptiidi
mudeliihendis H-Ala-asaAH-Phe-NH-vaik seotakse Ala aktivaatoriga COMU asaAla kiilge 5
korda kiiremini kui asaleu kiilge. Asa-aminohapetest kdige mahukama asaVal kiilge ei

onnestunud Ala antud meetodil praktiliselt iildse siduda (avaldamata andmed).

T66 eesmirgiks on lébi viia detailne kineetiline uurimus asa-aminohappe peptiidjirjestusse
sidumise etapi efektiivsuse vilja selgitamiseks mudel asa-peptiidis H-asaAH-Ala-Phe-NH>,
varieerides eelkdige asa-aminohapete korvalahela struktuuri. Lisaks on plaanis uurida iihe asa-
aminohappe (asaAla) sidumise néditel mudel asa-peptiidis H-asaAla-Val-Phe-NH;, kas
lisatavale asa-aminohappele eelneva aminohappe struktuur mdjutab sidumise efektiivsust.
Teadust6o tulemused aitavad kaasa asa-peptiidide siinteesimetoodika arendamisele.
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2. Kirjanduse iilevaade

2.1 Asa-peptiidid

Peptiididel on tdita oluline roll paljudes bioloogilistes ja fiisioloogilistes protsessides
funktsioneerides niiteks hormoonide, ensiilimide inhibiitorite ja virgatsainetena [1-3,7,13].
Nende kasutamine ravimitena on aga piiratud madala rakumembraanide ldbitavuse ja kiire
proteoliiiitilise lagunemise tottu [1-3]. Lisaks vdhendab paljude peptiidide suur paindlikkus
afiinsust ja selektiivsust retseptoritega seondumisel. Nimetatud probleemide lahendamiseks on

voimalik kasutada peptiidide strukturaalset modifitseerimist [3].

Peptidomimeetikud on lihendid, mis jéljendavad peptiidide struktuuri, konformatsiooni voi
bioloogilist aktiivsust, samal ajal viltides peptiidide soovimatuid omadusi. Lisaks suuremale
biostabiilsusele, v0ib paraneda nditeks ka retseptorselektiivsus, mis annab eelduse
peptidomimeetikute kasutamiseks ravimiarenduses [7,14,15]. Peptiide on vdimalik
struktuuriliselt modifitseerida nii pea- kui ka kdrvalahelate kaudu, kuid paljulubavaks on
osutunud a-stisiniku asendused pohiahelas, mis voimaldavad 14bi muutunud elektrostaatiliste
omaduste ja uute sekundaarsete konformatsioonide tekke luua tdiustatud farmakokineetiliste

omadustega peptiide [1,15].

OH

N
HN HN" Y

Skeem 1. Aminohape (vasakul) ja asa-aminohape (paremal).

Asa-peptiidid on peptidomimeetikud, kus tihes vdi mitmes aminohappejédgis on o-siisinik
asendatud ldmmastikuga (Skeem 1) [4], mis toob kaasa kiraalsuse elimineerumise o-
positsioonis ja vidhendab karboniiiilriihma elektrofiilsust, muutes geomeetria tetraeedrilisest
trigonaal-planaarseks [1]. Sellise asenduse tagajdrjel koosnevad ahelas omavahel asa-
peptiidsidemega seotud aminohappejaigid kahest struktuurielemendist. Nendeks on hiidrasiini
osa, mis on kirjeldatav vdidndenurga ¢ kaudu ning uurea osa, mis on defineeritud peptiidi

podrdenurga v poolt (Skeem 2) [3,13,15].
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Skeem 2. Viinde- (¢) ja podrdenurk () asa-peptiidis.

Asa-peptiidide korral on rotatsioonilised barjdérid suuremad kui vastavates tavapeptiidides ning
vaheneb peptiidi paindlikkus, sest pdoratav Cy-C(O) side on asendunud jdiga uurea struktuuriga
No-C(O) ning lisandunud on ka elektroonne toukumine kahe korvutiasetseva ldmmastiku
aatomi vaba elektronpaari vahel [1,13,15]. Kuigi teoreetilised uurimused on nididanud, et
mitteplanaarse struktuuriga konformeerid, kus ldammastike iiksikud elektronpaarid paiknevad
iiksteise suhtes perpendikulaarselt, on hiidrasiinses osas eelistatud, siis uurea osa kaldub

planaarsusele [3,16].

Kirjeldatud konformatsioonilised muutused vilistavad [-lehtede tekke asa-peptiidide
sekundaarstruktuuridena, kuid vdimaldavad B-poorde ning helikaalsete struktuuride teket
[1,3,7,15]. Naiteks teatud proteaasid, mis seonduvad antiparalleelsete B-lehtede struktuuriga
peptiidsubstraatidega, ei ole vdimelised asa-peptiide lagundama. Seetdttu on asa-peptiidid
potentsiaalseteks ~ peptiidide  ja  valkude  sekundaarstruktuuridel — pohinevateks

ravimikandidaatideks [15].

Co aatomi asendamine ldmmastiku aatomi vastu peptiidis toob kaasa muutused selle
absorptsioonis, ensiiim- ja retseptorseondumises ning metaboolses stabiilsuses organismis
[15]. Lisaks suurendab selline asendus peaahelas nii keemilist kui ka proteoliiiitilist stabiilsust
[13,17]. Bioloogiliselt aktiivses peptiidis aminohappejdédkide siistemaatilist asendamist nende
asa-analoogidega kasutatakse bioaktiivsete iihendite arendamiseks struktuur-aktiivsus
soltuvuste uurimise kaudu ning erinevate valkude bioloogiliselt aktiivsete konformatsioonide

identifitseerimiseks [2,18].

Asa-peptiidid voivad avaldada suuremat bioloogilist aktiivsust ja/vdi farmakokineetilisi
omadusi vorreldes naturaalse peptiidiga [2,7]. Niiteks on heksapeptiid GHRP-6 asa-analoogid
ndidanud paremat selektiivsust ja afiinsust CD36 retseptorile seondumisel soltuvalt asa-
aminohappejddgi asukohast jarjestuses [19,20]. Teisese mitokondritest tuletatud kaspaaside
aktivaatori (Smac) iiks asa-analoogidest suudab esile kutsuda rakusurma MCF-7 rinnavéhi

rakkudes originaalpeptiidist edukamalt [21]. Peptiidhormooni oksiitotsiin asa-analoogide korral



on aga tdheldatud nii efektiivsuse suurenemist kui ka vidhenemist, soltuvalt asa-

aminohappejddgi asukohast peptiidis [15].

Samuti on avastatud, et aminohappejiikide asendamine asa-aminohappejiédkidega naturaalsete
tsiisteiini  proteaaside inhibiitorite seondumispiirkondades parendab oluliselt nende
inhibeerimisvoimet [22,23]. Asa-peptiide on kasutatud ka A-viirushepatiidi 3c, C-
viirushepatiidi NS3 seriini ja HIV proteaaside inhibiitoritena [1]. Seega on asa-peptiidid oma

erinevate bioloogiliste ja farmatseutiliste rakenduste tottu palvinud rohkelt tdhelepanu [2].

2.2 Tahkefaasiline peptiidsiintees (SPPS)

Meetodit peptiidide siinteesimiseks ahela jark-jargulisel pikendamisel aminohappejdédkidega on
kasutatud alates 1905. aastast [24-27]. Peamiselt kasutatakse selleks kahte viisi, peptiidsiintees
lahuses voi peptiidsiintees tahkel kandjal. Mdlema lahenemise pdhimote on sama [25]: ahela
pikenemine toimub aminohapete vaheliste sidumisreaktsioonide ning ahelasse lisatud
aminohappejddgi ajutise kaitserithma eemaldamise kaudu [24]. Peamine erinevus meetodite
vahel seisneb ahela esimese aminohappe karboksiiiilriihma kaitseriihma ehk piisiva kaitseriihma
lahustuvuses reaktsioonikeskkonnas. Kui kaitserihm on lahustuv, siis on meetodiks
peptiidsiintees lahuses. Kui selleks on aga lahustumatu vaik ehk tahke kandja, siis on tegemist

tahkefaasilise peptiidsiinteesiga [25].

Lahusefaasilise peptiidsiinteesi korral jargneb igale sidumisreaktsioonile saadud ahela
eraldamine, puhastamine ja méaramine. Alles peale neid protseduure eemaldatakse kaitserithm
ning jirgmine aminohape lisatakse jérjestusse [25]. Seetdttu on lahusefaasilise peptiidsiinteesi
meetod aegandudev ning lisaks muutuvad aminohappejddkide arvu kasvuga ahelas
probleemsemaks nii poliipeptiidi lahustuvus kui ka puhastamine [25,28]. Mdningaid nimetatud
probleemidest on aidanud véltida ja peptiidsiinteesi protsessi lihtsustada tahkefaasilise

peptiidsiinteesi meetodi kasutuselevott [25,28,29].

Tahkefaasiline peptiidsiintees arendati vilja 1963. aastal ning esimeseks selle meetodiga
stinteesitud peptiidiks oli klorometiileeritud nitropoliistiireenvaigule kinnitatud tetrapeptiid
Leu-Ala-Gly-Val [28]. Tahkefaasilise peptiidsiinteesi idee seisneb end lahusefaasilise
peptiidsiinteesi kasutusel tdestanud meetodite sdilitamisel ja kohaldamisel olukorrale, kus
jarjestuse esimene N-kaitstud aminohape on C-terminaalse otsa kaudu kovalentselt seotud

kasutatavas solvendis lahustumatu poliimeerse kandjaga [24,25,28,30]. Seejérel eemaldatakse



ahelas oleva aminohappe N-terminaalne kaitseriihm ning lisatakse jirjestusse jargmine N-
kaitstud aminohape (Skeem 3) [29,30]. Seega toimub ahela pikendamine C — N suunas
[24,25,30]. Peptiide on vdimalik siinteesida ka vastupidises suunas, kuid see on vihem levinud
meetod aminohappe aktivatsioonil tekkiva oksasolooni vaheiihendi tdttu, mis pdhjustab

ratsemisatsiooni [25,29].

Aminohapete vahelised sidumisreaktsioonid toimuvad tavaliselt maksimaalse siinteesisaagise
saavutamiseks reagentide suures liias, mida on vdimalik tdnu tahkele kandjale ankurdatud
peptiidile lihtsasti vilja filtreerida [24,28,30]. Seega toimub sidumisprotsesside vahel peptiidi
puhastamine kasutatavas solvendis lahustuvate kdorvalproduktide ja reagentide jidkide
viljapesemise teel [28]. Lisaks on voOimalik koik siinteesietapid 1dbi viia samas

reaktsioonianumas, mis elimineerib voimaluse peptiidi iileviimisel tekkivateks kadudeks [30].

Kaitseriihma eemaldamise ning uue aminohappe sidumise etappe korratakse kuni soovitud
aminohappelise jérjestusega peptild on moodustunud [24,25,29,30]. Siinteesiprotsessi

viimaseks etapiks on peptiidi eemaldamine tahkelt kandjalt [24,29,30].

