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TIIVISTELMA

Tutkielmassa tutustutaan bakteerien rakenteeseen ja niiden kasvuun ja hajoamiseen
vaikuttaviin tekijoihin. Aluksi perehdytddn peptidoglykaanin rakenteeseen ja synteesiin, minka
jalkeen késitellddn peptidoglykaania hajottavia entsyymejé eli peptidoglykaanihydrolaaseja ja
antibiootteja. Lopuksi tutustutaan siirtymétila-analogeihin, niiden suunnitteluun ja
kéyttomahdollisuuksiin. ~ Siirtymadtila-analogien avulla voidaan tutkia entsyymien
reaktiomekanismeja ja substraatin sitoutumiseen osallistuvia aminohappoja. Liséksi niiden
pohjalta on onnistuttu kehittdimain inhibiittoreita erilaisille entsyymeille, ja tulevaisuudessa

mahdollisesti uusia antibiootteja.

Kokeellisessa osassa tarkoituksena oli valmistaa siirtymaitila-analogi lysostafiini entsyymin
substraatin sitoutumistutkimuksia varten. TyOssd kiytettiin l&htdaineina kahta aiemmin
valmistettua yhdistettd. Synteesi ei kuitenkaan onnistunut, vaan suurimmaksi osaksi
reaktiokolvista 16ytyi liuottimena kéytettyd N-metyylimorfoliinia ja mahdollisesti sen suolaa

N-metyylimorfolinium kloridia.
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ESIPUHE

Pro gradu -tutkielma tehtiin 2022 syksyn ja 2023 kevién aikana Jyviskyldn yliopiston kemian
laitoksella. Tyon ohjaajina olivat professori Perttu Permi ja dosentti Elina Sievidnen. Ty6hon
liittyva kirjallisuus 10ytyi padosin Jyvéskylén yliopiston kirjaston e-kirjoista tai verkkosivujen

kansainvilisten artikkelien haulla.

Erityiset kiitokset haluan osoittaa tyon ohjaajille mielenkiintoisesta aiheesta ja avusta tyon
aikana. Lisdksi kiitos kuuluu perheelleni kannustuksesta ja tuesta, ja opiskelukavereille

vertaistuesta.
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1 JOHDANTO

Taman tutkielman tarkoituksena on tutustua entsyymien toiminnan tutkimiseen siirtymétila-
analogien avulla. Kirjallisessa osuudessa perehdytddan bakteerien peptidoglykaaniin ja sen
kasvuun vaikuttaviin tekijoihin. Erityisesti perehdytddan peptidoglykaania hajottaviin
entsyymeihin ja antibiootteihin. Lisdksi tutustutaan siirtymétila-analogeihin, niiden
tutkimiseen ja kdyttomahdollisuuksiin. Tydosuudessa tarkoituksena oli syntetisoida kahdesta
valmiista ldhtdaineesta siirtymadtila-analogi, jonka avulla voitaisiin tutkia substraatin

sitoutumista lysostafiini-entsyymiin.

Laaja antibioottien kéyttd on johtanut antibioottiresistenttien bakteerien muodostumiseen.
Tdmén seurauksena tutkimus uusien antibioottien kehittdmiseksi on tirkedd. Bakteereille
spesifisten antibioottien kehittdmistd auttaa bakteerien rakenteiden ja synteesien tunteminen.
Erityisesti bakteerien soluseindn peptidoglykaanin synteesi ja sitd edistivdt entsyymit ovat
olleet tutkimuksien kohteina. Koska nisdkéssolut eivit sisdlld soluseinidd, bakteerien soluseindn
synteesiin osallistuvat entsyymit ovat bakteereille ominaisia, joten ne ovat hyvié antibioottien

kohteita.

Monet antibiootit toimivat entsyymien inhibiittoreina, joko sitoutumalla substraattiin tai
entsyymiin estden synteesin etenemisen. Entsyymiin sitoutuvat inhibiittorit on usein
suunniteltu jiljittelemdén entsyymien substraatteja. On kuitenkin havaittu, ettd entsyymien
katalysoimien reaktioiden siirtymaitiloja jdljittelevét inhibiittorit sitoutuisivat entsyymiin
substraatteja paremmin, minkd takia niin kutsuttuja siirtymétila-analogeja on alettu tutkia

enemman.



2 BAKTEERIEN PEPTIDOGLYKAANI

Bakteerien soluseind on monimutkainen kokonaisuus. Sen tehtdvina on suojata solua samalla
padstden lapi ravinteita solun ulkopuolelta ja poistaa jitteitd solun siséltd. Suuri osa soluseindn
sytoplasmakalvoa ympéroivistd osiosta on peptidoglykaania. Peptidoglykaani koostuu
glykaaniketjuista, jotka ovat kiinnittyneet toisiinsa  peptidisivuketjujen  avulla.
Peptidoglykaanilla on useita tirkeitd tehtdvid, joista tirkein on kestdd solun nestejannitysta.
Lisdksi se antaa solulle muodon ja toimii alustana muille solukalvon osille, kuten

proteiineille.!?

Gram-negatiiviset ja -positiiviset bakteerit eroavat toisistaan niiden soluseinin rakenteen
perusteella. Gram-negatiivisilla bakteereilla on ohut muutaman nanometrin paksuinen
peptidoglykaanista koostuva soluseind. Sen ympdrilli on vield lipidi-kaksoiskerroksesta
koostuva ulkokalvo, joka suojaa bakteeria esimerkiksi myrkyllisiltd yhdisteiltd. Ulkokalvo

sisiltid myds esimerkiksi lipopolysakkarideja (LPS) ja lipoproteiineja (LP).?

Gram-positiivisilla bakteereilla ei ole vastaavanlaista ulkokalvoa kuin gram-negatiivisilla
bakteereilla, vaan niilld on paksu, 30-100 nanometrin paksuinen, peptidoglykaanikerros
uloimpana kerroksena. Kerros sisdltdd myos pitkid polymeerejd, teikkohappoja, joihin kuuluu
seindn teikkohapot (wall teichoic acids, WTA) ja lipoteikkohapot (lipoteichoic acids, LTA).
Niéista WTA:t ovat kiinnittyneet kovalenttisesti peptidoglykaaniin ja LTA:t solukalvon
lipideihin. Teikkohapot vaikuttavat paljon gram-positiivisen bakteerin soluseindn muotoon ja
toimintaan. Gram-positiiviset bakteerit sisiltdvit my0s erilaisia proteiineja, joiden koostumus
vaihtelee kasvuolosuhteiden ja ympériston vaikutuksien perusteella. Gram-positiivisten

ja -negatiivisten bakteerien rakenteelliset erot on havainnollistettu kuvassa 1.3
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Kuva 1. Gram-negatiivisen ja -positiivisen solun rakenteet. CAP = kovalenttisesti sitoutuneet
proteiinit; IMP = integraaliset kalvoproteiinit (integral membrane proteins); LP =
lipoproteiinit; LPS = lipopolysakkaridit; LTA = lipoteikkohapot; OMP = ulkokalvon
proteiinit; WTA = seindn teikkohapot.?

Glykaaniketju koostuu N-asetyyliglukosamiinista (GlcNAc) ja N-asetyylimuramiinihaposta
(MurNAc), jotka ovat sitoutuneet toisiinsa B-(1-4)-glykosidisidoksin. Glykaaniketju loppuu
gram-positiivisilla bakteereilla pddasiassa MurNAc- tai GlcNAc-yksikon muodostamaan
pelkistidvadn padhdn. Gram-negatiivisilla bakteereilla ja osalla gram-positiivisista bakteereista
ei kuitenkaan ole vastaavaa pelkistavaa paitd, vaan ketju padttyy MurNAc-yksikon C1- ja C6-
hiilien véliseen molekyylinsisdiseen renkaaseen. Sitd kutsutaan 1,6-anhydroMurNAc-
yksikoksi. Bakteerin glykaaniketjua pilkkovien entsyymien aktiivisuus vaikuttaa siihen,
millaisia péditeryhmié peptidoglykaani sisélti4.! Kuvassa 2 on esitetty GleNAc ja MurNAc
perusrakenteet ja 1,6-anhydroMur/NAc-yksikon rakenne.
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Kuva 2. GlcNAc-, MurNAc- ja 1,6-anhydroMurNAc-yksikoiden rakenteet.

MurNAc-yksikon D-laktoyyli-ryhma on korvautunut peptidiketjulla, joka on kahdesta viiteen
aminohappoa pitkd.!* Peptidiketjun kaksi ensimmiisti aminohappoa ovat useimmiten
L-alaniini (L-Ala) ja D-glutamaatti (D-Glu), ja neljdntend ja viidentend on dipeptidini lisétty
D-alaniini (D-Ala). Kolmannessa aminohapossa on havaittu eniten vaihtelua. Gram-
positiivisilla kolmas peptidi on usein L-lysiini (L-Lys) ja gram-negatiivisilla meso-
diaminopimelaatti (mDAP). Osassa gram-positiivisista bakteereista, kuten Bacillus, kolmas
aminohappo voi olla gram-negatiivisessakin bakteerissa esiintyvd mDAP. Joillakin lajeilla on
havaittu vaihtelua my0s ensimmaéisessd ja viidennessd aminohapossa. Ensimmiinen
aminohappo, L-Ala, voi korvautua osittain tai kokonaan glysiinilld tai seriinilld, ja viides

aminohappo, D-Ala, voi korvautua D-laktaatilla tai D-seriinilld.!

Peptidiketjut ovat kiinnittyneet toisiinsa suoraan tai ristisilloilla. Gram-negatiivisten bakteerien
peptidit ovat usein kiinnittyneet toisiinsa suoralla sidoksella, kun taas gram-positiivisten
bakteerien peptidit ristisillalla. Sidos muodostuu usein kolmannessa asemassa olevan
peptidiyksikon aminoryhmén ja neljdnnessd asemassa olevan D-Ala karboksyyliryhmén vilille
(3—4-ristisilta). Joissakin tapauksissa sidos voi muodostua myds kolmansissa asemissa olevien
peptidiyksikdiden vélille (3—3-ristisilta). Peptidiristisillan pituus on yhdestd seitseméédn
aminohappoa, ja se voi koostua esimerkiksi viidestd glysiinistd, kahdesta L-alaniinista tai se
voi olla kokonaan erillinen peptidiketju. Kuvassa 3 on esitetty Escherichia colin (E. coli) ja
Staphylococcus aureuksen (S. aureus) peptidoglykaanien perusrakenteet. E. colin peptidiketjut

ovat kiinnittyneet toisiinsa suoralla sidoksella ja S. aureuksen pentaglysiini-ristisillalla.’
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Kuva 3. Peptidoglykaanin perusrakenne a) E. coli jab) S. aureus.

Peptidiketjujen erilaisten sitoutumistapojen lisdksi bakteereilla vaihtelee niiden sitoutumisaste,
eli ristisidosten méérd. Sitoutumisaste vaihtelee noin 20 prosentista yli 90 prosenttiin, josta
E. colin sitoutumisaste on yksi matalimmista ja S. aureuksen yksi korkeimmista. Taméa
tarkoittaa, ettd E. colin peptidoglykaaniyksikdistd suurin osa on mono- ja dimeereind, mutta
S. aureuksen  peptidoglykaaniyksikét  ovat  suurimmaksi  osaksi  oligomeereina.
Peptidoglykaanikerroksen paksuus ei kuitenkaan korreloi ketjujen pituuksien kanssa, vaan
lyhyiti ja pitkid peptidoglykaaniketjuja 10ytyy sekéd gram-negatiivisista ettd gram-positiivisista

lajeista, vaikka gram-positiivisilla lajeilla peptidoglykaanikerros on paksumpi.

Peptidoglykaanin rakenteessa voi tapahtua muutoksia kypsymisen ja uudistumisen aikana
entsyymien vaikutuksesta ja mutaatioiden kautta. Glykaaniketjussa tapahtuvia mahdollisia
muutoksia ovat sokerien O-asetylaatio, N-deasetylaatio tai peptidi substituenttien puuttuminen
ja MurNAcin korvautuminen sen N-glykolyyli johdannaisella. MurNAc-yksikon
hydroksyyliryhmé voi myds fosforyloitua, minkéd avulla peptidoglykaani pystyy sitoutumaan
bakteerin soluseinén polymeereihin. Myds GlcNAc voi sitoutua polymeereihin, mutta sidos
eroaa hieman MurNAc-yksikdn muodostamasta sidoksesta.!*® Lisiiksi MurNAc-yksikon
kolmannessa asemassa olevan karboksyyliryhmin ja toisessa asemassa olevan aminoryhmén
vdlille voi muodostua molekyylinsisdinen amidisidos, jota kutsutaan d-laktaami
MurNAc-yksikoksi.” Mahdolliset muutokset glykaaniketjussa on esitetty kuvassa 4. Muutokset
tapahtuvat pédasiassa polymerisoituneessa peptidoglykaanissa, mutta MurNAc-yksikon

N-glykolysaation on havaittu tapahtuvan jo prekursorien synteesin aikana.’
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Kuva 4. Peptidoglykaaniketjun mahdollisia muutoksia merkitty punaisella. LU =
kytkentdyksikko (linkage unit) ja SP = pintapolymeeri (surface polymer).



3 PEPTIDOGLYKAANIN SYNTEESIN SAATELY JA
RAJOITTAMINEN

Bakteerien peptidoglykaaniin  kohdistuu  dynaamisia muutoksia glykaaniketjujen,
peptidiketjujen ja ristisidosten katketessa ja muodostuessa uudelleen entsyymien
katalysoimana. Sidosten katkeaminen ja uudelleen muodostuminen ovat edellytyksend
peptidoglykaanin kasvulle ja uudistumiselle, jota kutsutaan myds kypsymiseksi. Sidoksia
katkovat useat erilaiset peptidoglykaanihydrolaasit. Hydrolaasit ovat siis solun kasvulle
vélttimattomid, silli ne mahdollistavat uusien syntetisoitujen rakenneosien liittdmisen jo
olemassa olevaan peptidoglykaaniin. Sidosten katketessa irtoavat fragmentit pédasiassa

kierritetiin ja hyddynnetiin uuden peptidoglykaanin valmistuksessa.*

Soluseind ei ole muuttumaton kokonaisuus, vaan se siséltdd jatkuvasti tasapainon
peptidoglykaanin synteesin ja hydrolyysin vililld. Siksi biosynteesin aikana tapahtuvat hiiriot
voivat johtaa solun hajoamiseen. Héirioitd synteesisséd voivat aiheuttaa esimerkiksi antibiootit.
Solun hajoaminen antibioottien vaikutuksesta johtuu siitd, ettd peptidoglykaanin synteesi
estyy, mutta hydrolyysi jatkuu. Antibioottien tehoa kuitenkin heikentdi se, ettd monet bakteerit

ovat onnistuneet kehittimiin antibioottiresistenssin uusien geenien ja mutaatioiden avulla.>*®

3.1 Entsyymit

Entsyymit ovat proteiinipolymeerejd, jotka ovat péddosin erilaisia kokonaisuuksia luonnossa
esiintyvisti 20 aminohaposta. Aminohappojen lisdksi entsyymit voivat sisdltda
pienimolekyylisid orgaanisia kofaktoreita ja metalli-ioneja. Entsyymit voivat olla
yksinkertaisia ja koostua vain yhdestd domeenista, tai erittdin laajoja ja koostua useasta
erilaisesta osasta ja rakenteellisesta domeenista. Entsyymien domeenit voivat olla katalyyttisia

tai ei-katalyyttisii seki sitovia.”

Entsyymien tehtdvini on katalysoida biologisia reaktioita fysiologisissa olosuhteissa. Kuten
muutkin katalyytit, entsyymit helpottavat reaktioiden korkeaenergisten siirtymétilojen
saavuttamista, jolloin reaktio etenee nopeammin. Siirtymétilan saavuttamista edistda
esimerkiksi siirtymdtilan tiukka sitoutuminen entsyymiin, mikd stabiloi epdvakaata tilaa ja

tekee reaktiosta suotuisamman.’””” Reaktioiden katalysoinnin lisédksi entsyymit vastaavat



ithmiskehossa erilaisten kemikaalien ja epdpuhtauksien talteenotosta, synteesistd ja

hajottamisesta.’

Entsyymit ovat oleellinen osa my0s peptidoglykaanien biosynteesissd, johon osallistuu useita
erilaisia entsyymejd, joilla on tarkat tehtavat. Esimerkiksi pelkdstdan sytoplasmassa tapahtuvan
synteesin, jossa uridiinidifosfaattiin  liittynyt GlcNAc (UDP-GIcNAc) muutetaan
UDP-MurNAc-pentapeptidiksi, aikana on mukana muun muassa MurA-, MurB-, MurC-,
MurD-, MurE- ja MurF-entsyymit.* Koska entsyymit mahdollistavat useita vilttiméttomiz
reaktioita bakteerien biosynteesissd, ne ovat hyvad kohde erilaisille lddkeaineille, kuten

antibiooteille.”

3.2 Peptidoglykaanin biosynteesi

Peptidoglykaanin biosynteesi tapahtuu usean vélivaiheen kautta sytoplasmassa, sisdkalvolla ja
periplasmassa. Ensin sytoplasmassa muodostuvat nukleotidiaktivoidut sokerit ja aminohapot,
jotka muodostavat sisdkalvon pinnalla monomeeriprekursoreita. Prekursorien muodostumisen
jilkeen ne siirtyvit sisdkalvon ldpi periplasmaan, jossa monomeerit polymerisoituvat

muodostaen glykaaniketjuja, jotka edelleen sitoutuvat toisiinsa peptidiristisilloin.*

Yksityiskohtaisemmin synteesi alkaa sytoplasmassa UDP-GIcNAc:n muodostumisella
fruktoosi-6-fosfaatista, L-glutamiinista ja uridiinitrifosfaatista (UTP) entsyymien GImS,
GImM ja GImU avustuksella. Tdméin jidlkeen MurA- ja MurB-entsyymit muuntavat
UDP-GIcNAc:n ja fosfoenolipuryvaatin  UDP-MurNAc:ksi. Usean eri Mur-entsyymin
katalysoiman reaktion avulla peptidiketjun aminohapot liitetddn UDP-MurNAc:iin, jolloin
muodostuu  UDP-MurNAc-pentapeptidi. Seuraavassa synteesivaiheessa entsyymi MraY
katalysoi reaktiota, jossa UDP-MurNAc-pentapeptidi kiinnittyy defosforyloituun sisédkalvon
lipidikantajaan (/ipid carrier), undekaprenyylipyrofosfaattiin (UndPP), muodostaen lipidi I:n.
Témin jdlkeen UDP-GlcNAc yksikkd liitetdédn lipidi I:n MurNAc yksikk66n MurG-entsyymin
vaikutuksesta, jolloin muodostuu UndPP-GlcNAc-MurNAc-pentapeptidi eli lipidi I1.*

Lipidi II:n muodostumisen jilkeen se kuljetetaan periplasmaan, jossa sen polymerisoituminen
tapahtuu disakkaridien transglykosylaation ja peptidiketjujen transpeptidaation kautta.
Polymerisoitumisen aikana UndPP irtoaa ja palautuu sytoplasmaan uutta lipidin siirtoa varten.

Uusien syntetisoitujen peptidoglykaaniketjujen liittdminen olemassa olevaan ketjuun vaatii



peptidoglykaanin sidoksien katkeamisen. Sidoksia katkovat erilaiset
peptidoglykaanihydrolaasit, minkd jéilkeen transglykosylaasit (TGaasi) ja transpeptidaasit
(TPaasi) luovat uusia sidoksia sokeriyksikdiden ja peptidiketjujen vilille."* Sidoksien
katketessa vapautuvia peptidoglykaaniketjun osia kutsutaan muropeptideiksi, ja suurin osa
niistd kierritetdsin soluseindn synteesin uusiksi ldhtdaineiksi.*!® Kuvassa 5 on esitetty

havainnollistava kuva biosynteesin vaiheista.

Synteesin jdlkeen uusi peptidoglykaani kdy ldpi vield erilaisia muutoksia yhtendisen ja
joustavan soluseindn muodostamiseksi, joista sokeriosan mahdollisia muutoksia esitettiin jo
kuvassa 4. Lisdksi peptidiketjun lyhentyminen, sitoutumisasteen muuttuminen ja
aminohappojen vaihtuminen ovat mahdollisia muutoksia. Peptidiketjun lyhentyminen
tarkoittaa esimerkiksi D-Ala-D-Ala-pditteisen pentapeptidin lyhentymistd D-Ala-paétteiseksi
tetrapeptidiksi. My0Os 4-3-ristisidoksen vaihtuminen 3-3-ristisidokseksi on mahdollinen

muutos peptidoglykaanin uudistumisen aikana tai ulkoisen kuormituksen vaikutuksesta.'**

MurB MurC  MurD  MurE MurF
Mol 225 UDP
L-Ala  D-Glu mDAP D-Ala-D-Ala
UDP UDP Q Qo Q 8

Kuva 5. Biosynteesin vaiheet UDP-GlcNAc:sta peptidoglykaaniksi. Siniselld on merkitty

biosynteesin vaiheisiin osallistuvat entsyymit.
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3.3 Peptidoglykaanihydrolaasit

Peptidoglykaanihydrolaasit ovat entsyymejd, jotka hajottavat peptidoglykaaniketjujen sidoksia
sekd polymeerisessd peptidoglykaanissa ettd sen liukoisissa osissa. Niilld on tirked osa
bakteerien soluseindn kasvussa ja sditelyssd, mutta huonosti sdddeltyni ne voivat aiheuttaa
my0s soluseindn hajoamisen. Liséksi hydrolaasit osallistuvat solunjakautumiseen tytérsolujen
erottuessa, ja poistavat vahingoittuneita soluja hajottamalla ne. Jokaisella hydrolaasilla on
tarkat tehtdvat, mutta kaikkia niitd on ollut vaikea maarittda, silld bakteerit sisdltdvit suuren

médrin erilaisia hydrolaaseja, ja yhdelld hydrolaasilla voi olla useita tehtivia. !>

Peptidoglykaanihydrolaasit voidaan jakaa glykosidaaseihin, amidaaseihin ja peptidaaseihin.
Niistd glykosidaasit katkovat glykaanin pédédketjua, amidaasit katkovat sidoksia peptidin ja
sokerin vililtd, ja peptidaasit katkovat aminohappojen vilisii sidoksia peptidiketjussa.'!
Hydrolaasit jakautuvat alaryhmiin tarkemman pilkkomiskohdan mukaan. Esimerkiksi
peptidaasit ~ jakautuvat  karboksi- ja  endopeptidaaseihin, ja  glykosidaasit
N-asetyyliglukosaminidaaseihin, lysotsyymeihin ja lyyttisiin transglykosylaaseihin. Niisté
kaksi viimeisemp#i katkovat samaa sidosta, mutta reaktiomekanismit ovat erilaiset.'”> Eri

hydrolaasien pilkkomiskohdat peptidoglykaanissa on havainnollistettu kuvassa 6.

N-asetyyliglukosaminidaasit Lysotsyymit Lyyttiset transglykosylaasit

S A AR A
Amidaasit L) e Endopeptidaasi
D D o peptidaasit
CoAD—@AD (mbAR (DAl (mDAR—*(D-Ala >
CooAP> D <D

Karboksipeptidaasit——>

Kuva 6. Eri peptidoglykaanihydrolaasien pilkkomiskohdat.
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Odottamattoman solulyysin, eli solun hajoamisen ehkédisemiseksi, hydrolaasien tulee olla
bakteereissa hyvin sdddeltyjd. Bakteerit voivat sdddelld hydrolaasien aktiivisuutta esimerkiksi
pH:n avulla, silld matala pH inhiboi bakteerin hajoamista. Lisdksi soluseinén polymeerit, kuten
teikkohapot, rajoittavat hydrolaasien toimintaa gram-positiivissa bakteereissa. Monissa
tapauksissa ei kuitenkaan osata vield sanoa, mikd estdd hydrolaaseja hajottamasta

bakteerisoluja normaaleissa olosuhteissa.!?

Entsyymeind peptidoglykaanihydrolaasit sisdltdviat erilaisia domeeneja. Katalyyttisen
domeenin lisdksi useat peptidoglykaanihydrolaasit sisdltdvit soluseindn sitovan domeenin
(cell-wall binding domain, CBD), joka parantaa substraatin sitoutumista ja lisdd siten
katalyyttistd aktiivisuutta. Téllaisia domeenien luokkia ovat esimerkiksi SH3-domeenit, FtsN-

peptidoglykaania sitovat domeenit, ja LysM CBD:t.!?