KR
o) 1

H

b |
0
N HN 1 fin-1 "
KR X + u—. —_— KR\ N ﬁ)J\
N N—@

Ro-1 Rn H H

0
KR, l

2
s
R o] R o]
H 3 H
N PR N
H——N NH, H——N N—@
H H H
o Rn o) Rn
1|

KRy KRy
KRy

Skeem 3. Tahkefaasilise peptiidsiinteesi iildine siinteesiskeem, kus @ on tahke kandja, R
aminohappe korvalahel, KR N-terminaalse otsa kaitserithm, KR; aminohappe korvalahela
kaitseriihm ning X lahkuv riihm. 1) Tahkel kandjal asuva jérjestuse reaktsioon lisatava
aktiveeritud aminohappega; 2) N-terminaalse kaitserihma eemaldamine ning ahela
pikendamine soovitud aminohappelise jérjestuseni; 3) Aminohapete korvalahelate

kaitseriihmade eemaldamine ning peptiidi vabastamine tahkelt kandjalt.
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2.2.1 Kaitseriihmad

Tahkefaasilise peptiidsiinteesi kéigus aset leidvad korduvad sidumis- ja kaitseriihma
eemaldamise protsessid peavad viltima peptiidi enneaegset eemaldumist kandjalt ning
ebasoovitavaid muudatusi jarjestuses [29]. Samuti peavad tahkelt kandjalt eemaldamise
tingimused tagama I0pp-produkti terviklikkuse [31]. Seega on eduka tahkefaasilise
peptiidsiinteesi  tagamiseks oluline tahke kandja, selle Tthendusliili peptiidiga ja

peptiidjérjestuses olevate aminohapete kaitseriithmade dige valik [24].

2.2.1.1 C-terminaalsed kaitserithmad

Tahke kandja valik on oluline, et tagada siinteesi kulgemine edukalt ning probleemideta [24].
Kuna suurem osa (ligikaudu 99%) kinnituskohtadest asub vaiguosakeste sees ning
peptiidsiintees toimub tahke kandja pundunud poliimeeri vorgustikus, peab see vastama
mitmetele kriteeriumitele: olema silinteesi kdigus kasutatavates solventides mittelahustuv,
omama piisavat fiiiisilist stabiilsust filtreerimiseks ning omama sobivat funktsionaalset riihma,
kuhu jérjestuse esimene aminohape saaks kovalentselt seonduda [25,28,30]. Lisaks on oluline
tahke kandja pundumisvdime: vaik, mis omab hdid pundumisomadusi, annab eelduse
suurematele reagentide difusioonikiirustele poliimeeri maatriksisse, kus asuvad jdrjestuse
esimesele aminohappele potentsiaalseteks reaktsioonisaitideks olevad tihendusliilid, ning tagab

sidumisreaktsioonide toimumise kiiresti ja hea saagisega [24,30,32].

Tahkefaasilises peptiidsiinteesis kasutatakse palju ristseotud poliistiireenil pohinevaid vaikusid
(PS) [30], aga ka poliietiileengliikoolil (PEG), poliietiileengliikool-poliistiireenil (PEG-PS),
poliiamiidil (PA), poliietiileengliikoolakriiiilamiidi (PEGA) kopoliimeeridel ja poliietiileen-
poliistiireenil (PE-PS) pdhinevaid vaike. Ristseotud poliistiireenid on lahustumatud koigis
levinumates solventides, kuid solvateeruvad ja punduvad aprotoonsetes solventides nagu DCM,
DMF ja THF [25]. Sellise tahke kandja osakeste puhul tagab kdige optimaalsed tingimused
pundumiseks DCM, sidumisreaktsioonide korral on eelistatud aga nditeks DMF ja NMP, et
tagada kasutatavate reaktiivide parem lahustuvus reaktsioonikeskkonnas [30]. TMR katsed on
ndidanud, et sobivate solvatatsioonitingimuste korral on néiteks 1-2% diviniiiilbenseen-
ristseotud PS tahke kandja lineaarsed poliistiireenahelad reagentidele sama ligipdédsetavad kui

vabas lahuses [24].
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Tahkefaasilisel peptiidsiinteesil kasutatav vaik koosneb lisaks poliimeersele tahkele kandjale
ka sellega piisivalt seotud iithendusliilist, mis vdimaldaks esimese aminohappe kinnitumist
vaigule ajutiselt (Skeem 4) [25]. Hea vaheliili omadusteks on jirjestuse esimese aminohappe
sidumine tahkele kandjale suure saagisega, stabiilsus siinteesi kdigus kasutatavate solventide ja
kemikaalide suhtes ning jérjestuse tahkelt kandjalt eemaldamise tingimused, mis on efektiivsed,

ei kahjusta peptiidi ega tekita raskesti eemaldatavaid kdrvalprodukte [31].

Ajutine iihendus Pisiv ithendus

l Poliimeerne
tahke kandja

Sunteesitav peptiid ~ [—— Uhendusliili
Skeem 4. Peptiidi kinnitumine tahkele kandjale iithendusliili kaudu.

Uhendusliilide kasutamine vdimaldab peptiidi C-terminaalse otsa funktsioneerimist [24]. Kdige
levinum on jirjestuse esimese aminohappe sidumine tahkele kandjale amiid- voi estersideme
kaudu, saades 10pp-produktina peptiidi, mis on vastavalt C-terminaalne amiid voi C-
terminaalne karbokstiiilhape [24,30]. Amiidvaike kasutatakse laialdaselt nende ithilduvuse tottu
Fmoc-kaitserithma strateegiaga [30]. Peptiidi tahkelt kandjalt eemaldamiseks kasutatakse

sellisel juhul peamiselt monda tugevat hapet, nditeks trifluoroetaanhapet (TFA) [30,33].

2.2.1.2 N-terminaalsed kaitserithmad

Soovimatute peptiidsidemete ning korvalreaktsioonide viltimiseks kasutatakse peptiidide
stinteesimisel kaitserithmi [34]. Lisatavate aminohapete a-aminoriihmad on kaitstud ajutise
kaitseriihmaga, mis eemaldatakse peale iga sidumisreaktsiooni. Aminohapete korvalahelate
funktsionaalrihmad on aga maskeeritud pisivate kaitserihmadega, mis on
sidumisreaktsioonide tingimuste suhtes stabiilsed ning eemaldatakse alles siis, kui
slinteesiprotsess on 10pule joudnud [25,30]. Aminohappeid saab korvalahela kaitseriihma
vajaduse alusel jagada kolmeks: aminohapped, mille kdrvalahel ei vaja kaitsmist, korvalahela
kaitsmine on soovituslik ning kdrvalahela kaitsmine on vajalik. Korvalahelate kaitseriihmade
valikul on oluline ortogonaalsus kasutatava ajutise kaitserithmaga ning voimalikkus eemaldada

neid samaaegselt peptiidi vabastamisega tahkelt kandjalt [25].

Tahkefaasilisel peptiidsiinteesil kasutatakse peamiselt kahte 1dhenemist: terz-butiitilkarboniiiil

(Boc)/bensiiiil (Bzl) strateegia ja 9-fluoreniililmetoksiikarboniiiil (Fmoc)/tert-butiiiil (z-Bu)
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strateegia [25,30,34-36]. Boc/Bzl ldhenemise korral on ajutiseks ehk o-aminoriihma
kaitseriihmaks Boc ning kdrvalahelate kaitseriihmaks Bzl [25] ja see pohineb ortogonaalsete
kaitseriihmade erineval happelabiilsusel. Boc/Bzl strateegia korral esineb mitmeid probleeme,
mistottu on tdnapdeval Fmoc/t-Bu meetod peamiseks kaitserithmade strateegiaks nii
toostuslikult kui ka teadusarenduses [25,30]. Selle ldhenemise korral on a-aminoriihma
kaitseriihmaks Fmoc, mis on ortogonaalne paljude kaitseriihmade suhtes, ning mille
eemaldamiseks on vajalik mdddukalt aluseline keskkond. Tarvilike tingimuste loomiseks
kasutatakse peamiselt piperidiini, mis viib vaba aminorithmaga ithendi tekkeni ning muuhulgas
tekib dibensofulveeni ja piperidiini vahelise reaktsiooni kéigus fulveen-piperidiin vaheiihend

(Skeem 5) [25].

e

P )~ )Qg* ; Q.O . co,

Skeem 5. Fmoc-kaitseriihma eemaldamine piperidiiniga ning fulveen-piperidiin vaheiihendi

teke, kus e tihistab tahket kandjat ning R aminohappe korvalahelat.

Kuna tekkiv korvalprodukt neelab UV-kiirgust, on aluskataliiiitiliselt Fmoc-kaitserithma
eemaldamise protsessi edukust voimalik jédlgida TLC-testi abil, mis vdimaldab hinnata ka
Fmoc-kaitstavate funktsionaalriihmade kogust [30,37]. Peamiselt jdlgitakse Fmoc-kaitserithma
eemaldamise ning sidumisreaktsiooni efektiivsust aga Kaiseri ehk ninhiidriini testiga.
Ninhiidriin reageerib vabade N-terminaalsete riihmadega, mille tulemusena varvub lahus korgel
temperatuuril tumesiniseks (positiivne test). Vabade aminoriihmade puudumisel siilitab lahus

kollase virvuse (negatiivne test) ning sidumisreaktsioon on olnud edukas (Skeem 6) [38].

R

0 oH o o
HN
OH
2 — 0 N +RCHO + CO, + 4H,0
OH 105 °C
o o)

Skeem 6. Ninhiidriini seondumine aminohappe vaba N-terminaalse rithmaga.
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Korvalahelate kaitseriihmad ning peptiidi tahke kandjaga siduv {ihendusliili on erinevalt Fmoc
kaitseriihmast happelabiilsed ning nende samaaegselt eemaldamiseks ja peptiidi tahkelt
kandjalt 1dikamiseks kasutatakse kontsentreeritud TFA-d. Kuna ajutised ja piisivad
kaitseriihmad eemaldatakse Fmoc/#-Bu ldhenemise korral erinevatel reaktsioonitingimustel, on
nii N- kui C-terminaalsete kui ka korvalahelate kaitseriihmade elimineerimiseks vdimalik
kasutada leebemaid tingimusi kui Boc/Bzl strateegia korral. Seetdttu sobib Fmoc/-Bu
lahenemine ka happekataliiiitilistele korvalreaktsioonidele tundlike peptiidide siinteesimiseks
ning on kujunenud rutiinsel tahkefaasilisel peptiidsiinteesil peamiselt kasutatavaks

kaitseriihmade strateegiaks [24,25,30].

2.2.2 Aktivaatorid

Peptiidsiinteesi tuumikreaktsiooniks on amiid- ehk peptiidsideme moodustumine aminohapete
karboksiiiil- ja aminorithma vahel [24,25,39,40]. Nende kahe funktsionaalriihma omavaheline
ithinemine ei toimu toatemperatuuril spontaanselt: sideme moodustamiseks vajalik vee
elimineerumine leiab aset alles korgetel temperatuuridel, sellised tingimused voivad aga
kahjustada substraatide terviklikkust [39]. Toatemperatuuril toimub amiidsideme
moodustumise asemel hoopis alus-hape reaktsioon, mille produktiks on ammooniumsool [25].
Selle viltimiseks lisatakse reaktsioonisegusse tdiendav reagent ehk aktivaator, mis muudab lébi
karboksiiiilrithma aktiveerimise vastava OH-riihma paremaks lahkuvaks riihmaks aminoriihma
nukleofiilse riinnaku eelselt [25,30,39]. Vdimalik on ka aktiveeritud vaheoleku reaktsioon
mone teise nukleofiiliga, mis parineb reagentidest voi lisatakse reaktsioonisegusse eesmargiga
moodustada stabiilsem vaheolek, néiteks aktiivester voi siimmeetriline anhiidriid, mis seejarel
reageerib peptiidsideme moodustamiseks aminorithmaga [41]. Molemal juhul hdlmab
sidumisreaktsioon peptiidsiinteesis C-kaitstud aminohappejidgi aminoriihma nukleofiilset
rinnakut  N-kaitstud aminohappejddgi aktiveeritud karboksiiterminusele [24,40-42].
Reaktsiooni efektiivseks labiviimiseks rakendatakse tahkefaasiliste meetodite korral suurt

aktiveeritud aminohappe ja teiste reagentide tilehulka [30,42].