3.3.1 Lysostafiini

Lysostafiini on yksi paljon tutkituista peptidoglykaanihydrolaaseista. Se on sinkkié sisiltdva
metalloendopeptidaasi-entsyymi, jota tuottavat Staphylococcus simulans-suvun bakteerit, ja
joka pystyy pilkkomaan Staphylococci-suvun bakteerien peptidoglykaaniketjua. Lysostafiini
katkoo peptidoglykaanin pentaglysiinisiltaa useimmiten kolmannen ja neljdnnen glysiinin
vililtg, 1314

Lysostafiini koostuu 246 aminohaposta, ja se sisdltdd N-terminaalisen peptidaasi-domeenin ja
C-terminaalisen domeenin, jotka ovat yhteydessd toisiinsa 14 aminohapon ketjulla.
N-terminaalinen domeeni vastaa lysostafiinin katalyyttisestd aktiivisuudesta (catalytic domain,
CAT) ja C-terminaalinen domeeni osallistuu substraatin sitomiseen (cell-wall targeting

domain, CWT). Lysostafiinin CWT kuuluu SH3-domeenien luokkaan.'*!°

Lysostafiinin teho Staphylococci-suvun bakteereja vastaan johtuu siitd, ettd sen aktiivinen alue
tunnistaa pentaglysiini-ristisillat. Lisdksi peptidiketjun tunnistaminen ja sitoutuminen on
lysostafiinin aktiivisuuden kannalta tirkedd, silld tetrapeptidiketjun on todettu sitoutuvan
paremmin lysostafiiniin kuin pentaglysiini-ristisillan.'® Kuvassa 7 on Protein Data Bank
(PDB)-tietokannasta'” otettu kuva lysostafiinin rakenteesta (PDB ID: 5SNMY), ja siihen on
merkitty CAT- ja CWT-domeenit, niitd yhdistdvd aminohappoketju ja katalyyttisen keskuksen

sinkki-ioni.
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Kuva 7. Lysostafiinin rakenne. Kuvaan on merkitty katalyyttinen domeeni (CAT),
substraattia sitova domeeni (CWT), domeeneja yhdistdva aminohappoketju ja katalyyttisen

keskuksen sinkki-ioni.

Lysostafiinia on tutkittu paljon, silld sitd uskotaan voivan tulevaisuudessa kayttda
potentiaalisena terapeuttisena aineena S. aureuksen aiheuttamien infektioiden hoidossa. Sen on
todettu olevan tehokas seké jakautuvia etti ei-jakautuvia soluja vastaan. Ladkeaineiden kehitys
lysostafiinista on kuitenkin haasteellista, silld lysostafiinille resistenttejd S. aureuksen

1'® ovat tutkineet

mutaatioita on jo havaittu.'* Tistd syystd esimerkiksi Grabowska et a
lysostafiinin ja sen kaltaisten entsyymien reaktiomekanismia ja substraattispesifisyyteen
vaikuttavia tekijoitd. He ovat kiyttineet tutkimuksissa apuna siirtymaitila-analogia, joka on
esitetty tarkemmin luvussa 5.2. He uskovat, ettd tarkoin harkituilla substraattispesifisyyteen
vaikuttavilla muutoksilla voitaisiin saada aikaan entsyymi, jolla on bakteriolyyttinen vaikutus

my0s resistenttejd bakteerilajeja vastaan.
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S. aureuksella mutaatiot johtuvat usein femA- tai femB-geenien muutoksista. FemA- ja
FemB-entsyymit vastaavat glysiinien liittimisestd pentaglysiini-ristisiltaan, joten niiden hairiot
johtavat lysostafiinille resistentteihin monoglysiini- tai tetraglysiini-ristisiltoihin. Mutaatiot
voivat aiheuttaa myds sen, ettd osa glysiineistd on korvautunut seriinilld. Téllaista mutaatiota
aiheuttaa /if-geeni, jolla on yhtéldisyyksid FemA- ja FemB-entsyymien kanssa, mutta
glysiinien sijaan lif-geenin vaikutuksesta ristisiltaan liittyy seriinejd.'* On my®s havaittu, etti
seindn teikkohapot voivat Dlt-entsyymin vaikutuksesta muuntua niin, etti negatiivisen
varauksen sijaan niille syntyy positiivinen varaus. Positiivinen varaus aiheuttaa positiivisen
varauksen omaavan lysostafiinin repulsiota, jolloin entsyymin ja substraatin vélilld on

vihemmin mahdollisia kontakteja.'®

3.4 Antibiootit

Antibiootit ovat lddkeaineita, jotka voivat toimia bakteereita tappavasti tai niiden lisddntymista
estamailld. Niiden toiminta voi kohdistua DNA:n kahdentumiseen, metabolisiin prosesseihin,
proteiinien synteesiin tai soluseindn synteesiin. Néistdi DNA:han ja proteiinisynteesiin
kohdistuvien antibioottien selektiivisyys perustuu vain pieniin ribosomien eroihin
prokaryoottien ja eukaryoottien vélilld. Metabolisissa prosesseissa bakteerien ja thmissolujen
vililtd 16ytyy selkedmpid eroja, kuten se, ettd bakteerit syntetisoivat foolihappoa, koska ne eivit
pysty hyodyntdméédn ravinnosta saatavaa foolihappoa kuten nisdkkddt. Myds bakteerien
soluseindn synteesi on sopiva kohde antibakteerisille aineille, silld nisdkkdiden solut eivét

sisdlld soluseindd.’

Bakteerien soluseindn biosynteesid estdvit antibiootit voivat vaikuttaa sitoutumalla
biosynteesin viélituotteisiin, jolloin substraatit eivit pddse sitoutumaan entsyymeihin. Toinen
vaihtoehto on, ettd antibiootti sitoutuu entsyymiin substraatin sijasta. Molemmissa
vaihtoehdoissa antibiootti toimii inhibiittorina, joka estdd entsyymin toiminnan, ja siten

biosynteesin etenemisen.® Kuvassa 8 on tiivistetty antibioottien toiminta entsyymeji vastaan.
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Ilman antibioottia: substraatt Substraattiin sitoutuva antibiootti: Entsyymiin sitoutuva antibiootti:
piisee sitouumaan entsyymiin substraatti ei pise sitoutumaan substraatti ei pidise sitoutumaan
entsyymiin entsyymiin

Kuva 8. Antibioottien toiminta yksinkertaistettuna. S = substraatti, E = entsyymi ja A =

antibiootti.

Antibiootteja on kehitetty useille eri entsyymeille niiden toiminnan estdmiseksi. Seromysiini
ja fosfomysiini ovat antibiootteja, jotka estdvit sytoplasmassa tapahtuvan biosynteesin
kannalta olennaisten entsyymien toimintaa. Seromysiini jdljittelee D-alaniinia, ja siten rajoittaa
D-Ala-D-Ala-ligaasin  ja  alaniini-rasemaasin  toimintaa. = Fosfomysiini  jdljittelee
fosfoenolipuryvaattia, joka sitoutuu MurA-entsyymiin. Fosfomysiinin sitoutuessa entsyymiin
fosfoenolipuryvaatin sijaan, entsyymi ei voi katalysoida soluseinén biosynteesin etenemiseen
vaadittavaa reaktiota. Fosfomysiinid on kéytetty esimerkiksi E. coli ja Enterococcus faecalis
bakteerien aiheuttamien virtsatieinfektioiden hoidossa.® Kuvassa 9 on esitetty seromysiinin,

D-alaniinin, fosfomysiinin ja fosfoenolipuryvaatin rakenteet.

0] (0] ) (0]
HO
Hﬁ'ﬁ-..NHZ H@%OH 0., o /\P\\/OTHJ\OH
o NH, & TOH HO™ o
Seromysiini D-alaniini Fosfomysiini Fosfoenolipuryvaatti

Kuva 9. Seromysiinin, fosfomysiinin ja niiden jdljittelemien yhdisteiden rakenteet.
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Muita peptidoglykaanin biosynteesid inhiboivia antibiootteja ovat esimerkiksi penisilliinid
sitoviin proteiineihin (penicillin-binding proteins, PBP) kohdistuvat antibiootit eli B-laktaamit.
PBP:iti esiintyy sekd gram-negatiivisissa ettd -positiivisissa bakteereissa, ja ne voivat sisiltia
esimerkiksi transglykosylaasi- tai transpeptidaasi-domeenin tai molemmat.*¢ p-laktaamien
toiminta ja sitoutuminen PBP:ihin perustuu siihen, ettd niiden rakenteessa on TPaasi-
entsyymien substraattia, D-Ala-D-Ala, jiljittelevd osio.> PBP aktiivisen alueen seriini reagoi
B-laktaamirenkaan karbonyylin kanssa muodostaen pitkdikdisen asyyli-entsyymin, mik4 estdd
aktiivisen alueen toiminnan ja tekee entsyymeisti tehottomia.*® Yhden p-laktaami
antibioottiryhmén, penisilliinien, ja D-Ala-D-Ala-dipeptidin rakenteet on esitetty kuvassa 10,

jossa punaisella on merkitty rakenteiden yhtildisyydet.
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D-Ala-D-Ala Penisilliini

Kuva 10. TPaasi substraatin D-Ala-D-Ala:n rakenne ja penisilliinien perusrakenne.

Punaisella on merkitty rakenteiden yhtéldisyydet.

Lisdksi on kehitetty esimerkiksi lipidi II vélituotteeseen sitoutuvia antibiootteja, eli
glykopeptidejd, sekd erilaisien entsyymien, kuten TGaasin ja MraY:n, inhibiittoreita.
Vankomysiini on yksi esimerkki glykopeptidi antibiooteista. Se sitoutuu lipidi II:n
C-terminaaliseen D-Ala-D-Ala-yksikkoon, jolloin se estdd kyseisen vélituotteen sitoutumisen

entsyymiin ja biosynteesin etenemisen.’ Kuvassa 11 on esitetty vankomysiinin rakenne.



Kuva 11. Vankomysiinin rakenne.

B-laktaami-antibiootit inhiboivat TPaasi-entsyymien toimintaa, mutta TGaasi-entsyymeille ei
ole onnistuttu kehittiméin yhtd laajaa valikoimaa inhibiittoreita. Moenomysiinit ovat télla
hetkelld yksi ainoista TGaasi-inhibiittoreista. Niitd ei kuitenkaan kéytetd ladkeaineena
ihmisille, koska niilli on heikot farmakokineettiset ominaisuudet ja huonot biologiset
hyo6tyosuudet. Moenomysiini inhiboi TGaasi-entsyymien toimintaa sitoutumalla entsyymin

aktiiviseen alueeseen lipidi II:n sijasta.!” Kuvassa 12 on esitetty moenomysiini A:n rakenne.
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Kuva 12. Moenomysiini A:n rakenne.
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Antibioottien tehoa on heikentdnyt antibioottiresistenttien bakteerien kehittyminen.
Antibioottien laajan kdyton, ja erityisesti antibioottien kéyttd kasvua edistdvind aineina
rehussa, on todettu olevan antibioottiresistenttien bakteerien nopean kehittymisen syyni.>
Antibioottiresistenssin muodostumista kisittelevissé tutkimuksissa resistenssin on huomattu
kehittyvdn hitaammin tapauksissa, joissa antibiootti sitoutuu substraattiin entsyymin sijasta.
Entsyymit ovat alttiita mutaatioille, ja resistenssi entsyymiin sitoutuvaa antibioottia vastaan
vaatii mutaation vain kyseisessd entsyymissd. Substraatin mutaatio taas vaatii muutoksia
useammassa entsyymissé, joten resistenssi substraattiin sitoutuvaa antibioottia vastaan kehittyy
hitaammin. Kuitenkin my0s substraattiin sitoutuvia antibiootteja vastaan on kehittynyt
antibioottiresistenssi, joka siirtyy resistentin siséltdvien geenien vilitykselld bakteerista
toiseen. Esimerkiksi vankomysiinille on muodostunut resistenttejd bakteereita peptidiketjun

D-Ala-D-Ala-péitteen toisen D-alaniinin korvautuessa D-laktaatilla tai D-seriinilla.°

Antibioottiresistenttien bakteerien kehittymisen myOtd uusia antibiootteja on pyritty
kehittimédan. Uusien antibioottien kehityksessd on otettava huomioon tekijét, jotka nyt
vaikuttavat antibioottiresistenssiin, jotta samat mutaatiot ja muutokset bakteereissa eivit estéisi
my0s uusien antibioottien toimintaa. On tdrkedd tutkia ja tuntea nykyisten antibioottien
toimintamekanismeja ja entsyymien toimintaa hyvin, jotta voidaan kehittdd tehokkaita ja

mahdollisesti kokonaan uudenlaisella mekanismilla toimivia antibiootteja.’

3.4.1 Antibioottien kehitys

Antibioottien kehityksessd on kéytetty apuna esimerkiksi jo olemassa olevia lddkeaineita,
halutun kohteen luonnollisia reaktiotuotteita tai ligandeja, ja kombinatoriaalisen kemian avulla
muodostettuja yhdisteitd. Tutkimuksissa on kdytetty erilaisia tietokoneavusteisia ja
laskennallisia menetelmid, kuten rakenne-aktiivisuussuhdetta (SAR), rakenteeseen (SBDD) tai
fragmentteihin (FBDD) perustuvaa lddkesuunnittelua ja korkean suorituskyvyn seulontaa

(HTS).20’2]

SBDD- ja FBDD-menetelmét perustuvat proteiinien rontgenkristallografialla selvitettyihin
rakenteisiin. Niissd optimointi alkaa pienistd ja hyvin sitoutuvista fragmenteista, joissa
jokainen atomi osallistuu sitoutumiseen tarvittavien vuorovaikutuksien muodostamiseen.
Yksittdisid fragmentteja voidaan lahted kehittdméén niin, ettd niille saadaan muodostettua lisdd

suotuisia vuorovaikutuksia proteiinin kanssa. My0s useita eri fragmentteja voidaan yhdistella,
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mikd usein parantaa sitoutumista verrattuna yksittiisiin fragmentteihin.?®?*> Myds HTS-
menetelmd perustuu useiden erilaisten yhdisteiden seulontaan erilaisista tietokannoista ja
kokoelmista, mutta tutkitut yhdisteet ovat pdédasiassa suurempikokoisempia kuin esimerkiksi
FBDD-menetelmissa késiteltdvit yhdisteet. Menetelmien tarkoituksena on nopeuttaa erilaisten
ja uusien yhdisteiden sitoutumisen arviointia tutkittuihin proteiineihin. Esimerkiksi HTS-

menetelmi voi kiydi l4pi jopa useita tuhansia yhdisteitd pdivissi.?%?!

Tassd tyOssd kasitellddn entsyymien aktivoimien reaktioiden siirtymaétiloihin perustuvaa
menetelmid, siirtymaétila-analogi suunnittelua (TSAD, transition state analogue design).
Useiden erilaisten fragmenttien sijaan menetelmdssd keskitytdén reagoivien aineiden
geometriaan ja elektrostaattiseen potentiaaliin reaktion siirtymitilassa.®??> Tarkempi kuvaus

siirtymaétila-analogien suunnittelusta on esitetty luvussa 5.1.
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4 PEPTIDOGLYKAANIEN ANALYYSIMENETELMIA

Peptidoglykaanien rakennetta on tutkittu useiden erilaisten kuvantamismenetelmien avulla,
kuten transmissioelektronimikroskopialla (TEM), atomivoimamikroskopialla (AFM) ja
rontgenkristallografialla.®  Lisdksi peptidoglykaanien tutkimuksessa paljon kiytettyji
analysointimenetelmid ovat korkean erotuskyvyn nestekromatografia (high-performance
liquid chromatography, HPLC), massaspektrometria (MS) ja ydinmagneettinen resonanssi

spektroskopia (nuclear magnetic resonance, NMR).!%-33

Peptidoglykaanin liukenemattomuuden vuoksi se usein muutetaan liukoiseen muotoon ennen
mittauksia. Liukoisuutta voidaan lisétd esimerkiksi hydrolysoimalla ja osittain hajottamalla sen
rakennetta. Rakennetta voidaan hajottaa peptidoglykaanihydrolaasien avulla muropeptideiksi,
joista amidaasit ovat useimmiten kéytettyjd. Kdytetyt hydrolaasit valitaan sen perusteella, mitad

peptidoglykaanista halutaan tutkia ja miten siti halutaan hajottaa.!'”

4.1 Lapaisyelektronimikroskopia

TEM eli lépdisyelektronimikroskopiassa mikroskoopin elektronitykki muodostaa katodilla
elektroneja, jotka kithdytetddn korkean jannitteen avulla elektronisuihkuksi. Elektronisuihku
kohdistetaan néytteeseen sdhkomagneettisten linssien avulla, ja elektronit siroavat ndytteessa
sen paksuuden ja tiheyden mukaan elektronien osuessa atomiytimiin. Elektronien siroaminen
vaikuttaa ldpimenneiden elektronien intensiteettiin, jonka mukaan néytteestdi saadaan

muodostettua kuva useimmiten fluoresenssiniytdlle.>*

TEM-analyysid varten ndytteen tulee olla ohut, mielelldén alle 100 nm paksuinen, silld sen
tulee ldpdistd elektroneja. Hiottu ohut ndyte kiinnitetddn néytepidikkeeseen, ja se voidaan
tarvittaessa pddllystdd ohuella amorfisella hiilikerroksella, joka pitdd nédytteen paremmin
paikallaan. Joskus resoluution ja kontrastin parantamiseksi tutkittavan materiaalin tiheytta
voidaan lisitd raskasmetallien avulla.’* Tukikalvolle asetettu niyte virjitisin tiputtamalla
pisara raskasmetalleja sisdltdvad vérjdysreagenssia ndytteen paille, minkd jilkeen yliméara
liuosta poistetaan ja nédyte kuivataan. Esimerkiksi uranyyliasetaattia on kéytetty
varjdysreagenssina. Raskasmetallivérjdaystd on kéytetty esimerkiksi kuvantaessa viruksia,

missd hiilikantoaine (carbon support) vaikeuttaa kuvantamista, sillé riittivaéd kontrastia niiden
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vilille on vaikea saada viruksien pienen koon wvuoksi. Elektronit siroavat paremmin

raskasmetalleilla virjitystd viruksesta, jolloin kuvantaminen onnistuu paremmin.?

Biologisten ndytteiden kuivaaminen, varjddminen ja paillystdminen saattaa vadristdd niytetta,
jolloin kuvantamalla saatu rakenne ei vastaa tdysin ndytteen luonnollista rakennetta.
Viiristymien ehkdisemiseksi on kehitetty kryoelektronimikroskopia (cryo-EM). Siind pieni
tippa néytettd asetetaan ndytepidikkeeseen, ylimaard liuotinta poistetaan ja ndyte jadhdytetidén
hyvin nopeasti jidhdytysseoksen avulla. Nopea jddhdytys on olennaista, jotta liuotin saadaan
lasimaiseen tilaan, eikd sithen muodostu jéékiteitd. Nayte mitataan TEM:n kaltaisesti, mutta se

pidetiiin nestetypen limpotilassa sulamisen estdmiseksi.?

4.2 Atomivoimamikroskopia

Atomivoimamikroskopia eli AFM on nanotason kvantitatiivinen mééritysmenetelmad, jolla on
mahdollista saada kolmiulotteisia kuvia esimerkiksi proteiineista ja soluista, ja tutkia
molekyylien vilisié ja siséisid vuorovaikutuksia. Mikroskoopin kérki skannaa néytteen pintaa,
jolloin muutokset tutkittavan pinnan ja kérjen vélisissd vuorovaikutuksissa aiheuttavat
muutoksia tukivarren asennossa. Mikroskooppi seuraa tukivarren asentojen muutoksia ja
muuttaa sen voimaksi, jonka avulla muodostuu topografinen kuva niytteen pinnasta. AFM:n

avulla voidaan saada selville esimerkiksi niytteessi olevia korkeuseroja ja karheutta.?*?’

Naytteen valmistelemisessa on tirkeédd saada se kiinnitettyd ndytepidikkeeseen (substrate) niin,
ettd kuvantamisen aikana se ei irtoa kérjen vaikutuksesta. Naytepidikkeen materiaaleina on
kédytetty esimerkiksi lasia, piioksidia ja kiillettd (mica). Pidike voidaan myos késitelld
esimerkiksi hiilelld tai polymeereilld, jotta pinnasta saadaan tarvittaessa hydrofobinen. Myds
ndyte voidaan paillystdd adheesioproteiineilla, kuten kollageenilla, tai muilla
sitouttamisaineilla (cross-linking agents) litkkkumisen estamiseksi. Mikrobisoluja, toisin kuin
nisdkdssoluja, ei pystytd yhtd helposti sitomaan pidikkeeseen adsorboimalla, silld ne pitdvét
hyvin muotonsa eivitkd levid kiintedlld pinnalla. Mikrobisolujen kiinnittdmiseksi pidike
voidaan késitelld polykationeilla tai solu voidaan kiinnittdd kovalenttisesti tai mekaanisesti

suodatinpapereihin.?’
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4.3 Rontgenkristallografia

Rontgenkristallografia on diffraktiomenetelmd, jonka avulla voidaan selvittdd yhdisteen
kiderakennetta, mutta ei tarkkaa kemiallista rakennetta. Kuvantamista varten ndytepinnan tulee
olla yhtéldinen ja tasainen, joten usein ndytteet jauhetaan. Mittaus voidaan tehdd jauhetun

niytteen lisdksi yksittiiselle kiteelle.*?3

Rontgensiteily saadaan aikaan rontgenputkessa kiihdyttdmalld elektroneja korkean jannitteen
kentdssd, jossa ne tormidvat metalliin. Elektronien nopea hidastuminen mahdollistaa niiden
kineettisen energian muuntumisen rontgenséteilyksi. Séteily siroaa osuessaan ndytteen atomien
elektroneihin, ja sironnut siteily havaitaan detektorilla. Diffraktometri havaitsee niytteiden
rontgendiffraktion ja mittaa diffraktiointensiteettid eri diffraktiokulmissa (26) ja muodostaen

niistd spektrin.**8

Saatua spektrid voidaan sen jdlkeen verrata tietokantojen spektreihin, joiden avulla voidaan
selvittdd néytteessd olevat kiteiset aineet. Tamé perustuu siihen, ettd jokainen kiteinen aine
muodostaa kuvantamisen aikana tietynlaisen séteilykuvion, ja sama aine muodostaa aina
saman kuvion. Seoksessa jokainen eri aine muodostaa itselleen ominaisen kuvion muista
aineista riippumatta. Rontgenkristallografialla voidaan selvittdd esimerkiksi néytteen
kiderakenne,  kiteisyysaste,  kiteiden = koko ja  atomien  viliset etdisyydet.
Kuvantamismenetelmdd kdytetddn esimerkiksi nanomateriaalien ja geokemiallisten

materiaalien tutkimiseen ja oikeusliiketieteellisiin tutkimuksiin.**3

Kiteiden kuvantamista varten proteiineja ja peptidejd voidaan kiteyttdd erilaisten menetelmien
avulla, joista yksi yleinen on hdyrydiffuusio (vapor diffusion). Hoyrydiffuusiossa
saostusainetta ja proteiinia siséltdvd pisara suljetaan astiaan, joka siséltdd puhdasta
saostusainetta, niin ettd pisara el osu astian saostusaineeseen. VesihOyryn annetaan
diffundoitua ulos pisarasta, kunnes pisaran ja astiassa olevan saostusaineen osmolariteetit ovat
yhtd suuret. Veden diffundoituessa ulos pisarasta, pisaran proteiinikonsentraatio kasvaa, mika

mahdollistaa kiteytymisen.?
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4.4 Korkean erotuskyvyn nestekromatografia

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia eli HPLC on analyyttinen erotusmenetelma, jonka
avulla voidaan erottaa erilaisia yhdisteitd toisistaan. Nestemiinen ndyte injektoidaan kolonniin,
joka on pakattu huokoisilla partikkeleilla. Liikkuva faasi, eli liuottimesta ja niytteesti koostuva
neste, litkkuu kolonnia, stationaarifaasia, pitkin, jossa yksittdiset komponentit liikkuvat eri
vauhtia riippuen niiden suhteellisesta liukoisuudesta faasien vililld. Korkeapaine auttaa kaikkia
yhdisteitd poistumaan kolonnista. Detektorina voidaan kayttéa esimerkiksi UV-detektoria, joka
muodostaa yhdisteiden absorbanssista kromatogrammin ajan funktiona. Aikaa, joka eri
komponenteilla kestdd kulkea kolonnin ldpi, kutsutaan retentioajaksi. Siihen vaikuttaa

yhdisteen koostumuksen liséksi faasien ominaisuudet, kuten ajoliuottimen seossuhde.”?

Peptidoglykaanien tutkimista varten bakteerit pitdd késitelld niin, ettd ne saadaan sopivaan
muotoon. Yleisesti kisittelyyn kuuluu peptidoglykaanin hajottaminen kuumalla denaturoivalla
SDS-liuoksella, proteiinien erottaminen, peptidoglykaanin pilkkominen muropeptideiksi ja

niiden pelkistiminen, sekii pH:n sditiminen isoelektriseen pisteeseen ja suodatus.??

HPLC-analyysin avulla voidaan saada selville, mitd muropeptideita ndyte sisdltdd, mitké niiden
kemialliset koostumukset ovat sekd mahdollisesti myods millaisia ovat peptidoglykaanin
ristisitoutuminen ja glykaaniketjujen pituudet. Useille muropeptideille tunnetaan niille
karakteristiset piikit, mutta niiden tunnistamista voidaan parantaa yhdistaméilldi HPLC

massaspektrometrin kanssa.”?

4.5 Massaspektrometria

Massaspektrometrian (MS) avulla voidaan méérittid tutkitun yhdisteen massa/varaus suhde ja
molekyylikaavaa.® Massaspektrometristi mittausta varten peptidoglykaanin on oltava
liukoisessa muodossa. Hydrolaasien avulla muodostuneet muropeptidit erotellaan usein
esimerkiksi neste- tai kaasukromatografian avulla, jonka jdlkeen ne siirretddn
massaspektrometrilli analysoitavaksi.'®?! Massaspektrometrissd molekyylit haihdutetaan ja
ionisoidaan. lonisoituneet molekyylit hajoavat usein fragmenteiksi, eli pienemmiksi paloiksi.
Massaspektrometri erottelee muodostuneet fragmentit toisistaan niiden massan ja varauksen
suhteen (m/z) ja analysoi erimassaiset ionit erikseen, jolloin niiden kaikkien signaalit ndkyvat

massaspektrissi.>
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Fragmenttien m/z arvoja voidaan verrata erilaisista tietokannoista 18ytyviin tuloksiin, minka
avulla eri muropeptidien rakenteet saadaan mééritettyé ja niiden avulla voidaan péételld myds
koko peptidoglykaanin rakenne.’! Yhdisteen rakenteen selvittimiseksi myds typpiatomien
miirdd voidaan arvioida typpisddnnoén avulla. Typpisddnnon mukaan yhdiste, jonka
molekyyli-ionin massa on pariton, sisdltdd parittoman maaridn typped. Vastaavasti parillisen
madridn typped siséltivit yhdisteet tuottavat parillisen massan omaavan molekyyli-ionin.