Etapiviisiliseks aminohapete lisamiseks peptiidjarjestusse kasutatakse mitmesuguseid
aktivaatoreid [25]. Aminohappe karboksiiiilrithma on voimalik aktiveerida muutes selle nditeks
atsiiilhaliidiks, atsiitilasiidiks, atsiililimidasooliks, anhiidriidiks voi estriks [29]. Peamiselt
kasutatakse peptiidsiinteesi aktivaatoritena aga karbodiimiide ja fosfooniumi vdi amiiniumi

sooli [25,42]. Kuigi karbodiimiidid on peptiidsiinteesis téhtsal kohal, kasutatakse viimastel
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aastatel aktivaatoritena pigem amiinium- ja fosfoonium-tiilipi reagente, mis voimaldavad

kiiremaid sidumisreaktsioone viheste kdrvalproduktide tekkega [24,40].

Amiiniumpdhised aktivaatorid, nditeks TBTU ja HBTU (Skeem 7), sisaldavad positiivset
stisiniku aatomit ning muudavad N-kaitstud aminohapped vastavateks bensotriasoolestriteks
[25,30]. Need iihendid, mis erinevad iiksteisest ainult oma mittenukleofiilse vastasiooni
poolest, on keemilistelt omadustelt praktiliselt identsed ning omavad laiaulatuslikku kasutust
tahkefaasilises peptiidsiinteesis, kuna koik tekkivad korvalproduktid on lahustuvad nii vees kui

ka standardsetes orgaanilistes lahustites [40,43].

N \\N “BF, N\\N “PFg
N/ r!r N< l
—( ad

~

/N\ /N\

Skeem 7. Peptiidisiinteesi aktivaatorite TBTU (vasakul) ja HBTU (paremal) struktuurid.

Vastupidiselt aktivatsioonile karbodiimiididega, vajavad amiiniumi ja fosfooniumi pdhised
aktivaatorid aluselist keskkonda [40], et moodustada N-kaitstud aminohappest
karboksiilaatioon, mis on vdimeline reageerima aktivaatoriga [30,41,44]. Selleks kasutatakse
tavaliselt tertsiaarseid amiine, nditeks diisopropiililamiini (DIPEA), kuna neil puuduvad

nukleofiilsed omadused [43].

Peptiidsideme tekkimiseks reageerib deprotoneeritud karboksiiiilriihm esmalt amiiniumpdhise
aktivaatoriga, milleks on néiteks TBTU, ning moodustuvad aktiveeritud vaheiihend (Skeem 8,
1) ja anioon ("OBt), mis reageerib kiirelt aktiveeritud {ihendiga ja moodustab reaktiivse
bensotriasoolestri (Skeem 8, 2), millega toimub aminoliiis [29]. Sellised aromaatsed
aktiivestrid omavad head vastuvotlikkust nukleofiilse riinnaku suhtes, kuna lahkuva riihma
("OBt) elektronaktseptoorsed omadused suurendavad karboniiiilse siisiniku elektrofiilsust
[25,29,41]. Lisaks kiirendab tiiendava koguse HOBt-i lisamine lahusesse sidumisreaktsiooni

ning vihendab ratsemisatsiooni [41,43].
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R1 R1 | R1

Skeem 8. Peptiidsideme teke aktivaatoriga TBTU, kus e maérgib tahket kandjat, KR N-

terminaalse otsa kaitserithma, R aminohappe kdrvalahelat ning NEt; trietiitilamiini.

Amiiniumi sooladel on vdime pdordumatult reageerida tahke kandjaga seotud jérjestuse
aminorithmaga, mis tingib blokeeritud ehk N-terminaalse guanidiinriihmaga peptiidide tekke
(Skeem 9) [25,29,30,41]. Seetdttu viiakse esmalt 14bi eelreaktsioon aminohappe
karboksiiiilrithma aktiveerimiseks amiiniumi soolaga ning alles seejdrel lisatakse
reaktsioonisegusse vaba aminorithm, mis reageerib aktiveeritud aminohappega, et moodustada

peptiidside [25].

NQ;N BF, \ o _’!‘ o (l)H
N
: "‘\ N— + H?N\HKN_. - _N#N%N_. + N/
0\(/ R H | ], H \\N
AN

Skeem 9. N-terminaalse guanidiinrithmaga peptiidi teke aktivaatoriga TBTU, kus e on tahke

kandja.
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2.3 Tahkefaasiline asa-peptiidsiintees

Hoolimata asa-peptiidide headest omadustest peptidomimeetikutena, on neid pigem vihe
uuritud [5,6]. Selle pdhjuseks on rutiinsest peptiidsiinteesist komplitseeritum silintees: asa-
aminohapete jérjestusse viimiseks on vaja vastavaid prekursoreid, mille keemiline
valmistamine on keerukas ja ka lisamine peptiidjarjestusse raskendatud, seoses asa-
aminohappejddgi N-terminaalse otsa vidhenenud reaktiivsusega voOrreldes naturaalse
aminohappejddgiga [5-7,45,46]. Kuna asa-peptiidide siinteesimiseks vajalike asa-aminohapete
prekursoritena  kasutatakse asendatud hiidrasiine, siis peetakse asa-peptiidsiinteesi

kombinatsiooniks hiidrasiini- ja peptiidikeemiast [15,18,47-50].

Tahkefaasiliseks asa-peptiidide siinteesiks kasutatakse peamiselt kahte meetodit. Esimene neist
hdlmab tahke kandjaga seotud peptiidi N-terminaalse aminoriihma aktiveerimist isotstianaadiks
voi aktiivestriks, millele jargneb reaktsioon asendatud monokaitstud hiidrasiiniga (Skeem 10)
[9,18,48,51,52]. Selle ldhenemise puuduseks on aga hiidantoiini moodustumine
korvalproduktina, mis on pdhjustatud intramolekulaarsest (aktiveeritud aminohappele eelneva
aminohappe peaahela ldmmastiku) nukleofiilsest riinnakust aktiveeritud N-terminaalsele otsale
[9,15,18,48,49,51]. Eelnevalt mainitud korvalreaktsiooni kulgemise tagajérgedeks on
viahenenud sidumisreaktsiooni kiirus, madalad siinteesisaagised ning keerukas puhastusprotsess
[1,9,53]. Hiidantoiini tekke viltimiseks on vdimalik blokeerida sekundaarne 1immastik (Skeem
10, N+) N-2-hiidroksii-4-metoksiibenstiiil (Hmb) kaitserithmaga, mis vajab aga kahte tdiendavat
slinteesietappi [9,18,49].

H
KR
\N/N\Rl

R
o Ry o Ry 1 o Ry
H Aktivaator I H KR .L i n_‘
HN. N—@ 4“ N—@ Ny N
N —>| _c¢ NZ — N N
H 0% H H H
R o Ry ( o o R o

Skeem 10. Asa-peptiidi silintees tahke kandjaga seotud peptiidi N-terminaalse otsa
aktiveerimisel isotsiianaadina ning hiidantoiini korvalprodukti teke. e tihistab tahket kandjat,
KR N-terminaalset kaitseriihma, R aminohappe korvalahelat ning N- sekundaarset

lammastikku, mis initsieerib hiidantoiini korvalprodukti moodustumise.
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Teise ldhenemise korral aktiveeritakse jdrjestusse lisatava asa-aminohappe hiidrasiinne
prekursor, mis seejirel seotakse tahke kandjaga seotud peptiidi N-terminaalsele riihmale
(Skeem 11) [7,9,18]. Selle meetodi eeliseks on voimalus kasutada aktiveeritud asa-aminohappe
prekursorit C-terminaalselt kaitstud siinteesitava jirjestuse suhtes iilehulgas, et tagada
sidumisreaktsiooni tdielikkus [15,51]. Kuigi asendatud hiidrasiinide valmistamine vajab
mitmeid eelnevaid etappe, on selle siinteesiraja valimisel vdimalik viltida hiidantoiini

vaheiihendi teket [9,18].
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Skeem 11. Asa-aminohappe prekursori aktivatsioon ning reageerimine tahke kandjaga seotud
peptiidi N-terminaalse otsaga. ® mirgib tahket kandjat, KR N-terminaalse otsa kaitserithma, R

aminohappe kdrvalahelat ning X lahkuvat rithma.

Seega moodustatakse asa-peptiide asendatud hiidrasiinidest peamiselt kas reaktsioonil
karbontiiilriihma doonoriga, millele jirgneb aminohappe sidumisreaktsioon, voi otsesel
reaktsioonil isotsiianaadiks muudetud peptiidiahelaga [1]. Aktivaatorid, mida on kasutatud asa-
peptiidsiinteesil karboniiiilrithma doonoritena asa-aminohappe prekursori aktiveerimiseks, on
nditeks p-nitrofeniililkloroformaat [20,47], karboniiiildiimidasool (CDI) [48], bis(2,4-
nitrofeniilil)karbonaat [52], bis(pentafluorofentiiil)karbonaat [54] ning fosgeen [9,19,51] ja
bis(triklorometiiiil)karbonaat ~ (BTC)  ehk  trifosgeen  [53,55,56].  Aktiveeritud
nitrofeniililkarbasaadid ja imidasoolid on pigem madala reaktiivsusega ning vajavad
peptiidsideme tekkeks pikki reaktsiooniaegu ja korgemaid temperatuure. Samas on
slinteesisaagis siiski madal ning tekib hulgaliselt kdorvalprodukte [9,15,48]. Asendatud
hiidrasiine on aga edukalt Onnestunud aktiveerida reaktiivseteks asa-aminohapete
klooranhiidriidideks, mis reageerivad jirgnevalt C-terminaalselt kaitstud peptiidi
aminoterminaalse otsaga ilma eraldamatute korvalproduktide tekketa, kasutades aktivaatoritena
fosgeeni ja trifosgeeni [9,10,18,51,53,55-57]. Kuigi selle 1dhenemise korral on kasutatud kiillalt
pikki reaktsiooniaegu ning sidumisreaktsiooni kordamist, on siiani tegemist kdige efektiisema

meetodiga asa-aminohappe lisamiseks peptiidjarjestusse [9,10,57].

Trifosgeen on fosgeeni tahke analoog, mida kasutatakse paljude orgaaniliste iihendite

slinteesimiseks, kuna vdimaldab héid siinteesisaagiseid mdddukatel reaktsioonitingimustel
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[56,58,59]. Vorreldes fosgeeniga, on trifosgeeni lihtsam transportida, hoiustada ja kisitleda,
aga ka tipselt kaaluda [58-61]. Samas on trifosgeenis sdilunud fosgeeni korge reaktiivsus, kuna
BTC kaks triklorometoksiiriihma on elektroonselt peaaegu ekvivalentsed klooriaatomitele
fosgeenis [56,59]. Trifosgeen laguneb nii kuumutamisel kui ka mistahes nukleofiiliga
reageerimisel kolmeks fosgeeni molekuliks, mistdttu 1 mool BTC-d reageerib kui 3 mooli

fosgeeni (Skeem 12) [59,60,62].

cl o ¢l Cl—_ o o
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Skeem 12. Trifosgeeni lagunemine fosgeeniks nukleofiili initsieerimisel.

Trifosgeeni kasutatakse efektiivse aktivaatorina karboniiiilrihma lisamiseks asa-
aminohappejddki nii tahke- kui ka lahusefaasilisel asa-peptiidide siinteesil [15,48,53,56].
Asendatud hiidrasiin aktiveeritakse in situ vastavaks asa-aminohappe klooranhiidriidiks, mida
pole vdimalik isoleerida [18,51,56,63]. BTC lagunemise tottu fosgeeniks, on selle iileliiga
voimalik aktivatsioonijargselt lahusest alandatud rohul hdlpsalt eemaldada [7,18,51]. Kuna
trifosgeen on oma kdrge reaktiivsuse tottu voimeline reageerima orgaaniliste solventide nagu
DMF ja NMP amiidrithmaga, viiakse hiidrasiini aktiveerimine 14bi inertses solvendis, milleks

on tavaliselt DCM [7].

Aktiveeritud asa-aminohappejddgi edasisel reageerimisel tahke kandjaga seotud peptiidi
aminorithmaga moodustub asa-peptiid (Skeem 13), mis leiab samuti aset kuivas inertses
solvendis [18,29,41,48,56,63]. Selle reaktsiooni ldbiviimiseks on vajalik aluse, milleks on
tavaliselt mittenukleofiilne tertsiaarne amiin, juuresolek. Seda kasutatakse tekkinud HCI
elimineerimiseks ning ka selleks, et viltida aminoriihma muundumist mittereaktiivseks HCI

soolaks [29,41].
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Skeem 13. Asa-aminohappejiégi aktiveerimine trifosgeeniga ning asa-peptiidi moodustumine,
kus e on tahke kandja, KR on N-terminaalse otsa kaitseriihm, R aminohappe kdorvalahel ning
NEt; trietiitilamiin.
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2.3.1 Asa-gliitsiini peptiidjdrjestusse lisamine

Gliitsiin on unikaalne aminohape, mille o-siisinikul on erinevalt teistest aminohapetest
kdrvalahela asemel vaid vesinik [64]. Asa-gliitsiini sidumine peptiidjarjestusele on olnud pigem
véljakutset pakkuv, tekitades komplikatsioone nii madalate silinteesisaagiste kui ka

korvalreaktsioonide ndol [46,65].

Mitmetes uurimustes on asa-gliitsiinijadgi lisamiseks peptiidjdrjestusse kasutatud samasugust
eeskirja nagu teistegi asa-aminohappejiikide korral: monokaitstud hiidrasiin aktiveeritakse
fosgeeni voi sellele ekvivalentse iihendiga, misjdrel toimub sidumisreaktsioon aktiveeritud
ithendi ja vaba aminoriihma vahel [9,18,66]. Siiski on avastatud, et eelnevalt kirjeldatud meetod
ei ole asa-gliitsiini jdrjestusse lisamiseks koige efektiivsem, kuna monokaitstud hiidrasiini
aktiveerimisel fosgeeni voi selle analoogidega moodustub korvalproduktina tsiikliline
oksadiasoloon, mis ei pruugi alati viia soovitud asa-gliitsiinterminaalse peptiidi
moodustumiseni [10,51,57,65,66]. Lisaks on fosgeeni ja selle ekvivalentide kasutamisel asa-
gliitsiini prekursori aktiveerimiseks tdheldatud ennatlikku Fmoc-kaitseriihma eemaldumist
sellelt, mis viib samuti korvalreaktsioonide kulgemiseni. Enneaegse Fmoc-kaitseriihma
kdrvaldumiseni voib moningate uurimuste kohaselt viia ka aluse, milleks on iildjuhul DIPEA,

juuresolek [46].

Hiljuti on asa-gliitsiini sisaldavate peptiidide siinteesiks hakatud tihemini aktivaatorina
kasutama N,N’-disuktsiinimidiiiilkarbonaati (DSC), mis on vdimaldanud saada hiid
slinteesisaagiseid [10,57,66-68]. Monokaitstud hiidrasiini reaktsioonil DSC-ga moodustub
piisavalt stabiilne aktiveeritud suktsiinimidiiiilester, mis on hea reaktiivsusega
sidumisreaktsioonil tahkele kandjale seotud peptiidi aminoriihmaga ning véldib oksadiasolooni

korvalprodukti moodustumist (Skeem 14) [29,67,68].

o 0 R

2 H
J e
N N N
\0 O/ o H)
[0} O [0} (0] [0} R
N N )J\ N ’l:l‘ )J\ H
N N _— —e
N Y o KR™ N N
H H H
o
o

Skeem 14. Asa-gliitsiini lisamine peptiidjirjestusse aktivaatoriga DSC, e tdhistab tahket

kandjat, KR N-terminaalset kaitserithma ning R aminohappe korvalahelat.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1 Reaktiivid, todvahendid ja aparatuur

T606s kasutatud reaktiivid

Aine Molaarmass [g/mol] Puhtus [%] Tootja

ACN 41,05 > 99,8 Sigma-Aldrich
BTC 296,75 - Merck
DCM 84,39 >99.9 Sigma-Aldrich
DIPEA 129,25 > 98,0 Sigma-Aldrich
DMF 73,09 > 99,8 Sigma-Aldrich
DSC 256,16 98 ACROS Organics
Et,O 74,12 99,9 Lach-Ner
Fmoc-L-Ala- 311,32*18,01 - Iris Biotech
OH*H-»0
Fmoc-L-Phe-OH 387,40 - Iris Biotech
Fmoc-L-Val-OH 339,39 - Iris Biotech
Fmoc-NH-NH» 254,30 Kontrollitud TLC Siinteesitud A.

testi ja TMR-iga Mastitski toogrupi poolt
Fmoc-NH-NH- 268,33 Kontrollitud TLC Stinteesitud A.
CHs testi ja TMR-iga Mastitski toogrupi poolt
Fmoc-NH-NH- 310,42 Kontrollitud TLC Siinteesitud A.
CH(CHa): testi ja TMR-iga Mastitski toogrupi poolt
Fmoc-NH-NH- 296,39 Kontrollitud TLC Siinteesitud A.
CH,-CH(CH3)» testi ja TMR-iga Mastitski toogrupi poolt
Fmoc-Rink-Amiid - - Iris Biotech
MBHA vaik
HOBt 135,12 > 97,0 Sigma-Aldrich
Piperidiin 85,15 99 Sigma-Aldrich
TBTU 234,38%86,81 - Iris Biotech
TiS 158,36 99 Sigma-Aldrich
TFA 114,02 99 Sigma-Aldrich
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Toovahendid ja aparatuur

Proovide analiilisimiseks kasutati massi- ja UV-Vis detektoritega HPLC instrumenti (Shimadzu
LCMS-2020, SPD-M20A), mis on varustatud Kinetex 5 uM EVO kolonniga (C18, 100 A, 250
x 4,6 mm). Proovid sisestati manuaalselt, voolutati gradientprogrammi kasutades ning
analiitisiti lainepikkusel 220 nm. Andmete analiilisimiseks kasutati programmi LabSolutions

Version 5.82 SP1 ning arvutuste teostamiseks programmi GraphPad 5 Version 5.04.

3.2 Siinteeside kirjeldused
3.2.1 Fmoc-Ala-Phe-NH-vaik ja Fmoc-Val-Phe-NH-vaik siinteesid

Dipeptiidide jdrjestused siinteesiti tuginedes iildisele tahkefaasilise peptiidsiinteesi eeskirjale

(reaktsiooniskeemid Lisa 1 ja 2, etapid 1-2) [69].

Fmoc-Rink-Amiid MBHA vaigul (0,68 mmol/g, 0,34 mmol) lasti filtriga varustatud 20 ml
reaktsioonikolonnis DCM-is punduda, misjérel eemaldati sellelt Fmoc-kaitseriihm, kasutades
20% piperidiini lahust DMF-is (2 + 20 min). Protseduuri jargselt pesti tahket kandjat 5 x DMF
ning 1 x DCM-ga. N-terminaalse kaitseriihma eemaldumine kinnitati Kaiseri testiga (KT).
Fmoc-L-Phe-OH (1,02 mmol, 3 ekv) kaaluti tsentrifuugituubi ning lahustati minimaalses
koguses DMF-is. Aktivaatorid TBTU ja HOBt (1,02 mmol, 3 ekv), mis lahustati DMF-is, ning
DIPEA (2,04 mmol, 6 ekv) lisati aminohappele ja eelaktivatsioonil lasti toimuda 2 minuti
jooksul, misjarel lisati segu reaktsioonikolonnis olevale tahkele kandjale. Sidumisreaktsioonil
lasti toimuda ligikaudu 1 h. Seejérel pesti tahket kandjat 3 x DMF, 3 x DCM, 3 x DMF
solventidega ning kontrolliti KT abil, et puuduksid vabad aminoriihmad. Peale lisatud
aminohappelt Fmoc-kaitserithma eemaldamist, lisati jérjestusele jirgmine aminohape (Fmoc-

L-Ala-OH-H>0 v6i Fmoc-L-Val-OH), kasutades eelnevalt kirjeldatud eeskirja.

3.2.2 Kineetilised modtmised mudel asa-peptiidi H-asaAH-Ala-Phe-NH-vaik siinteesil

3.2.2.1 Fmoc-asaAH prekursori aktivatsioon BTC-ga

Asa-aminohapete Fmoc-kaitstud prekursorid aktiveeriti vastavalt meie uurimisgrupis
kasutatavale tahkefaasilise asa-peptiidsiinteesi eeskirjale, mida kohandati {ihildumaks meie
uurimisgrupis vilja todtatud kineetiliste mootmiste metoodikaga (reaktsiooniskeem Lisa 1,

etapp 3.1, A) [5,6].
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Lammastikuga rikastatud reaktsioonikolbi kaaluti jarjestusse lisatava asa-aminohappe (asaAla,
asaVal, asal.eu) Fmoc-monokaitstud prekursor (0,41 mmol, 10 ekv), mis lahustati 3,5 ml-s
kuivas DCM-is. Kolbi lisati DIPEA (0,82 mmol, 20 ekv), misjdrel jahutati reaktsioonisegu
temperatuurile 0 °C. Aktivaator BTC (0,13 mmol, 3,3 ekv) lahustati 0,5 ml-s kuivas DCM-is
ning lisati segusse tilkhaaval 1ébi siistla. Aktivatsiooniprotsessil lasti lammastiku atmosfairis

temperatuuril 0 °C toimuda 30 minutit, misjirel segu termostateeriti 25 °C-ni.

Paralleelselt kaaluti reaktsioonikolonni tahkele kandjale kinnitatud Fmoc-kaitstud dipeptiid (60
mg, 0,04 mmol), mille siinteesieeskirja kirjeldati peatiikis 3.2.1. DCM-is pundunud peptiidilt
eemaldati Fmoc-kaitseriihm. Seejdrel kanti dipeptiid 6 ml kuiva DCM-iga iile 50 ml
tsentrifuugituubi, termostateeriti 25 °C juures ning sellele lisati reaktsioonikolvist aktiveeritud

asa-aminohappe segu.

3.2.2.1.1 Fmoc-asaAla aktivatsioon BTC-ga

Esimeses katses Fmoc-asaAla prekursoriga viidi eelmises peatiikis kirjeldatud aktiveerimise
jargselt 1dbi fosgeenijddkide eemaldamine rotaatoraurusti abil, mida on laialdaselt
praktiseeritud asa-peptiidsiinteesil [5-7,9]. Eelaktivatsioonisegu kokku aurutamise jargselt
lahustati saadud kontsentraat mones ml-s kuivas DCM-is ning lisati tsentrifuugituubis olevale

dipeptiidile, millele on eelnevalt lisatud uus kogus DIPEA-d (0,82 mmol, 20 ekv).

Aktiveeritud Fmoc-asaAla sidumisel dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik 14dbi viidud kineetiliste
modtmiste tulemuste pdhjal otsustati jargmiste asa-aminohapete aktiveerimine ldbi viia
juhindudes eeskirjast, mis ei holma fosgeenijddkidest vabanemiseks reaktsioonisegu

kontsentreerimist vaakumis.