Parilliseen lukuun sisiltyy myos 0.%°

4.6 NMR-spektroskopia

NMR-spektroskopia eli ydinmagneettinen resonanssi -spektroskopia perustuu ytimien
kayttdytymiseen magneettikentdssi. Pyorivit ytimet luovat ympérilleen magneettikentén, ja ne
suuntautuvat sattumanvaraisesti eri suuntiin ilman ulkoisen magneettikentdn vaikutusta.
Ulkoisen magneettikentdn vaikutuksessa ytimet suuntautuvat joko magneettikentin
suuntaisesti tai sitd vastaan. Suurin osa suuntautuu magneettikentin suuntaisesti, silld se on
alempienerginen tila, kun taas magneettikentin vastaisesti suuntautuvat ytimet ovat
korkeammalla energiatilalla. Kun ytimiin kohdistetaan ulkoista energiaa, joka vastaa matalan
ja korkean energiatilan energiaeroa, osa matalalla energiatilalla olevien ytimien spineisti

kidntyy ja siirtyy korkeamman energian tilalle.>

Ytimen ldhelld olevat elektronit vaikuttavat sen kokeman magneettikentén suuruuteen, mika
taas vaikuttaa ytimen resonanssitaajuuteen. Témin vaikutuksesta erilaisissa ymparistdissi
olevat ytimet resonoivat hieman eri taajuuksilla, ja niiden signaalit erottuvat toisistaan NMR-
spektrissd. Kaikki ytimet eivit kuitenkaan ole NMR-aktiivisia. NMR-signaaleja antavat vain
ytimet, joilla on pariton massa- tai atomiluku. Yleisid ytimid, joita NMR:n avulla tutkitaan,

ovat lH, 13C, 15Nj8.31P.10’30

"H NMR-spektroskopian avulla saadaan selville molekyylin siséiltimien erilaisten protonien
midrd sekd signaalien integraalien avulla protonien suhteelliset mairit. 'C NMR-
spektroskopian avulla saadaan vastaavasti selville erilaisten hiiliatomien méérd. Erilaisia hiilid
voidaan tarkemmin tutkia DEPT-mittauksella (distortionless enhancement by polarization
transfer), jossa valitun kulmaparametrin perusteella voidaan erottaa toisistaan primaariset,

sekundaariset ja tertifidriset hiiliatomit.’%3
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ID-mittausten lisdksi on useita erilaisia 2D-mittauksia, joiden avulla voidaan havaita eri
atomien vilisid yhteyksid. Esimerkiksi 'H,"H COSY-kokeessa (correlation spectroscopy)
spektrin korrelaatiopiikkien perusteella saadaan selville, mitkd protonit ovat kytkeytyneet
toisiinsa kahden tai kolmen sidoksen yli. 2D NOESY-kokeen (nuclear overhauser
enhancement spectroscopy) avulla puolestaan voidaan havaita protonit, jotka ovat

avaruudellisesti toistensa lahelld, vaikka niiden vililld olisi enemmén kuin kolme sidosta.>?

2D NMR-kokeiden avulla voidaan tutkia myds protonien ja heteroytimien, kuten °C tai '°N,
vilisid kutkent6jd. HMQC- (heteronuclear multiple quantum coherence) ja HSQC-
(heteronuclear single quantum coherence) kokeiden avulla on mahdollista havaita kytkennét
niiden protonien ja hiilien vililld, jotka ovat suoraan sitoutuneet toisiinsa. HMBC-koetta
(heteronuclear multiple bond coherence) voidaan puolestaan kdyttda havaitsemaan protonin ja
heteroytimen vilisid pidemmaén kantaman kytkent6jd, pidasiassa kahden ja kolmen sidoksen
vililtd.*? Erilaisten NMR-mittausten avulla voidaan siis mérittii erityisesti yhdisteen hiilesti
ja vedystd koostuvaa rakennetta. Liséksi voidaan tutkia yhdisteen mahdollisesti sisdltdmid

muita ytimid, kuten 1N, ja niiden yhteyksii protoneihin.*-2

Peptidoglykaanin tutkimiseen voidaan kdyttéa erilaisia liuos- ja kiintedn tilan NMR-mittauksia.
Mittauksissa voidaan selvittdd muropeptideiden rakennetta tai havainnollistaa koko
peptidoglykaanin 3D rakennetta. NMR-spektroskopian hyvé puoli on se, ettd mittaus ei hajota
tutkittavaa yhdistettd, vaan samaa néytettd voidaan kiyttdd useita kertoja, ja yhdiste saadaan
talteen mittauksien jdlkeen. Liuostilan NMR-spektroskopian heikkoutena on kuitenkin
peptidoglykaanin liukenemattomuus, silld useat NMR-mittaukset vaativat néytteen
liuottamista johonkin liuottimeen. Kiintedn tilan NMR-spektroskopia ei vaadi ndytteen

liuottamista, mutta sithen vaaditaan usein suurempi niyteméiri ja pidempi mittausaika.!”
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5 SIHRTYMATILA-ANALOGIT

Kaikki kemialliset reaktiot sisdltdvét epéstabiilin vilivaiheen. Kyseessd on siirtymatila, joka
kestd vain noin 107 sekuntia. Siirtymitila-analogit, tai transitiotila-analogit, ovat stabiileja
molekyylejd, jotka on suunniteltu muistuttamaan reaktion siirtymitilaa.®*3 Kuvassa 13
esitetddn nautaeldimen puriininukleosidifosforylaasin (PNP) siirtymitila ja sen perusteella

suunniteltu siirtymitila-analogi, Immucillin-H.*3

Inhibiittoreita, jotka perustuvat reaktioiden siirtymatilaan, alettiin tutkia 1970-luvulla. Aluksi
suurin osa tutkituista inhibiittoreista oli luonnontuotteita, mutta 1990-luvulla alettiin
kehittimddn my0s synteettisid siirtymaitila-analogeja. Siirtymétila-analogeja kaytetddn
padasiassa entsyymien inhibiittoreina, silld siirtyméitila-analogin sitoutuessa entsyymiin se ei
voi sitoa muita substraatteja. Liséksi siirtymadtiloja tutkimalla voidaan selvittdd esimerkiksi

reaktioiden mekanismeja ja substraatin sitoutumista entsyymiin.>%>3

_ ]
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nautaeldaimen PNP siirtymatila

Kuva 13. Nautaeldimen PNP-siirtymatila ja sen perusteella muodostettu siirtymétila-analogi,

Immucillin-H.
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5.1 Siirtymitila-analogien suunnittelu

Reaktioiden siirtymaétila-analogeja voidaan tutkia TSAD-menetelmén avulla, jossa yhdistetdén
erilaisia laskennallisia menetelmid kinetic isotope effect -menetelméén (KIE), jossa verrataan
isotooppimerkittyjen ja merkitseméttomien yhdisteiden reaktionopeuksia. KIE-menetelmissa
suoritetaan useita reaktioita, joiden aikana yksittdisten atomien isotooppia vaihdetaan. KIE
ilmaisee perustilan ja siirtymatilan sidosten virdhtelyjen muutosta reaktion aikana. Primaariset
KIE:t havaitaan, kun isotoopin sidos katkeaa tai muodostuu, ja sekundaariset KIE:t, kun
isotoopin sidosten miérd pysyy muuttumattomana. KIE-arvoja voidaan maarittdd esimerkiksi
massaspektrometrialla, NMR-spektroskopialla, polarimetrialla ja tuikelaskennalla (liguid
scintillation counting). Saatujen tulosten ja laskennallisten menetelmien avulla voidaan

mérittdi reaktion mekanismia ja siirtymétilan rakenne.®’

Siirtymatila-analogin tutkiminen alkaa valmistamalla substraattimolekyylejd, joihin on liitetty
isotooppimerkittyjd atomeja sopiviksi valittuihin kohtiin. Tdmén jilkeen KIE:t mitataan
jokaiselle valmistetulle molekyylille sellaisissa olosuhteissa, joissa reaktion ulkopuoliset
tekijét vaikuttavat mahdollisimman vdhén KIE-arvoihin. Lopuksi laskennallisten menetelmien
avulla luodaan mahdollisia malleja siirtymadtilalle, joille voidaan laskea teoreettiset KIE-arvot.
Mallin, jonka teoreettiset KIE-arvot tdsméadvét parhaiten kokeellisiin tuloksiin, voidaan todeta

vastaavan parhaiten kyseisen reaktion siirtymitilaa.’

Muita menetelmid, joita voidaan hyddyntdd KIE:n kanssa siirtymétilojen selvittdmiseksi, ovat
esimerkiksi tiheysfunktionaaliteoria (DFT) ja elektrostaattiset potentiaalikartat.” Siirtymétilan
geometrian laskennallinen optimointi alkaa yleensd laskemalla oletettuun rakenteeseen
vaikuttavat energiat ja voimat, minkd jdlkeen hyOdynnetddn approksimaatiota
potentiaalienergiapinnalle tavoitellen rakennetta, jossa vaikuttavien voimien suuruus on nolla.
Tillaisia optimointimenetelmii ovat esimerkiksi Newton-Raphson ja quasi-Newton.*> Kuvassa
14 on havainnollistettu elektrostaattisten potentiaalikarttojen hyddyntdminen. Kuvassa on
esitetty nautaeldimen PNP:n substraatin inosiinin ja siirtymadtila-analogin Immucillin-H:n
elektrostaattiset potentiaalikartat verrattuna siirtymaitilan potentiaalikarttaan. Elektronirikkaat
kohdat on merkitty kartassa siniselli ja elektronivajaat kohdat punaisella.’® Kuvasta nihdién,

ettd siirtymadtila-analogin geometria ja varauksien jakautuminen vastaa hyvin siirtymétilaa.
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Inosiini Siirtymatila Immucillin-H

Kuva 14. Nautaeldimen PNP:n substraatin, inosiinin, ja siirtymaétila-analogin,
Immucillin-H:n, elektrostaattiset potentiaalikartat verrattuna siirtymatilan

potentiaalikarttaan.*’

Kokeellisten ja laskennallisten menetelmien tukena voidaan hyodyntdd myos
atomiresoluutiotason rakennemairitysmenetelmia, kuten korkean resoluution
rontgenkristallografiaa. Sen avulla voidaan tutkia entsyymin ja siirtymaétila-analogin
muodostamaa kokonaisuutta, ja saada selville kompleksin kolmiulotteinen rakenne. Tdmédn
avulla voidaan lisdksi hahmottaa substraatin sitoutumiskohdan, ja siten myds substraatin,

muoto.’

TSAD-menetelmidn ideana on luoda analogeja, joiden van der Waals geometria ja
elektrostaattiset potentiaalipinnat ovat mahdollisimman samankaltaiset siirtymitilan kanssa.’
Téysin siirtymétilan kaltaisia yhdisteitd ei pystytd syntetisoimaan, silld siirtymaétilan
sidospituudet eivit vastaa stabiilin yhdisteen sidospituuksia.® Siirtymitilassa sidosten
katketessa tai muodostuessa sidospituudet ovat 120—-150 % pidempid verrattuna normaaleihin
sidospituuksiin. Jotta analogin reaktiokeskuksen sidospituudet vastaisivat paremmin
siirtymadtilaa, esimerkiksi hiiliatomeja on useissa tapauksissa vaihdettu muiksi atomeiksi, kuten
fosforiksi tai rikiksi. Hiilen korvaaminen fosforilla parantaa analogin yhtéldisyytta
siirtymdtilan kanssa verrattuna yhdisteeseen ilman fosforia, silld happi-fosfori ja hiili-fosfori-

sidokset ovat pidempii kuin hiili-hiili ja hiili-happi-sidokset.*>¢
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Joillekin entsyymeille 16ytyy kirjallisuudesta valmiiksi siirtymaétila-analogeja, mutta joitakin
on saatettu virheellisesti kutsua kyseiselld termilld niiden sitoutuessa hyvin entsyymiin, vaikka
ne eivit todellisuudessa vastaisikaan siirtymadtilaa. Téllaisten yhdisteiden vastaavuutta
siirtymaétilojen kanssa on tutkittu esimerkiksi selvittimilld Gibbsin vapaan energian suhteita
(linear Gibbs free energy relationships, LFERs) inhibiittorin ja substraatin vililld. Jos
inhibiittorin, substraatin tai entsyymin kemiallisia koostumuksia muutetaan kuitenkaan
vaikuttamatta katalyysille keskeisiin osiin, tulisi niiden vaikuttaa yhtd paljon entsyymin
reaktionopeuden lisddntymiseen ja inhibiittorin affiniteettiin verrattuna substraattiin. Toisin
sanoen siirtymatila-analogilla inhibitiovakion tulisi olla verrannollinen dissosiaatiovakioon, ja
linearisoimalla Kwm/kear tulokset K; suhteen, tuloksista pitdisi muodostua suora, jonka
kulmakerroin on noin 1. LFER-menetelmén heikkoutena ovat kuitenkin erityisesti varautuneet
yhdisteet. Ne muodostavat energeettisesti tarkeitd vuorovaikutuksia nukleofiilien ja happojen
sekd emisten kanssa. Niihin ei kuitenkaan voida tehdd rakenteellisia muutoksia, jotka eivét

vaikuttaisi entsyymin aktiivisuuteen huomattavasti.*’

5.2 Siirtymitila-analogien sovelluskohteita

Entsyymien on todettu reagoivan siirtymadtila-analogien kanssa paremmin kuin substraattien,
ja siksi siirtymaétila-analogien avulla voidaan tutkia esimerkiksi substraatin sitoutumista

9,33

entsyymiin. Esimerkiksi tdssd tyOssd tutkittava tetraglysiinifosfinaatti jdljittelee

318 Kuvassa 15 on esitetty

pentaglysiini-ristisillan hydrolyysireaktion siirtymatilaa.
tetraglysiinifosfinaatin rakenne verrattuna pentaglysiinin rakenteeseen ja punaisella on

merkitty niiden rakenteiden eroava kohta.