3.2.2.2 Kineetilised mootmised

Alapunktis 3.2.2.1 kirjeldatud aktivatsioonisegu lisamisel tsentrifuugituubis asuvale
dipeptiidile kiivitati stopperkell. Sidumisreaktsioonil (Skeem 15) lasti toimuda 25 °C juures
~24 h konstantse segamisega ning reaktsioonisegust voeti proove kogusega 500 ul fikseeritud

ajahetkedel alates stopperkella kdivitamisest.

Reaktsioonisegust voetud proov kanti filtriga varustatud 10 ml siistlasse ning reaktsioon peatati

jadkide vilja pesemise teel (3 x DMF, 3 x DCM, 3 x DMF). Siinteesitud tripeptiidilt eemaldati
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Fmoc-kaitseriihm ning protsessi efektiivsust jéilgiti TLC testi abil. Seejdrel lisati siistlasse
peptiidi tahkelt kandjalt 16ikamiseks 1 ml happelist lahust (95% TFA / 2,5% TiS / 2,5% MQ)
ning protsessil lasti toimuda 2 h. Reaktsiooni 10ppedes filtreeriti siistla sisu 2 ml
tsentrifuugituubi, TFA jidgid eemaldati, segu ekstraheeriti 3 x jadkiilma eetriga ning tuubi sisu

aurustati kuivaks.

H 3,3 ekv BTC, 20 ekv DIPEA 1 ekv H-Ala-Phe-NH-vaik R o
N R > | H
N / \ H
Fmoc N N, kuiv DCM Fmoc ku|v DCM, 25 °C, 24 h Fmoc N N N
0 °C, 30 min 500 pl proovide votmine u \ﬂ/ ﬂ
o o

10 ekv

@ : Rink-Amiid MBHA vaik

R :-H (asaGly) 1) 20% piperidiin / DMF, 20 min
-CH,§ (asaAla) 2) 95% TFA / 2,5% TiS / 2,5% MQ, 2 h
-CH,-CH(CH3), (asaLeu)
-CH(CH,), (asaVval)

Skeem 15. Fmoc-asaAH sidumine dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik aktivaatoriga BTC.

=

Proove analiilisiti HPLC-MS-ga, kasutades gradientprogrammi (lahus A 0,1% TFA / MQ-s,
lahus B 0,1% TFA / ACN-s; lahus B kontsentratsioon 5-30%; proove elueeriti 19. minuti
jooksul voolukiirusel 1 ml/min). Léhteaine ja produkti piikide pindalade (S) kaudu arvutati

lahtepeptiidi H-Ala-Phe-NH> kadumine ajas:

S,. i
Y = lahtepeptiid

S +S
produkt Vérrand 1

lahtepeptiid

Reaktsiooni kirjeldab pseudo-esimest jérku kiiruse vorrand

e, Vérrand 2

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

vaartus, mis kirjeldab reaktsiooni 1oppu.
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3.2.3 H-asaGly-Ala-Phe-NH; siintees

3.2.3.1 Fmoc-asaGly prekursori aktivatsioon ja sidumine BTC-ga

Esmalt prooviti Fmoc-asaGly prekursori aktiveerimist kasutades BTC-d peatiikis 3.2.2.1
kirjeldatud eeskirja alusel. Kuna prekursor ei lahustunud 3,5 ml kuivas DCM-is, lisati segule
taiendavalt 1,5 ml kuiva DMF-i ning soojendati segu 40 °C juures. Fmoc-asaGly prekursori
lahustumisel jitkati punktis 3.2.2.1 kirjeldatud juhise alusel, kuid tahkel kandjal oleva
lahtepeptiidi iilekandmine 50 ml tsentrifuugituubi viidi 14bi 4,5 ml kuiva DCM-iga.

Jargnevalt katsetati Fmoc-asaGly prekursori aktiveerimisel kuiva DMF-i. Juhinduti punktis
3.2.2.1 toodud eeskirjast, kuid prekursor lahustati 4,5 ml kuivas DMF-is ning ldhtepeptiidi
iilekandmiseks kasutati 5 ml kuiva DCM-i.

Seejérel kasutati kuiva DMF-i nii Fmoc-kaitstud prekursori aktiveerimisel kui ka dipeptiidi
iilekandmisel: prekursor lahustati 3,5 ml kuivas DMF-is ning iilekandmine tsentrifuugituubi

toimus 6 ml kuiva DMF-iga.

Koigil kolmel juhul viidi sidumisreaktsiooni kineetilised mddtmised ldbi alapunkti 3.2.2.2

alusel.

3.2.3.2 Reaktsioonitingimuste varieerimine Fmoc-asaGly sidumisel dipeptiidile H-Ala-Phe-

NH-vaik

Kirjanduses asaGly sidumiseks kasutatud meetodite testimiseks viidi paralleelselt 1ébi 5 katset
filtriga varustatud 10 ml siistaldes, kuhu kaaluti tahkele kandjale kinnitatud dipeptiid, millelt
oli eemaldatud Fmoc-kaitserithm (0,01 mmol, 1 ekv). Kdigi katsete korral lahustati Fmoc-
asaGly prekursor (0,1 mmol, 10 ekv) limmastikuga ventileeritud kolvis 2,375 ml kuivas DMF-
is. Esimese kahe katse korral lisati reaktsioonisegusse 35 pul DIPEA-d (0,2 mmol, 20 ekv),
misjdrel jahutati segu 0 °C-ni. Esimeses neljas katses kasutati aktivaatorina trifosgeeni (0,03
mmol, 3,3 ekv), mis lahustati 125 pl kuivas DCM-is ning lisati reaktsioonisegusse. Viienda
katse korral kasutati aktivaatorina DSC (0,1 mmol, 10 ekv), mis lahustati 375 pl DMF-is.
Esimese nelja katse korral lasti eelaktivatsioonil ldmmastiku keskkonnas toimuda 30 minutit,
millest esimesed 5 minutit 0 °C juures, misjdrel eemaldati jddvann ning temperatuuril lasti

tousta toatemperatuurini. Viienda katse korral toimus eelaktivatsioon 5 minutit ning
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toatemperatuuril. Kolmanda katse korral lisati DIPEA alles 5 minutit enne eelaktivatsiooni

16ppu, neljanda ja viienda katse korral DIPEA-d ei lisatud.

Eelaktivatsiooni reaktsioonide 16ppedes tdmmati aktiveeritud Fmoc-asaGly segu siistlasse ning
sidumisreaktsioonil lasti loksutil toimuda 24 h. Teise katse korral eemaldati siistlast 3 h
moddumisel katse algusest reagentide jadgid ning siistlasse tdmmati uus aktiveeritud Fmoc-
asaGly lahus. 24 h moodumisel 15petati kdigis siistaldes katsed reagentide véljapesemise teel,
eemaldati Fmoc-kaitserithm ning vabastati peptiid tahkelt kandjalt. Reaktsioonide tulemit
analiitisiti HPLC-MS-ga, arvutades l4htepeptiidi piigi pindala suhte ldhte- ja produktpeptiidi

piikide pindalade summasse (Vorrand 1).

Kokkuvotlik tabel paralleelkatsete kédigus varieeritud tingimustest (Tabel 6) asub peatiikis
4.3.1.

3.2.3.3 Fmoc-asaGly prekursori aktivatsioon ja sidumine DSC-ga

asaGly aktiveeriti aktivaatoriga DSC kasutades kirjandusest leitud eeskirja [10,57], mida
kohandati meie uurimisgrupis sidumisreaktsiooni jilgimiseks vélja tootatud kineetilise

meetodiga.

Reaktsioonikolbi kaaluti Fmoc-kaitstud asa-gliitsiini prekursor (0,41 mmol, 10 ekv), mis
lahustati 3,5 ml DMF-is. Seejérel lisati prekursorile 1,5 ml DMF-is lahustatud aktivaator DSC
(0,41 mmol, 10 ekv) ning aktivatsiooniprotsessil lasti toatemperatuuril toimuda 5 minutit.
Eelaktivatsiooni jargselt lisati aktiveeritud segu 5 ml DMF-iga tsentrifuugituubi iile kantud
dipeptiidile ning sidumisreaktsiooni kineetilised mddtmised viidi 1dbi jérgides alapeatiikis

3.2.2.2 kirjeldatud eeskirja.

3.2.4 Asa-tripeptiidi H-asaAla-Val-Phe-NH: siintees ja kineetilised mddtmised

Asa-alaniini prekursor aktiveeriti ja lisati dipeptiidile H-Val-Phe-NH-vaik pohinedes peatiikis

3.2.2.1 vilja toodud eeskirjale ning kineetilised modtmised teostati alapunkti 3.2.2.2 alusel.
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4. Tulemused ja arutelu

4.1 Dipeptiidide Fmoc-Ala-Phe-NH-vaik ja Fmoc-Val-Phe-NH-vaik siintees

Asa-aminohapete sidumise efektiivsuse uurimiseks peptiidahelasse aktivaatoriga BTC
slinteesiti teadusto0 raames ldhteainetena 2 mudel-dipeptiidi. Nende ldhtepeptiidide
aminohappelise jérjestuse valimisel ldhtuti meie teadusgrupi uurimistods kasutatud mudel-

peptiidi aminohappelisest jarjestusest [5].

Dipeptiidid H-Ala-Phe-NH-vaik ja H-Val-Phe-NH-vaik siinteesiti tuginedes punktis 3.2.1
kirjeldatud eeskirjale. Mdlemal juhul seoti esimese aminohappena kaitsmata tahkele kandjale
Phe (Lisa 1, etapp 1, Lisa 2, etapp 1), mille kinnitumist tahkele kandjale kontrolliti Kaiseri
testiga (Tabel 1, Tabel 2). Seejirel eemaldati Phe-1t Fmoc-kaitserithm, mille efektiivsust jélgiti
KT ja TLC testidega (Tabel 1, Tabel 2). Jirgnevalt seoti esimese dipeptiidi korral Phe-le Ala
(Lisa 1, etapp 2) ning sidumise efektiivsuse kontrollimiseks tehti ninhiidriini ja TLC testid
(Tabel 1). Siinteesitud dipeptiidile sooritati tdiendavaks kontrolliks HPLC-MS analiiiis (Lisad
3-4).

Tabel 1. Dipeptiidi Fmoc-Ala-Phe-NH-vaik siinteesietappide edukuse jalgimine.

KT (Fmoc-kaitserithma | KT (AH sidumisreaktsiooni
Siintees ] o TLC test
eemaldamine) edukuse jilgimine)
Fmoc-Phe-NH-
- - -
vaik
Fmoc-Ala-Phe-
- - -
NH-vaik

Teise dipeptiidi korral kinnitati vaba N-terminaalse otsaga Phe-le Val (Lisa 2, etapp 2).
Sidumisreaktsiooni edukust kontrolliti standardsete testidega (Tabel 2) ning dipeptiidile tehti
HPLC-MS analiiiis (Lisad 5-6).
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Tabel 2. Dipeptiidi Fmoc-Val-Phe-NH-vaik siinteesietappide edukuse jalgimine.

KT (Fmoc-kaitserithma | KT (AH sidumisreaktsiooni
Siintees ] o TLC test
eemaldamine) edukuse jilgimine)
Fmoc-Phe-NH-
- - -
vaik
Fmoc-Val-Phe-
- - -
NH-vaik

Tabelitest 1 ja 2 v0ib ndha, et aminohapete sidumise protsessid kulgesid edukalt mdlema
dipeptiidi siinteesil. Kaiseri ja TLC testide tulemusi kinnitas ka HPLC-MS analiiiis, kus
kromatogrammi piikide analiiiisil ei tuvastatud H-Phe-NH> massi, kuid tehti kindlaks vastavalt

stinteesitud dipeptiidile H-Ala-Phe-NH> ja H-Val-Phe-NH> masside olemasolu.

4.2 Fosgeenijadkide eemaldamise moju asa-tripeptiidi H-asaAla-Ala-Phe-NH;

stinteesile

Jargnevalt hakati testima erineva struktuuriga asa-aminohapete peptiidahelasse sidumise
efektiivsust, kasutades Fmoc-kaitstud asa-aminohappe prekursori aktiveerimiseks trifosgeeni,
mis on seni andnud parimaid tulemusi selle etapi ldbiviimisel asa-peptiidi siinteesis. Asa-
aminohapete valikul ldhtuti kiilgahela steerilise mahukuse erinevusest [11] ning sellest, et
kiilgahel ei sisaldaks funktsionaal- ega kaitseriihmi. Tuginedes meie uurimisgrupi varasemale
praktikale, valiti esimeseks asa-aminohappeks asaAla, mis sisaldab kdrvalrithmana viikseima

mahukusega alkiitilrithma.

Laialdaselt kasutatud meetod asa-aminohappejidkide peptiidjarjestusse lisamiseks holmab
aktivaatori trifosgeen kasutamisel tekkivatest fosgeenijidkidest vabanemist rotaatoraurusti abil
[5-7,9]. Kédesoleva to0 autori bakalaureusetds uuriti trifosgeeni efektiivsust asa-aminohappele
jargneva aminohappe sidumisreaktsioonil ning selgus, et reaktsioon toimub edukamalt ilma
fosgeenijddkide eemaldamiseta [12]. Seega otsustati esmalt uurida, kas reaktsioonisegu
vaakumis kontsentreerimise etapi korvaldamisel asa-aminohappe prekursori aktiveerimise

eeskirjast on moju sidumisreaktsiooni efektiivsusele tahke kandjaga.

Selleks eemaldati dipeptiidilt Fmoc-Ala-Phe-NH-vaik kaitseriihm ning seoti selle vabale N-

terminaalsele otsale esmalt Fmoc-asaAla, jargides juhiseid 3.2.2.1 (ilma fosgeenijddkide
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eemaldamiseta) ja 3.2.2.1.1 (fosgeenijddkide eemaldamisega) (Lisa 1, etapp 3.1). Kineetilised
modtmised teostati mdlema eeskirja korral punkti 3.2.2.2 alusel pseudo-monomolekulaarsetes
tingimustes, vottes asa-aminohappe prekursorit 10-kordses lilehulgas tahke kandja suhtes.
Reaktsiooni toimumist jdlgiti 24 h jooksul, konstantse temperatuuri tingimustes.
Reaktsioonisegust voetud proovidelt eemaldati Fmoc-kaitseriithm ning neid analiiiisiti HPLC-
MS-ga (Lisad 8-11). Mairati produkti (H-asaAla-Ala-Phe-NH>) ja lahtepeptiidi (H-Ala-Phe-
NH») piikide pindalade suhe (Vorrand 1) ning arvutati kolme paralleelkatse pohjal
reaktsioonide I jarku néilised kiiruskonstandid (kobs) ja saagised (1 — Y«) mdlema protsessi

jaoks (Vorrand 2)(Tabel 3).

Tabel 3. Kineetiliste modtmiste tulemused BTC-ga aktiveeritud Fmoc-asaAla sidumisel

dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik kuivas DCM-is temperatuuril 25 °C.

Protsess Kobs [min™'] Saagis (1 - Y)
Fosgeenijadkide
' 0,010 £ 0,001 0,86 + 0,03
eemaldamine

Fosgeenijadkide mitte-
' 0,013 + 0,001 0,96 £+ 0,02
eemaldamine

Tabelis 3 vilja toodud ning Joonisel 1 visualiseeritud tulemustest voib ndha, et molemad
reaktsioonid kulgevad praktiliselt I6puni ja aktiveeritud asa-aminohapet sisaldava
reaktsioonisegu kokkuaurutamisel vaakumis toimub asaAla sidumisreaktsioon ainult
monevorra aeglasemalt ning madalama saagisega kui fosgeenijdékide mitte-eemaldamisel.
Varasemalt on fosgeeni vOi trifosgeeniga aktiveeritud asa-aminohapete sidumiseks
peptiidjérjestusse kasutatud véga erinevaid reaktsiooniaegu: 3 h, 12 h kuni iile6o [5,6,9,10].
Samuti on saagise suurendamise eesméirgil kasutatud peale 12 h méddumist reaktsiooni algusest
sidumisreaktsiooni kordamist, lisades tahkele kandjale uue koguse reagente [10]. Jooniselt 1
on ndha, et antud tingimustel l&bi viidud sidumisreaktsioonis asaAla-ga saavutab
sidumisreaktsiooni saagis fosgeenijaikide eemaldamisel platoovairtuse umbes 6 h jooksul ning
ilma reaktsioonisegu kontsentreerimiseta isegi kiiremini. Samuti ilmnes, et kineetiliste
modtmiste reprodutseeritavus on parem, kui reaktsiooniseguga eelaktivatsiooni jirgselt ei

manipuleerita, mida nditavad véiksemad veapiirid fosgeenijddkide mitte-eemaldamise korral.

29



Kuna HPLC kromatogrammilt ei tdheldatud ka suurt erinevust lisandite koguses, otsustati

seeria jargmiste asa-aminohapete sidumiseks kasutada eeskirja 3.2.2.1.

1.00-
0.754%
>=

0.50-
0.25-

- P

B | .
0.00 . ' ' — —

0 200 400 1300
Aeg [min]

Joonis 1. Fmoc-asaAla sidumisreaktsiooni kineetilised kdoverad kuivas DCM-is temperatuuril
25 °C mudel-asa-peptiidis H-asaAla-Ala-Phe-NH> aktivaatoriga BTC, kasutades asaAla

aktiveerimisprotsessil fosgeenijddkide eemaldamist (®) ja mitte-eemaldamist (=).

4.3 Asa-aminohappe struktuuri mgju H-asaAH-Ala-Phe-NHz siinteesile

Saamaks teada, kas asa-aminohappe sidumise efektiivsus soltub selle kiilgahela struktuurist,
viidi jérgnevalt ldbi kineetilised modtmised lisaks asaAla-le veel kolme erineva asa-
aminohappe — asalLeu, asaVal ja asaGly — sidumisel dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik (Lisa 1,
etapp 3.1, Lisa 7). Fmoc-asal.eu ning Fmoc-asaVal lisati tahkel kandjal olevale 1dhtepeptiidile
jargides punktis 3.2.2.1 kirjeldatud eeskirja. Sama juhise jérgi ei dnnestunud aga Fmoc-asaGly
lisamine, mistottu arutletakse esialgu kolme asa-aminohappe — asaAla, asal.eu ja asaVal —
struktuuri mdju sidumisreaktsioonile (vt asaGly-ga saadud tulemuste arutelu peatiikis 4.3.1).
Asa-aminohapete asaAla, asaleu ja asaVal dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik sidumise
kineetiliste mdotmiste tulemused kolme paralleelkatse pohjal on toodud Tabelis 4 ning

visualiseeritud Joonisel 2.
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Tabel 4. Kineetiliste mdotmiste tulemused asa-aminohapete (Fmoc-asaAH) sidumisel

dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik kuivas DCM-is aktivaatoriga BTC 25 °C juures.

Fmoc-asaAH Kobs [min™'] Saagis (1 - Ya)
Fmoc-asaAla 0,013 +£ 0,001 0,96 + 0,02
Fmoc-asal.eu 0,0094 + 0,0005 0,96 + 0,02
Fmoc-asaVal 0,011 £0,002 0,86 + 0,05

Selgus, et testitud asa-aminohapete sidumisreaktsioonide efektiivsus tahkele kandjale ei soltu
asa-aminohappe kiilgahela struktuurist: steeriliselt kdige mahukama kdorvalahelaga asaVal
sidumine kulgeb peaaegu sama kiiresti ja ligikaudu samasuguse saagisega, kui asaAla sidumine
(Tabel 4), mistdttu voib viita, et lisatava asa-aminohappe korvalrihma mahukus ei mdjuta
reaktsiooni kiirust ega saagist. Samuti kulgeb reaktsioon koigi asa-aminohapete korral
praktiliselt 16puni. Seega voib nende asa-aminohapete sidumisel peptiidahelasse, kasutades

aktivaatorina BTC-d, rakendada iihesugust eeskirja.

Varasemalt on kineetilisel meetodil testitud Ala sidumist sama aminohappelise jirjestusega
dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik aktivaatoritega COMU ja PyOxim [5] ning see toimub
ligikaudu 80 korda kiiremini, kui asaAla sidumine sellele dipeptiidile. Kuna BTC-d on edukalt
kasutatud ka tavapeptiidsiinteesil [70,71] ja aktivaatori valik peptiidsiinteesi efektiivsust
praktiliselt ei mojuta [72], on tdendoliselt asa-aminohappe oluliselt vdiksem reaktsioonivdoime
seostumisel eelneva aminohappe N-terminaalse otsaga tingitud karboniiiilriihma elektrofiilsuse

viahenemisest [1] vorreldes sellele vastava aminohappe karbontiiilriihma elektrofiilsusega.

Antud reaktsioonitingimustes seondub asa-aminohape tahkele kandjale sdltumata kdrvalahela
mahukusest umbes 6 h jooksul, mil enamus ldhteainest on &ra reageerinud (Joonis 2). Sellest
voib jareldada, et toendoliselt on asa-aminohappe sidumist peptiidjarjestusse aktivaatoriga BTC
otstarbekam l&bi viia, lastes reaktsioonil toimuda vdhem kui 12 h ning pigem tuleks saagise
suurendamiseks vajadusel sidumisprotsessi korrata, lisades reagente 12 h asemel oluliselt

varem.
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Joonis 2. Asa-aminohapete (asaAla, asaleu, asaVal) sidumise kineetilised kdverad
aktivaatoriga BTC kuivas DCM-is temperatuuril 25 °C mudel-asapeptiidis H-asaAH-Ala-Phe-
NHo.

4.3.1 Fmoc-asaGly sidumine dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik

Fmoc-kaitstud asaGly sidumiseks dipeptiidile prooviti esmalt selle prekursorit aktiveerida
eeskirja 3.2.2.1 alusel, kuid Fmoc-hiidrasiini lahustumisprobleemide tottu kuivas DCM-is
toimiti punktis 3.2.3.1 kirjeldatu jargi: kuivas DCM-is olevale prekursorile lisati ka kuiva DMF-
i ning segu soojendati 40 °C juures prekursori lahustumiseni. Seejéirel jéitkati prekursori
aktiveerimist punktis 3.2.2.1 toodud juhendi alusel. Eelaktivatsiooniprotsessi 22. minutil
taheldati valge sademe teket reaktsioonikolvis. Kuna polnud selge, kas tegemist on lahusest
vilja sadenenud asaGly prekursoriga voi mone reaktsiooni kdigus tekkinud kdrvalproduktiga,
lisati segu dipeptiidile ning viidi 1dbi sidumisreaktsiooni kineetilised mddtmised peatiikk
3.2.2.2 jargi. Sademe tekkest hoolimata Onnestus asaGly siduda tahke kandjaga, kuid
reaktsiooni saagis ei olnud eriti kdrge (Tabel 5, I)(Lisa 1, etapp 3.1).
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Tabel 5. Solventide varieerimine ja kineetiliste mddtmiste tulemused Fmoc-asaGly sidumisel

dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik 25 °C juures.