QO ? K 0 o
HO\[O(\”J\/N\Q/\”J\/NWO(\NHZ Hoj(\”)k/\gi\N)K/NHz
O

0]

Kuva 15. Pentaglysiinin (vasemmalla) ja tetraglysiinifosfinaatin (oikealla) rakenteet.

Punaisella on merkitty rakenteiden merkittdvin ero.
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Tetraglysiinifosfinaatin avulla on tutkittu esimerkiksi substraattien sitoutumista lysostafiinin
kaltaisiin entsyymeihin, kuten LytM.!>!® Siirtymitila-analogin avulla on tutkittu myds LytM:n
toimintaa ja sen katalysoiman hydrolyysin mekanismia. Grabowska et al.'® tutkivat LytM ja
tetraglysiinifosfinaatin muodostamaa kompleksia kiteyttdmalld ja analysoimalla sitd, kdyttden
apuna laskennallisia menetelmid. Kuvassa 16 on esitetty heiddn ehdottamansa mekanismi

pentaglysiinin hydrolyysille LytM-entsyymissi.'®
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Kuva 16. Grabowska et al.'® ehdottama mekanismi LytM-entsyymissi tapahtuvasta

pentaglysiinin hydrolyysireaktiosta.

Siirtymatila-analogien avulla on onnistuttu tutkimaan myos fosforyylin siirtoa hyddyntivien
biologisten moottorien mekanismia. On tutkittu esimerkiksi metallifluoridi-analogeja MgF3™ ja

AlFy4, joiden avulla on pystytty tutkimaan molekyylitapahtumia, jotka yhdistévét fosforyylin
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siirron katalyyttiset vaiheet muutoksiin entsyymin konformaatiossa. Kompleksien tutkimisessa
on kéytetty muun muassa proteiinikristallografiaa, elektronimikroskopiaa, NMR-
spektroskopiaa ja laskennallisia menetelmii, kuten tiheysfunktionaaliteoriaa.*® Analyysiensi
avulla Ge et al’® madrittivit uuden Zika-viruksen NS3-helikaasin siirtymitila-analogin,
MgF3(H20), jota voitaisiin mahdollisesti hydodyntdd myods muiden vastaavanlaisten

biologisten moottoreiden tutkimuksissa.

Akparov et al>* kiyttivit siirtymitila-analogia apuna entsyymin substraattispesifisyyden
tutkimisessa, ja pyrkivit selvittdmédn, mitkd aktiivisen alueen aminohapot osallistuvat
substraatin tunnistamiseen. He tutkivat karboksipeptidaasi B:td (CPB) yhdessd N-sulfamoyyli-
L-fenyylialaniini-analogin kanssa. He kiteyttividt kompleksin, tekivit kineettisid tutkimuksia ja
kayttivit apuna rontgenkristallografian avulla saatuja elektronitiheyskarttoja. Kyseisti
analogia, joka oli muodostettu epéspesifille substraatille, verrattiin spesifin substraatin
siirtymadtila-analogiin, jota oli tutkittu aiemmin. Huomattiin, ettd aiemmin tutkittuun analogiin
verrattuna N-sulfamoyyli-L-fenyylialaniinilla oli vdhemmén suotuisia séhkdstaattisia
vuorovaikutuksia ja vihemmaén vetysidoksia. Siirtymaétila-analogin avulla saatiin selville, etti
ligandin sitoutumiseen vaikuttaa muutos Asp255 aminohapon konformaatiossa ligandin
rakenteesta riippuen, ja ettd Asp255:n lisdksi aminohapot Ser207, Gly253 ja Tyr248

vaikuttavat CPB:n substraatin tunnistamiseen.>*

Mekanismien selvittimisen lisdksi siirtymdtila-analogeja on tutkittu myos entsyymien
inhibiittoreina, ja niiden pohjalta voidaan kehittdd esimerkiksi lddkeaineita. Ensimmadiset
siirtymadtila-analogeista valmistetut inhibiittorit suunniteltiin proteolyyttisille entsyymeille.
Siirtymitilojen valmistus keskittyi oletukseen, etti peptidisidoksen hydrolyysin sp’-
siirtymitila vastaisi fosfonamidaattien sekd fosfoni- ja fosfiinihappojen siirtymitilaa.’
Esimerkiksi Barinka et al*, tutkivat ihmisen glutamaattikarboksipeptidaasi II:n (GCPII)
toimintaa ja ligandien sitoutumista kédyttden apuna fosfapeptidi-inhibiittoreita. Inhibiittoreissa
tasossa oleva peptidisidos on korvattu fosfinaattiosalla, joka jdljittelee substraatin hydrolyysin
epastabiilia tetraedristd siirtymaitilaa. Yksi testatuista inhibiittoreista oli [(2S,3°S)-{[(3’-
amino-3’-karboksipropyyli)-hydroksifosfinoyyli|metyyli} -pentaanidihappo ~ (EPE). = EPE
jdljittelee GCPIL:n substraattia y-Glu-Glu. Substraatin ja EPE:n rakenteet on esitetty kuvassa
17. EPE:n kaltaisten yhdisteiden, joihin on liitetty erilaisia funktionaalisia ryhmid, kuten
fluoresoivia  vériaineita, uskotaan olevan mahdollisia ~ GCPII-inhibiittoripohjaisia

kuvantamisaineita tai toimivan lifikeaineina esimerkiksi eturauhassydvin hoidossa.>
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Kuva 17. GCPII-entsyymin substraatti y-Glu-Glu ja sen hydrolyysin siirtymatilaa jéljitteleva

analogi EPE. Rakenteiden eroava kohta on merkitty punaisella.

HIV-infektiota vastaan on kehitetty useita erilaisia lddkkeitd, joista jopa 40 % on HIV-
proteaasi-inhibiittoreita ja siirtymétila-analogeja. Proteaasien katalysoima peptidisidoksien
hydrolyysi siséltdd tetraedrisen oksianioni-vilituotteen, jota hydroksietyleeni-analogit
jéljittelevat. Téllaisia ladkeaineita ovat esimerkiksi Saquinavir ja Darunavir, joiden rakenteet

on esitetty kuvassa 18. Kuvaan on merkitty punaisella hydroksietyleeni-yksikkd.”
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Kuva 18. HIV-proteaasi-inhibiittorit Saquinavir ja Darunavir. Punaisella on merkitty

hydroksietyleeni yksikot, jotka jéljittelevit tetraedristd oksianioni-vilituotetta.

Jo aiemmin mainittu Immucillin-H on kehitetty toimimaan inhibiittorina naudan PNP-
entsyymille. Tutkimuksissa kdytettiin naudan PNP:td, jonka aminohapposekvenssi on 87 %
samankaltainen ihmisen PNP:n kanssa. PNP:td tutkittiin KIE-analyysien avulla. Suunnittelussa
otettiin huomioon analogin kemiallinen stabiilius, jotta se ei reagoisi entsyymisséd. Lisdksi
haluttiin, ettd analogissa tietty typpi protonoituu fysiologisessa pH:ssa, mikd varmistettiin

korvaamalla yksi typpi hiilelld. My06s renkaan happiatomi muutettiin typeksi, jolloin analogin
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varaus vastasi siirtymadtilan oletettua varausta. Immucillin-H:n ja muiden vastaavanlaisten

inhibiittorien uskotaan mahdollisesti toimivan esimerkiksi T-solulymfoomien hoidossa.®

Uudempina tutkimuksien kohteina ovat olleet GC376:ksi ja GC373:ksi nimetyt analogit, joita
on tutkittu SARS-CoV-2 pédproteaasin mahdollisina inhibiittoreina. GC376 on jo aiemmin
tunnettu hyvani ja laajakirjoisena lddkkeend erilaisia koronaviruksia vastaa, ja siksi sen
uskotaan olevan mahdollisesti tehokas myds SARS-CoV-2:a vastaan. Vettd siséltdvissd
ympdaristossd aldehydi bisulfaatti GC376 hajoaa sulfiitti-ioniksi ja aldehydiksi GC373, ja siksi
G(C376-analogia on pidetty GC373:n mahdollisena aihiolddkkeend. Niiden affiniteettia ja
sitoutumisvakioita on tutkittu esimerkiksi isotermiselld titrauskalorimetrialla  ja
fluoresenssienergian siirtotestilli (fluorescene resonance energy transfer assay, FRET).*0
Tutkimuksissa ~on  huomattu =~ SARS-CoV-2:n  pédproteaasin, MP®,  suosivan
glutamiinisubstraattia. Siksi useat MP™ -inhibiittorit sisdltdvdt glutamiinia jéljittelevin
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y-laktaami glutamiiniosan.” Kuvassa 19 on esitetty GC376:n, GC373:n ja glutamiinin

rakenteet, ja punaisella on merkitty inhibiittorien y-laktaami glutamiiniosa.*’
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Kuva 19. GC376- ja GC373-inhibiittorien ja glutamiinin rakenteet. Punaisella on merkitty

inhibiittorien glutamiinia jaljitteleva y-laktaami-glutamiiniosa.
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Siirtymdtila-analogeja on tutkittu myds yhdessd jo olemassa olevien antibioottien kanssa.

Muun muassa Lefurgy et al.*

ovat tutkineet boorihapon siirtymétila-analogi-inhibiittoreita
(boronic acid transition-state analog inhibitor, BATSI) yhdessd P-laktaamien kanssa.
B-Laktaamien tehoa heikentdvét bakteerien tuottamat P-laktamaasit, ja siksi f-laktaamien
kanssa kéytetddn usein B-laktamaasi-inhibiittoreita. P-Laktamaasi-inhibiittoreita on pyritty
kehittimain ilman B-laktaamirengasta, jotta ne eivit hajoaisi B-laktamaasien vaikutuksesta.’
BATSIt ovat yksi esimerkki téllaisista inhibiittoreista. Ne lisddvét B-laktaamien tehoa ja
efektiivisyyttd sitoutumalla B-laktamaaseihin. Ensimmadisten tutkittujen BATSIen havaittiin
sitoutuvan ~ B-laktamaasien  aktiivisen = alueen  seriini-nukleofiiliin  reversiibelilld
koordinaatiosidoksella, tehden B-laktamaasista tehottoman.*? Boronaatti-inhibiittorien etuna
on niiden mahdollisuus esiintyi seki sp?- etti sp>-muodossa, jolloin ne voivat jiljitelld seki
substraatteja etté tetraedrisid vélituotteita. Kuvassa 20 on esitetty boorihappo ja sen toiminta

siirtymitila-analogina seki yhden tutkitun BATSIn, Taniborbactam:n, rakenne.*

a) R, HO R
HO. —_— %
?J\R Ho-Bo R
sp® OH sp’ Nu
Enz

Taniborbactam

Kuva 20. a) Boorihappojen yleinen rakenne ja niiden toiminta siirtymadtila-analogina. Enz =
entsyymi, Nu = nukleofiili, joka on metallo-B-laktaamaseissa (Zn"),-OH ja seriini-p-

laktamaaseissa Ser-OH. b) Taniborbactam-BATSIn rakenne.
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5.3 Sitoutumistutkimukset

Entsyymien mekanismien ja siirtymaétila-analogien mahdollisten inhibiitio-ominaisuuksien
tutkimiseksi tarvitaan tietoa analogin sitoutumisesta entsyymiin. Sitoutumista voidaan seurata
muun muassa tutkimalla, kuinka analogit inhiboivat substraattien sitoutumista. Tatd varten on
valmistettu seos, joka koostui puskuriliuoksesta, substraatista, potentiaalisesta inhibiittorista ja
entsyymistd.’®** Reaktion etenemisti ja substraatin muuntumista seurattiin absorbanssin
muutoksien avulla UV-VIS-spektrometrilla. Erilaisten inhibiittori- ja
substraattikonsentraatioiden avulla  selvitettiin  esimerkiksi  reaktioiden nopeuksia,
ekstinktiokertoimia ja vakioita, kuten Ki, ICso, Km ja Vmax. Néistd K; ja ICso ovat
inhibitiovakioita, ja Km ja Vmax Michaelis-Menten-yhtdlon vakioita. Saatujen tulosten avulla

3% maédrittivdt inhibitiovakioiden arvot muodostamalla suoran inhibiittorin

Akparov et a
konsentraatiosta Kwmapp/Vmax:n funktiona. Suoralle muodostettiin yhtidlé y=ax+b, josta

inhibitiovakiot saatiin laskettua selvittimalla b/a.