Reaktsioonikeskkond Kobs [min™'] R? Saagis (1 - Yx)
Kuiv DCM / kuiv 0,96
| 0,022 £ 0,009 0,40 + 0,04
DMF (~5:1)
Kuiv DCM / kuiv 0,98
I 0,015+ 0,003 0,40 + 0,02
DMF (~1:1)
I Kuiv DMF 0,014 £ 0,004 0,97 0,73 + 0,05

Kuna madal saagis vdis olla tingitud aktivatsiooniprotsessi kdigus aset leidnud sademe tekkest,
viidi jargneval katsel Fmoc-asaGly prekursori aktivatsiooniprotsess 14dbi kuivas DMF-is, kuid
dipeptiidi tilekandmisel kasutati jatkuvalt kuiva DCM-i. Vaatamata sellele, et DMF ei ole BTC
kasutamisel sobivaim solvent, sest aktivaator voib lahustiga reageerida [7], otsustati seda siiski
kasutada hiidrasiini parema lahustuvuse tottu DMF-is vorreldes DCM-iga. Kuigi sellel katsel

sademe teket ei tdheldatud, ei esinenud muutust sidumisreaktsiooni saagises (Tabel 5, II).

Viimaks otsustati nii Fmoc-kaitstud prekursori aktiveerimine kui ka dipeptiidi tilekandmine viia
1abi kuivas DMF-is, mis viis reaktsioonisaagise peaaegu kahekordse suurenemiseni vorreldes

katsetega I ja II (Tabel 5, III).

Tabelis 5 toodud kiiruskonstandid, mis on saadud iihe katse tulemuste pdhjal, ei vdimalda enne
kordusmodtmiste sooritamist kindlaid jdreldusi teha selle kohta, kas asaGly sidumine
dipeptiidile toimub sdltumata reaktsioonikeskkonnast ligikaudu sama kiiresti voi kiiremini kui
teiste asa-aminohapete korral. Katsete I, II ja III kineetiliste modtmiste tulemused on

visualiseeritud ka Joonisel 3.
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Joonis 3. Fmoc-asaGly sidumisreaktsiooni kineetilised kdverad dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-

vaik erinevates reaktsioonikeskkondades temperatuuril 25 °C aktivaatoriga BTC.

Nagu kirjanduse iilevaates mainitud, on gliitsiin unikaalne aminohape, erinedes teistest
aminohapetest korvalahela puudumise tottu [64]. Kuigi asa-gliitsiini peptiidjarjestusse
lisamiseks on kasutatud sarnaselt teistele asa-aminohapetele trifosgeeniga aktiveerimist, voib
selle meetodi kasutamisel tekkida korvalproduktina oksadiasoloon, mis pérsib soovitud asa-
peptiidi moodustumist [10,51,57,65,66]. Lisaks on mdningates uurimustes tdheldatud Fmoc-

kaitseriihma ennatlikku eemaldumist aluse mojul [46].

Kuigi eelnevalt kirjeldatud katsetes Onnestus reaktsioonikeskkonna varieerimise teel asa-
tripeptiidi H-asaAla-Ala-Phe-NH; saagist suurendada, jéi see veidi madalamaks vorreldes teiste
asa-aminohapete sidumisreaktsioonidega saavutatud saagistega. Seega otsustati vastavalt
peatiikis 3.2.3.2 kirjeldatule paralleelselt ldbi viia reaktsioonid védhendatud tahke kandja
kogusega, kus varieeriti erinevaid reaktsioonitingimusi aktivatsiooniprotsessil (Lisa 1, etapp
3.1) ning katsetati lisaks BTC-le kirjanduses asaGly sidumisel hdid tulemusi andnud

aktivaatorit DSC (Lisa 1, etapp 3.2)(Tabel 6).
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Tabel 6. Paralleelselt kuivas DMF-is 1dbi viidud Fmoc-asaGly aktivatsiooni kéigus varieeritud
tingimused ning tulemused 24 h moddumisel toatemperatuuril alates Fmoc-asaGly

sidumisreaktsiooni algusest dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik.

Aktivaator DIPEA lisamine Muu Saagis (1 = Y)?
Eelaktivatsiooni
1. katse BTC <
alguses
Eelaktivatsiooni 3 h mooddudes lisati
2. katse BTC . 0,43
alguses uus kogus reagenti®
5 min enne
3. katse BTC eelaktivatsiooni —
16ppu
4. katse BTC Ei lisatud tiildse 0,09
5. katse DSC Ei lisatud iildse 0,92

& Arvutatud Vorrandi 1 alusel
b Eemaldati reaktsioonisegu ning asendati virskelt aktiveeritud Fmoc-asaGly-ga

¢ HPLC kromatogrammil leidus vaid produkti jélgi

1. katse korral lahustati Fmoc-asaGly kuivas DMF-is ehk eelaktivatsioon viidi 1dbi sarnaselt
kineetiliste mdotmiste katse III-le, et olla vordluspunktiks teistele katsetele. Analiiiisil ilmnes,
et Fmoc-asaGly sidumisreaktsioon dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik ei olnud praktiliselt iildse
toimunud ning HPLC kromatogrammil oli voimalik tuvastada vaid produkti jdlgi. Kuna
sidumisreaktsioon siistlas ei suuda piisavalt imiteerida kineetiliste modtmiste korral
kasutatavaid tingimusi segamise osas, vois juhtuda, et 1. katse korral ei toimunud korralikku

reagentide segunemist.

Esimesena katsetati, kas reagentide lisamine tahkele kandjale ajahetkel, kus reaktsiooni
kineetiline kover peaks hakkama saavutama platood, suurendab asaGly sidumise saagist (2.
katse). Selleks ajapunktiks valiti eelnevalt teostatud asaGly sidumise kineetiliste modtmiste
(katsete I — III, Joonis 3) pdhjal 3 h alates sidumisreaktsiooni algusest. 24 h méodumisel
sidumisreaktsiooni algusest dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik oli saagiseks 43%, mis voib kiill
viidata, et reagentide juurde lisamine katse kédigus aitab kaasa saagise suurenemisele, kuid neid
tulemusi ei saa antud juhul millegagi vorrelda, kuna vordluskatsena 14bi viidud 1. katse

ebadnnestus.
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Jargnevalt uuriti tuginedes kirjanduses avaldatud metoodikatele, kas DIPEA lisamine
eelaktivatsiooni reaktsiooni 1dpuperioodil [10] (3. katse) voi lisamata jatmine [46] (4. katse)
omab sidumisreaktsioonil tahke kandjaga moju reaktsiooni saagisele. 3. katse korral moodustus
soovitavat asa-tripeptiidi sarnaselt 1. katsele minimaalselt, kuid 4. katse korral toimus dipeptiidi
konversioon asa-tripeptiidiks viga madala saagisega. Kuna igat katset viidi lébi iiks kord, oleks
pohjapanevamate jirelduste tegemiseks vajalik DIPEA moju edasine uurimine ning katse

iilesehituse optimeerimine.

Viimaks prooviti asaGly peptiidjarjestusse sidumist hiljuti hdid tulemusi andnud meetodiga,
mis pohineb asaGly prekursori aktiveerimisel aktivaatoriga DSC (5. katse) [10,57]. Sellel
meetodil on asa-aminohappe prekursori aktiveerimist oluliselt mugavam 1idbi viia kui
aktivaatoriga BTC, kuna protsess toimub toatemperatuuril ning lahustina kasutatav DMF ei pea
olema eelnevalt kuivatatud. Antud katse korral saavutati paralleelreaktsioonidest kdige parem

tulemus: asa-peptiid H-asaGly-Ala-Phe-NH> moodustus 92% saagisega.

Ajendatuna Fmoc-asaGly peptiidjarjestusse lisamise sidumisreaktsiooni, kus aktivaatorina
kasutati DSC, suurest saagisest vorreldes teiste katsetega, otsustati paremaks vordluseks
katsetega, kus kasutati BTC-d, teostada selle aktivaatoriga ka asaGly dipeptiidile H-Ala-Phe-
NH-vaik sidumise kineetilised mdotmised. Selleks aktiveeriti Fmoc-kaitstud asaGly prekursor
vastavalt punktis 3.2.3.3 toodud eeskirjale ning viidi 1dbi kineetilised mdotmised, jargides juhist
peatiikis 3.2.2.2 (Lisa 1, etapp 3.2). Katse viidi 14bi iiks kord, millest selgus, et Fmoc-asaGly
prekursori aktiveerimisel DSC-ga toimub sidumisreaktsioon vorreldes nii asaGly sidumise
katsetega II — III (Tabel 5), kui ka teiste asa-aminohapete sidumisega peptiidjarjestusse (Tabel
4), kiiremini (kobs = 0,032 £ 0,005). Konealuses eksperimendis siinteesitud asa-tripeptiidi H-
asaGly-Ala-Phe-NH; saagis (1 — Yo = 0,82 + 0,04) on vorreldav vai veidi suurem, kui asaGly
sidumisel katsel III saadud tulemus ning on sarnane teiste asa-tripeptiidide saagistega (Tabel
4). Kokkuvotlik vordlus Fmoc-asaGly sidumisel H-Ala-Phe-NH-vaigule kineetiliste modtmiste
teel saadud tulemustest on visualiseeritud Joonisel 4 ning erinevate asa-aminohapetega libi
viidud kineetiliste mdotmiste tulemused dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik on visualiseeritud

Joonisel 5.
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Joonis 4. Fmoc-asaGly dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik sidumise kineetiliste mdotmiste

tulemused 25 °C juures erinevate aktivaatorite ja reaktsioonikeskkondade kasutamisel.

Seega voib antud reaktsioonitingimustes ldbi viidud eksperimentide pohjal jareldada, et asaGly
sidumiseks peptiidjarjestusse on optimaalne kasutada teistest asa-aminohapetest erinevat

meetodit.
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asaAH = asaAla
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Joonis 5. Fmoc-asaAH dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik sidumisreaktsioonide kineetiliste
modtmiste tulemused 25 °C juures kasutades asaAla, asal.eu ja asaVal sidumiseks kuivas
DCMe-is aktivaatorit BTC ning asaGly sidumiseks DMF-is aktivaatorit DSC.
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4.4 Asa-aminohappele eelneva aminohappe struktuuri moju H-asaAla-AH-Phe-

NH: stuinteesile

Uurimaks, kuidas mojutab asa-aminohappe sidumisreaktsiooni efektiivsust sellele jarjestuses
eelneva aminohappe korvalriihma mahukus, lisati teisele siinteesitud dipeptiidile (H-Val-Phe-
NH-vaik) asaAla vastavalt punktile 3.2.4 (Lisa 2, etapp 3). Nimetatud l&htepeptiidi jarjestusse
valiti Val korvalahela suurema steerilise mahukuse tottu, vorreldes Ala korvalahela
mahukusega. Saadud kineetiliste mddtmiste tulemusi vorreldi asaAla sidumise tulemustega

jérjestusele H-Ala-Phe-NH-vaik (Tabel 7).

Tabel 7. Kineetiliste mdotmiste tulemused Fmoc-asaAla sidumisel aktivaatoriga BTC

dipeptiididele H-Ala-Phe-NH-vaik ja H-Val-Phe-NH-vaik 25 °C juures kuivas DCM-is.