My®0s isotermistd titrauskalorimetriaa (ITC) on kdytetty useassa tutkimuksessa inhibiittorien
sitoutumisen tutkimiseksi.>”** Menetelmissi mitataan 1impd4, jota vapautuu tai absorboituu,
kun substraatti sitoutuu entsyymiin. Mittaus voidaan tehdd moni-injektiolla (multiple injection
ITC) tai kertainjektiolla (single injection ITC), jotka eroavat toisistaan injektointien méérin
lisdksi kdytettyjen substraatti- ja entsyymikonsentraatioiden perusteella. Moni-injektiossa
entsyymin konsentraatio on vidhdinen, jotta vain osa substraatista muuntuu tuotteeksi.
Kertainjektiossa entsyymin mééréd on taas suurempi, jotta mahdollisimman paljon injektoitua
substraattia muuntuisi tuotteeksi. Inhibitiota tutkiessa moni-injektio on hyvéa vaihtoehto. Jos
inhibitio on heikkoa, mutta sitd halutaan silti tarkastella, on kertainjektio parempi valinta.
Molemmissa menetelmissd entsyymi on useimmiten valmiina ndytesolussa, ja substraattia
ja/tai inhibiittoria annostellaan nédytesoluun injektioruiskun avulla. Saatujen tulosten avulla
voidaan selvittdd esimerkiksi kineettisid vakioita Kv ja Ki, nopeusvakio kcar sekd entalpian
muutos AH. Erityisesti Km ja kear ovat térkeitd vakioita, koska niiden avulla voidaan
havainnoida entsyymien kiyttdytymistd ja entsyymien aktiivisuuden muutosta olosuhteiden

muuttuessa, kuten esimerkiksi inhibiittorin lisdyksen jilkeen.*

Edelld kuvattujen menetelmien liséksi siirtymadtila-analogien sitoutumista voidaan tutkia
rontgenkristallografian avulla. Sen avulla voidaan maérittdd kiteytettyjen entsyymien
kolmiulotteinen rakenne inhibiittorien kanssa, ja selvittdd esimerkiksi inhibiittorin asento

entsyymissi ja mahdolliset vuorovaikutukset entsyymin ja inhibiittorin  vililli.*?
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Tietokannoista, kuten PDB, Ioytyy jo monelle erilaiselle proteiinille niiden
rontgenkristallografialla, NMR-spektroskopialla tai cryo-EM:lld selvitetty rakenne, joita
voidaan hyddyntdd laskennallisissa menetelmissd. Télloin kokeellisia mittauksia ei tarvitse
vilttimitti edes itse suorittaa.”” Kuvassa 21 on PDB-tietokannasta'” otettu Grabowska et al.'®
laatima rakennekuva (PDB ID: 4ZYB) LytM-entsyymistd, johon on lisitty myds sen

mahdollisen siirtymétila-analogin sijainti ja asento.

Kuva 21. Rontgenkristallografialla selvitetty LytM-entsyymin ja sen mahdollisen

siirtymitila-analogin muodostaman kompleksin rakenne.

Laskennallisia menetelmid entsyymin ja substraatin vélisen sitoutumisen arviointiin on monia
erilaisia, ja laskujen suorittamiseksi on suunniteltu monia ohjelmistoja. Yksi
molekyylisimulaatiomenetelmistd on kvanttimekaniikkaa ja molekyylimekaniikkaa yhdistava
menetelmd QM/MM, jonka avulla voidaan méérittdd mahdolliset sitoutumisenergiat. PDB:sté
saatua rakennetta voidaan muokata tarpeen mukaan poistamalla vesimolekyylejd, metalli-
ioneja tai kofaktoreita, sekd lisdamaélld vetyatomeja. Molekyylidynamiikkasimulaatiolla (MD)

voidaan poistaa lasketuista rakenteista aiheettomia yhteentorméyksid ja vadristymid sekd
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madrittdd minimienergiarakenne. Lisdksi substraatille energeettisesti suotuisia asentoja
voidaan maédrittdd telakointimenetelmalld (docking), ja liuottimen vaikutus ottaa huomioon

kéyttimilld Bornin mallia.*¢

Siirtymadtila-analogin ja entsyymin vélisid vuorovaikutuksia, kuten sitoutumiseen osallistuvia
aminohappoja, voidaan tutkia rontgenkristallografian lisdksi NMR-spektroskopian avulla.
Yksi tapa seurata entsyymin ja substraatin vélisid vuorovaikutuksia on mitata ensin NMR-
spektri pelkistd proteiinista, esimerkiksi 'H,"’N-HSQC NMR-spektri. Timin jilkeen
entsyymistd mitataan NMR-spektrejd vaihtelevissa substraattikonsentraatioissa, jolloin
vuorovaikutuksien muodostuessa niihin osallistuvien aminohappojen kemialliset siirtymét
muuttuvat.*’ Myds '"H NMR ja 'H,'3C HMBC-spektrien avulla voidaan seurata entsyymin ja
substraatin vilisii vuorovaikutuksia seki entsyymin aiheuttamia muutoksia substraatissa.*®
Kuvassa 22 on Manleyn ja Lorian*’ havainnollistama kuva kemiallisen siirtyméin
muuttumisesta, kun substraatti liittyy entsyymiin. Lahtokohtana on punaisella merkitty pelkéin
entsyymin kemiallinen siirtyma4, josta kemiallinen siirtyma liikkuu saturaation kasvaessa kohti

violetilla merkittya tdysin substraatilla saturoidun entsyymin siirtymaa.

14.8
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Kuva 22. Kemiallisen siirtymén muuttuminen substraatin saturoidessa entsyymin.

(Uudelleenjulkaistu viitteestd 47 Elsevier-kustantajan luvalla.)
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6 TYON TARKOITUS

Tyon kokeellisen osan tavoitteena oli valmistaa lysostafiinientsyymin siirtymatila-analogi,
tetraglysiinihypofosforihapoke (kuva 23), yhdistimailld Ojalan* valmistamat lihtdaineet
keskenéén. Ojala oli valmistanut aminometyylihypofosforihapoketta ja
N-akryloyyliglysinaattia, jotka téssi tydssi oli tarkoitus yhdistid Firczuk et al.'> julkaiseman

artikkelin mukaisesti. Lahtdaineiden rakenteet on esitetty kuvassa 24.

Kuva 23. Tetraglysiinihypofosforihapokkeen rakenne.

0]

PN /H \)J\ O\
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Aminometyylihypofosforihapoke N-akryloyyliglysinaatti

Kuva 24. Ojalan valmistamien ldhtaineiden rakenteet.

Valmistettua  siirtymitila-analogia  voitaisiin =~ kdyttdd  lysostafiinientsyymin  ja
lysostafiinientsyymin kaltaisten entsyymien, kuten LytM, toiminnan tutkimiseen. Entsyymien
toiminnan ja mekanismien tutkiminen on tarkedd erityisesti uusien ladkeaineiden kehittdmisté
varten. Grabowska et al'® uskovat, etti lysostafiinista voisi olla mahdollista
substraattispesifisyyteen vaikuttavilla muutoksilla valmistaa entsyymi, joka hajottaisi myds

antibioottiresistenttejd bakteerikantoja.
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7 KAYTETYT LAITTEET JA REAGENSSIT

NMR-spektrit mitattiin kdyttden Jyvaskyldn yliopiston kemian laitoksen Bruker Avance III HD
300 MHz  NMR-spektrometrid ja  matemaattis-luonnontieteellisen  tiedekunnan
Nanotiedekeskuksen Bruker Avance III HD 800 MHz NMR-spektrometrid. Kemiallisen
siirtymén ppm-asteikko kiinnitettiin liuottimena kdytetyn metanolin jaédnndsprotonin signaaliin
niin, etti §(CH3OH) = 4,78 ppm. 3'P NMR-mittauksissa ulkoisena standardina kiytettiin
H3PO4:n vesiliuosta ja ppm-asteikko kalibroitiin niin, ettd 6(H3PO4) = 0,0 ppm.

Ty0ssé kéytetty massaspektrometri oli Agilent Technologies-yhtion 6560 Ion Mobility Q-TOF
LC/MS ja nestekromatografialaitteisto saman yhtion 1260 Infinity II. Kolonnina kiytettiin
Phenomenexin Kinetex 2,6 um C18 (50 x 2,1 mm) -kolonnia. IR-spektrien mittaukseen
kéytettiin Bruker Alpha spektrometrid. Taulukossa 1 on esitetty ty0dssd kéytetyt reagenssit ja

liottimet.



Taulukko 1. Kéytetyt reagenssit ja liuottimet

Reagenssi Valmistaja Puhtausaste (%)
Aminometyylihypofosforihapoke Ojala®
Bentsyyliklooriformiaatti Aldrich >95
Bromitrimetyylisilaani TCI 95
Bromitrimetyylisilaani Alfa Aesar 97
Cbz-Gly-OH (Z-Gly-OH) Sigma-Aldrich 99
Dietyylieetteri VWR Chemicals 100
Dikloorimetaani VWR Chemicals 100
Etyyliasetaatti VWR Chemicals 99,9
Heksametyylidisilatsaani abcr GmbH 98,5
Isobutyyliklooriformiaatti Sigma-Aldrich 98
Kaliumkarbonaatti VWR Chemicals 99.8
Metanoli Honeywell >99,8
N-akryloyyliglysinaatti Ojala®
Natriumkloridi VWR Chemicals 99,9
Natriumsulfaatti Fisher Scientific 99
N-metyylimorfoliini Acros Organics 99,5
Rikkihappo Honeywell 95,0-97.,0
Tetrahydrofuraani Sigma-Aldrich >99,9
Tolueeni Sigma-Aldrich >99,7
Vetybromidihappo etikkahapossa, 33 % Fluka
Vetykloridihappo, 37 % Honeywell
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8 TYON TOTEUTUS

Synteesi oli tarkoitus toteuttaa Firczuk et al.'* julkaiseman artikkelin mukaisesti. Ty® aloitettiin
tarkistamalla 1dht6aineiden tila NMR- ja IR-spektroskopian avulla. Spektrien perusteella
voitiin todeta, ettd aiemmin valmistetut ldhtdaineet eivit olleet muuttuneet tai hajonneet
sdilytyksen aikana. Tamén jalkeen aminometyylihypofosforihapokkeen aminoryhma suojattiin
karboksibentsyyli (Cbz) suojaryhmilld. Tavoitemolekyylin reaktiokaavio esitetdin

kokonaisuudessaan kaaviossa 1.

a) o
XN oM
\)J\H/\n/ e

Cbz”~ j heksametyylidisilatsaani HN/\p/O\SiMeS heksametyylidisilatsaani
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. Cbz O.
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i N P N
OH SiMe; b) MeOH Hhg \/\n/ \)J\OMe
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N -Gly- O
et Ay R emeyon o
N HO/\/\H/ OMe HN™ P N\)J\OM

Bromitrimetyylisilaani,
kuiva CI,CH,

(0]
(0]
HoN N //\/\n/ vt H0, HCI HZN\)J\”:J//\/\“/H\)]\OH
(@]

Kaavio 1. Tetraglysiinihypofosforihapokkeen valmistus.
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8.1 Suojatun aminometyylihypofosforihapokkeen valmistus

Suojattua aminometyylihypofosforihapoketta (1) valmistettiin suojaamalla
aminometyylihypofosforihapoke (2) bentsyyliklooriformiaatilla. Reaktio esitetddn kaaviossa

2. Suojattu aminometyylihypofosforihapoke kuivattiin vakuumissa ennen seuraavia vaiheita.

H,0,
K,COs, o)

PN r.t. )J\ PN H
N~ P - 0" NTR,
HO o) Hug

bentsyyliklooriformiaatti

Kaavio 2. Suojatun aminometyylihypofosforihapokkeen valmistaminen.