Lihtepeptiid Kobs [min™'] Saagis (1 - Y)
H-Ala-Phe-NH-vaik 0,013 +£ 0,001 0,96 + 0,02
H-Val-Phe-NH-vaik 0,014 + 0,002 0,96 £ 0,03

Tulemustest selgus, et ndiliste kiiruskonstantide ning saagiste véirtused ei erine iiksteisest,
mistottu voib Oelda, et asa-aminohappe jarjestusse lisamise efektiivsus praktiliselt ei sdltu

sellele jarjestuses eelneva aminohappe korvalahela struktuurist (Joonis 6).
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Joonis 6. Asa-tripeptiidides H-asaAla-Ala-Phe-NH; ja H-asaAla-Val-Phe-NH> Fmoc-asaAla
ja dipeptiidi vaheliste sidumisreaktsioonide kineetilised kdverad aktivaatoriga BTC kuivas

DCM-is temperatuuril 25 °C.
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5. Kokkuvote

Kéesoleva magistritod eesmérgiks oli vélja selgitada asa-aminohappe struktuuri moju
sidumisreaktsiooni efektiivsusele mudel-asapeptiidis H-asaAH-Ala-Phe-NH,. Lisaks uuriti ihe
asa-aminohappe (asaAla) dipeptiidile H-Val-Phe-NH-vaik sidumise nditel, kas lisatavale asa-
aminohappele eelneva aminohappe struktuur mojutab sidumise efektiivsust. Selleks siinteesiti
kaks dipeptiidi — H-Ala-Phe-NH-vaik ja H-Val-Phe-NH-vaik — ning jélgiti kineetilisel meetodil
esimesele dipeptiidile erineva steerilise mahukusega asa-aminohapete seeria (asaAla, asaVal,
asaleu ja asaGly) ning teisele dipeptiidile iihe asa-aminohappe, milleks oli asaAla, sidumise

efektiivsust aktivaatoriga trifosgeen.

Selgus, et dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik seotava asa-aminohappe korvalahela struktuur
praktiliselt ei mojuta sidumisreaktsiooni kiirust ning mdjutab reaktsiooni saagist viga vihesel
miiral. Samas ilmnes, et asa-aminohappe sidumine peptiidahelasse toimub ligikaudu 2
suurusjarku aeglasemalt, kui tavalise aminohappe lisamine peptiidjarjestusse. See on
toendoliselt tingitud aminohappe asa-analoogi karboniiiilriihma elektrofiilsuse vdhenemisest
vorreldes aminohappe karboniiiilriihma elektrofiilsusega. Vaatamata sellele kulges asa-
aminohapetega asaAla, asaleu ja asaVal sidumisreaktsioon tahkele kandjale praktiliselt [dpuni
umbes 6 h jooksul. Sellest jareldati, et tdenidoliselt on optimaalsem lasta asa-aminohappe
sidumisreaktsioonil peptiidjirjestusse aktivaatoriga BTC toimuda kirjanduses vilja toodud 12
h v0i veel pikemate reaktsiooniaegade asemel eelmainitud aja jooksul, vajadusel
sidumisprotsessi korrates. Lisaks tuli vélja, et asaGly korral on aga trifosgeeni asemel

otstarbekam kasutada selle sidumist peptiidjarjestusse aktivaatoriga DSC.

Vorreldes omavahel asaAla sidumise efektiivsust jarjestustesse H-Ala-Phe-NH> ja H-Val-Phe-
NH:> aktivaatoriga trifosgeen ilmnes, et asa-aminohappe reaktsioonivdime praktiliselt ei soltu
sellele jarjestuses eelneva aminohappe kdrvalahela mahukusest. Seega voib asa-aminohapete
lisamiseks peptiidjérjestusse aktivaatoriga BTC rakendada iihesugust eeskirja sdltumata asa-
aminohappe vo0i sellele eelneva aminohappe alkiiiil-korvalahela struktuurist. AsaGly

sidumiseks peptiidjirjestusse on aga sobivam kasutada aktivaatorit DSC.
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Summary

Peptides have several different functions in naturally occuring processes which make them
promising drug candidates. Due to their low enzymatic degradation, selectivity and
bioavailability in organisms, various peptidomimetics have developed. One possible structural
modification of peptides is based on replacing o-carbon with nitrogen in one or more amino

acid residues, obtaining aza-peptides.

Our research group is developing a more effective method for aza-peptide synthesis as currently
existing methods do not provide aza-peptides with sufficient yield, interfering the research for
their use as drug candidates. Although the most critical step of aza-peptide synthesis is coupling
of the following amino acid to the aza-amino acid residue in sequence, we recently discovered
that the incorporation of aza-amino acid to the peptide chain, using triphosgene as an activator,
is also incomplete. Based on literature, triphosgene is the most used coupling reagent for this
reaction but existing methods seem to be sub-optimal using different reaction times and the

need of repeating the procedure.

The aim of this research was to evaluate the impact of aza-amino acid side chain to the coupling
efficiency, using triphosgene as a coupling reagent in model aza-peptide H-azaAA-Ala-Phe-
NHo. As a result of kinetic measurements, the incorporation of azaAla, azal.eu and azaVal to
the peptide sequence is completed within 6 hours and aza-amino acid side chain steric bulkiness
does not have impact on the rate nor yield of the coupling reaction. On the other hand, effective
coupling of azaGly was obtained using an alternative method which utilizes DSC as a coupling
reagent. Surprisingly, the amino acid aza-analogue couples to the peptide at 2 orders of
magnitude slower compared to the parent amino acid. Presumably, it is caused by the reduced
electrophilicity of aza-amino acid carbonyl group in comparison with the amino acid carbonyl
group.

In addition, the impact of the side chain steric bulkiness of amino acid residue preceding the
coupled aza-amino acid was also examined, comparing the coupling reaction efficiency of
azaAla in model aza-peptides H-azaAla-Ala-Phe-NH> and H-azaAla-Val-Phe-NH». Results of

kinetic measurements indicated that the side chain structure of amino acid residue preceding

the aza-amino acid has no influence on coupling efficiency.
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Lisad

Lisa 1. Mudel asa-tripeptiidi H-asaAH-Ala-Phe-NH; siintees. 1) Fmoc-Phe sidumine tahkele
kandjale TBTU-ga; 2) Fmoc-Ala sidumine jirjestusele H-Phe-NH-vaik TBTU-ga; 3)
Dipeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik 3.1) Fmoc-asaAH sidumine BTC-ga; 3.2) Fmoc-asaGly
sidumine DSC-ga.

1) r
[}
H 3 ekv TBTU, 3 ekv HOBt
/N € VG ekv b|p:Av ' N 1 ekv Rink-Amiid MBHA vaik H
Fmoc o o Fmoc\ 0\ / \ ——> Fmoc\ N—e®
DMF, 2 min N N N DMF, 1h
H H
o 0

3 ekv = -

2) J—
o N‘N o
H 3 ekv TBTU, 3 ekv HOB, ekt P-teak N N—e
~ 6 ekv DIPEA - N
Fmoc OH ____—~— ~— o Fmoc Fmoc N
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o

3 ekv
3)
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H Q 3,3 ekv BTC, 20 ekv DIPEA 1 ekv H-Ala-Phe-NH-vaik T o
N —_— H
NN / \ H
Fmoc ” N,, kuiv DCM Fmoc kUIV DCM, 25°C, 24 h Fmoc~_ /N N N
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R :-H (asaGly) T (o]
-CH; (asaAla) H N .
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/N\NH _— Fmoc/ \ "'OC\N/ N —e
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0
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Lisa 2. Mudel asa-tripeptiidi H-asaAla-Val-Phe-NH> siintees, kus e tdhistab tahket kandjat.

1) Fmoc-Phe sidumine tahkele kandjale TBTU-ga; 2) Fmoc-Val sidumine jérjestusele H-Phe-
NH-vaik TBTU-ga; 3) Fmoc-asaAla sidumine dipeptiidile H-Val-Phe-NH-vaik BTC-ga.
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3 ekv
2)
[o}
i 3 ekv TBTU, 3 ekv HOB,
kv DIPEA
Fmoc OH Sekv
DMF, 2 min
3 ekv
3)
H 3,3 ekv BTC, 20 ekv DIPEA
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o] /N~‘N
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N / 1 ekv H-Phe-NH-vaik
Fmoc o —»  Fmoc
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/\)k
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] o}
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O
0 o
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Lisa 3. Léhtepeptiidi H-Ala-Phe-NH> HPLC kromatogramm.

mAU
| 3 PDA Multi 1 220nm,4nm
750 ~
1 H-Ala-Phe-NH,
500
250
0_
A
7.5 10.0 12.5 15.0
min
Lisa 4. Lahtepeptiidi H-Ala-Phe-NH, massispekter: [M+H]"; [2M+H]*
Inten. (x10,000,000)
20 @ 5
15+
1.0+
0.5+ . E E
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 mz
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Lisa 5. Léhtepeptiidi H-Val-Phe-NH,; HPLC kromatogramm.

mAU

PDA Multi 1 220nm,4nm

7.883

H-Val-Phe-NH,

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
min

Lisa 6. Lihtepeptiidi H-Val-Phe-NH> massispekter: [M+H]"; [M+ACN+H]"; [2M+2H]**

Inten. (x10,000,000)

30+

25+

264
528

20

305

05+

85
219
{247
ko7
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470
L 679

0.0 i —+ 5 i

| 337
@——a49
&899
§4
8602
81549
580
517
42
694

Lisades 3 — 6 on visualiseeritud ldhtepeptiidide H-Ala-Phe-NH» ja H-Val-Phe-NH> HPLC
kromatogrammid ja massispektrid positiivse ionisatsiooni reziimis, mis on saadud peatiikis
3.2.1 kirjeldatud eeskirja alusel valmis siinteesitud dipeptiidide manuaalsel sisestamisel HPLC-

MS-i.

50



Lisa 7. Peatiikis 3.2.2 toodud eeskirja alusel siinteesitud

massispektrid positiivse ionisatsiooni reziimis.

H-asaGly-Ala-Phe-NH> massispekter: [M+H]*

asa-tripeptiidide struktuurid ja
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H-asaLeu-Ala-Phe-NH, massispekter: [M+2H]?>" ; [M+2ACN+4H]*" ; [2M+2H]**
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Lisa 8. Léhtepeptiidi H-Ala-Phe-NH> ja produkti H-asaAla-Ala-Phe-NH, HPLC

kromatogramm eeskirja 3.2.2.1.1 alusel aktiveeritud asaAla dipeptiidile sidumise 15. minutil.
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Lisa 9. Léhtepeptiidi H-Ala-Phe-NH> ja produkti H-asaAla-Ala-Phe-NH, HPLC
kromatogramm eeskirja 3.2.2.1.1 alusel aktiveeritud asaAla dipeptiidile sidumise 24 h punktis.
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Lisa 10. Léahtepeptiidi H-Ala-Phe-NH> ja produkti H-asaAla-Ala-Phe-NH, HPLC

kromatogramm eeskirja 3.2.2.1 alusel aktiveeritud asaAla dipeptiidile sidumise 15. minutil.
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Lisa 11. Léahtepeptiidi H-Ala-Phe-NH> ja produkti H-asaAla-Ala-Phe-NH, HPLC
kromatogramm eeskirja 3.2.2.1 alusel aktiveeritud asaAla dipeptiidile sidumise 24 h punktis.
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Kromatogrammidel Lisa 8 — Lisa 11 on ndha produkti (asa-tripeptiidi) piigi kasv ajas kahe
erineva katse korral vdttes proove reaktsioonisegust, kus toimus asaAla sidumine
lahtepeptiidile H-Ala-Phe-NH-vaik. Proovid lahustati 5% ACN/H20O lahuses ning sisestati
manuaalselt kogusena 40 pl. Proovide analiiiisimiseks kasutati gradientprogrammi, kus puhver
B (0,1% TFA ACN-is) sisaldus kasvas ajas (puhver A 0,1% TFA H>O-s), kusjuures voolukiirus
oli 1 ml/min. Uhendid detekteeriti lainepikkusel 220 nm.
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Lisa 12. Peatiikis 3.2.4 toodud eeskirja alusel siinteesitud asa-peptiidi H-asaAla-Val-Phe-NH>
struktuur ja massispekter positiivse ionisatsiooni reziimis: [M+H]" ; [M+2ACN+4H]*" ;

[2M+2H]2*
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