8.2 Suojatun aminometyylihypofosforihapokkeen ja /N-akryloyyliglysinaatin Michael-
additio

Suojatun aminometyylihypofosforihapokkeen (1) ja N-akryloyyliglysinaatin (3) yhdistiminen
aloitettiin muuttamalla suojattu aminometyylihypofosforihapoke (1) kolmivalenttiseksi
esteriksi heksametyylidisilatsaanin avulla. Tamén jdlkeen N-akryloyyliglysinaatti (3) lisédttiin

seokseen. Reaktio esitetddn kaaviossa 3.

J\ Heksametyylidisilatsaani, o
T 85°C
[ j 0~ N7 “Ps Cbz. ~ H
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H
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Kaavio 3. Suojatun aminometyylihypofosforihapokkeen ja N-akryloyyliglysinaatin
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O\'U

yhdistdminen.
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8.3 Tetraglysiinihypofosforihapokkeen valmistus

N-bentsyylioksikarbonyyliglysiinin (Cbz-Gly-OH) liittdmiseksi yhdisteestd 4 poistettiin Cbz-
suojausryhmd 33 % HBr/AcOH:n avulla. Tidmén jilkeen seokseen liséttiin
N-metyylimorfoliinilla ja isobutyyliklooriformiaatilla aktivoitu Cbz-Gly-OH. Lopuksi
Cbz-Gly-OH:n  sisédltimid  suojaryhmd  poistettiin =~ kdyttden  dikloorimetaania ja

bromitrimetyylisilaania. Reaktio esitetddn kaaviossa 4.

Chz /\9 H\)O]\ 33 % HBr/AcOH,
NTOP N r.t. /\l':', \)J\
_—_—
ho T Y owe
4

Dikloorimetaani,
bromitrimetyylisilaani,

O O
HzN\)J\ o~ Hoq " /H\)J\ 2 oD

o~y o T o
0]

Kaavio 4. N-bentsyylioksikarbonyyliglysiinin liittdminen.

Lopuksi tuote hydrolysoitiin veden ja HCl:n avulla. Reaktio esitetddan kaaviossa 5.

HZNQJ\ /\/, ¥ H,0, HCI HZNQJ\ /\P/, H
Ho\/\g JJ\OMe Hug T JJ\OH

Kaavio 5. Hydrolyysireaktio.
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8.4 Liukenemattoman sakan kisittely

Tetraglysiinihypofosforihapokkeen (5) synteesin aikana seoksesta poistettiin liukenematon
sakka ennen puhdistusvaiheita. Sakkaa haluttiin tutkia, silld sen oletettiin sisdltdvdn jotakin
vélituotetta, josta reaktiota voitaisiin mahdollisesti jatkaa ja ndin saataisiin lisdd tuotetta.
Liukenemattoman sakan kisittely aloitettiin mittaamalla siiti 'H NMR-spektri, jonka
perusteella paitettiin kisitelli sitd vedelld ja HCl:1la. Tdmin jilkeen mitattiin uusi 'H NMR-
spektri, jossa ei huomattu suuria muutoksia aiempaan verrattuna. Paétettiin kasitelld sakkaa
kaavion 4 vaiheiden 2 ja 3 mukaisesti. Liukoisuuden parantamiseksi bromitrimetyylisilaani
livotettiin ~ dikloorimetaanin  sijaan  kuivaan  metanoliin.  Bromitrimetyylisilaanin
kosteusherkkyys otettiin huomioon, ja metanolia kuivattiin molekyyliseuloilla vuorokauden
ajan ennen reaktiota. Lisdksi refluksointilaitteistoon liséttiin kalsiumkloridi suojaputki

suojaamaan ilmankosteudelta.
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9 TYON TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Jokaisesta vilituotteesta mitattiin vihintisin 'H NMR-spektri, jonka avulla pételtiin, kuinka
reaktio oli edennyt. Toinen l&htbaineista ja yksi vilituotteista ei liuennut saatavilla oleviin
NMR-liuottimiin, minka vuoksi niistd mitattiin IR-spektrit. Lopullisesta tuotteesta mitattiin IR-
spektri, massaspektri sekd erilaisia NMR-spektrejd. Vilituotteille, jotka kiteytyivédt hyvin,

laskettiin myds saantoprosentti.

9.1 Lihtoaineiden (3 ja 2) tarkistus

Ty6 aloitettiin varmistamalla lihtdaineiden tila. N-akryloyyliglysinaatin (3) 'H NMR-
spektrissé (liite 1) havaittiin O-H-protoni kemiallisella siirtymadlld 6=3,7 ppm (singletti), typen
ja karbonyylihiilen vilissd olevat CHz-protonit kemiallisella siirtymélld 6=4,0 ppm (dubletti)
ja kaksoissidoksen protonit kemiallisilla siirtymilld 8=5,7 ppm (multipletti) ja 8=6,2—6,3 ppm
(multipletti). Typen ja karbonyylihiilen vélisten protonien signaali (dubletti singletin sijasta) ja
yhden kaksoissidos protonin signaali (multipletti dubletin dubletin sijaan) erosivat sekd
ennustetusta ettd samasta yhdisteestd aiemmin mitatusta 'H NMR-spektristd. Erojen arvellaan
johtuvan siitd, ettd tuotetta on kuivattu vakuumissa. Talloin kaikki liuotinjddmét on saatu
poistettua, eikd N-H-protonien vaihto ole endd huomattavaa. Talloin N-H-protoni kytkeytyy
viereisiin protoneihin ja niiden 'H NMR-signaalit jakautuvat. Liséksi siirtymilld 6=3,7 ppm
esiintyvén signaalin integraali on yksi, eli ldhtaineen metyyliesteri on mahdollisesti osittain
hajonnut karboksyylihapoksi. Metyyliesteri pyrittiin palauttamaan antamalla yhdisteen
reagoida metanolin kanssa rikkihapon ldsni ollessa. 'H NMR-spektrin perusteella yhdiste

kuitenkin hajosi. N-akryloyyliglysinaattia pdétettiin siis kdyttdd sellaisenaan.

Aminometyylihypofosforihapoke (2) ei liuennut mihinkdén saatavilla olleescen NMR-
liuottimeen, joten siitd mitattiin IR-spektri (liite 2). Spektrissd havaittiin heikko signaali noin
aaltoluvulla 3000 cm!, joka sopii aminoryhmin N-H-venytysvirihdykseen. Aaltoluvulla 2350
cm’! havaittiin C-H-sidosten virihdyksid, ja sormenjilkialueella havaittiin aaltoluvulla 1000
cm! P=O-sidoksen absorptiosta aiheutuva signaali. Spektri vastasi yhdisteesti aiemmin

mitattua spektrid.



45

9.2 Suojattu aminometyylihypofosforihapoke (1)

Valmistettu suojattu aminometyylihypofosforihapoke (1) oli valkoista ja vakuumikuivatuksen
jéilkeen sen massa oli 0,464 g. Tuotteen saantoprosentti oli 9,6 %. Tuotteen muodostuminen
varmistettiin  NMR-spektroskopian avulla ja saatua spektrid verrattiin myds yhdisteen
kirjallisuudesta 18ytyvidn spektriin. '"H NMR-spektrissd (liite 3) havaittiin kemiallisen
siirtymén arvolla 0=3,4 ppm typen ja fosforin vilisten CH>-protonien signaali (dubletti) ja
kemiallisen siirtymén arvolla 8=5,1 ppm fenyyliryhmén ja hapen vilisten CHz-protonien
signaali (singletti). Aromaattisten protonien signaali havaittiin kemiallisen siirtymén arvolla
8=7,2—7,5 ppm (multipletti). Ennustettuun ja yhdisteesti aiemmin mitattuun '"H NMR-spektriin
verrattuna typen ja fosforin vélisten protonien signaali oli dubletti singletin sijasta. On
kuitenkin mahdollista, ettd fosfori kytkeytyy protoneihin ja aiheuttaa signaalin jakautumisen.
Itse asiassa myOs yhdisteestdi aiemmin mitatussa spektrissd signaalissa on havaittavissa

hienorakennetta.

9.3 Suojatun aminometyylihypofosforihapokkeen (1) ja N-akryloyyliglysinaatin (3)
Michael-additio

Oletettua N-akryloyyliglysinaattiaminometyylihypofosforihapoketta (4) saatiin 0,155 g, mika
vastaa saantoprosenttia 22 %. Oletetusta tuotteesta mitattiin 'H NMR-spektri (liite 4) useaan
kertaan, mutta jostain syystd spektrissd havaittiin vain liuottimen signaalit. On mahdollista,
ettei tuote liuennut kdytettyyn NMR-liuottimeen. Liséksi on mahdollista, ettd synteesissé ei
syntynyt haluttua tuotetta. N-akryloyyliglysinaatti ei liuennut refluksoinnin aikana, mika
todennikdisesti on vaikuttanut reaktion etenemiseen. Oletetusta tuotteesta mitattiin myds *C-

ja 3'P NMR-spektrit, joissa ei mydskiin havaittu halutun tuotteen resonanssisignaaleja.

Tuotteesta mitattiin myds IR-spektri (liite 5), jonka perusteella tuote on orgaaninen yhdiste.
Spektrissi aaltoluvulla 1731 cm™ havaitaan C=O-venytysvirihdys, aaltoluvulla 1398 c¢cm
mahdollisesti O-H-taivutus ja alueella 3125-2808 cm! N-H, C-H ja O-H-sidosten
venytysvardhdyksid. Lisdksi aromaattisen renkaan C-C-virdhtely voisi aiheuttaa havaitun
signaalin aaltoluvulla 1539 cm™ ja C-N-venytykset signaaleja alueella 12081026 cm™. IR-

spektrin perusteella synteesid péétettiin jatkaa kyseisestd vilituotteesta.
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Jilkeenpdin tarkasteltuna on mahdollista, ettd tuotteeksi saatiin N-akryloyyliglysinaatti-
aminometyylihypofosforihapokkeen sijasta esimerkiksi N-akryloyyliglysinaatin suolaa. IR-
spektrin signaali aaltoluvulla 2808 cm™ voisi johtua esimerkiksi amiinin suolan N-H-
sidoksesta. Jos ldhtdaineiden yhdistdminen ei onnistunut, voisi N-akryloyyliglysinaatin suolan
muodostuminen olla jopa todenndkdistd. Suolan muodostuminen selittdisi myos vélituotteen

heikon liukoisuuden orgaanisiin liuottimiin, metanoliin ja DMSO:iin.

9.4 Tetraglysiinihypofosforihapoke (5)

Liukenemattomuus oli ongelmana myds tdssd synteesivaiheessa. Erityisesti liittdessa
Cbz-Gly-OH:a  N-akryloyyliglysinaattiaminometyylihypofosforihapokkeeseen  reaktio-
seokseen jdi liukenematonta sakkaa. Se erotettiin liuoksesta ennen synteesin jatkamista. Sakan
poistamisen jilkeen reaktioseoksen kisittelyd jatkettiin kaavion 4 vaiheen 3 mukaisesti.
Lopulta saatiin pieni méiri ruskeaa 6ljymiisti tuotetta, josta mitattiin '"H NMR- (liite 6) ja '*P
NMR (liite 7) -spektrit metanolissa. Protonispektrissd néhtiin voimakkaina liuottimena
kiytetyn metanolin signaalit, mutta my0s muita signaaleja, joiden intensiteetti oli melko
alhainen. Ensimmadiselld kerralla mitatussa fosforispektrissd havaittiin muutama heikko
signaali, mutta ei oletettua yksittdistd vahvaa signaalia. Suoraan fosforissa kiinni oleva protoni
voisi kytkeytyd fosforiin ja jakaa signaalin dubletiksi vastaten mitattua spektrid. Tama
kuitenkin tarkoittaisi sitd, ettd tyossé ei olisi syntynyt tavoiteltua tuotetta, silld siind fosforissa
el ole suoraan kiinni protonia. Fosforisignaali oli kuitenkin hyvin heikko, eikd toisessa
mittauksessa signaaleja endd havaittu. Jos yhdisteesséd on fosforia, sitd on todennédkdisesti hyvin

vahan.

Spektrien avulla ei pystytty pddttelemain, mitd yhdisteitd reaktiossa oli syntynyt. Tavoiteltua
tuotetta reaktiokolvi ei vaikuta sisiltdvin, silli mitatun "H NMR-spektrin protonien méri on
vihdisempi kuin tavoitellussa tuotteessa. Oljyn ruskeahkon virin perusteella tuote voisi siséltii
bromia, jota on voinut jdidi reaktioseokseen. Koska reaktioseoksesta mitatussa 'H NMR-
spektrissd havaitaan signaali kemiallisen siirtymén arvolla 6=0,2 ppm, voisi seokseen olla

jaanyt reagenssina kédytettyd bromitrimetyylisilaania.
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9.5 Liukenematon sakka

Tetraglysiinihypofosforihapokkeen valmistusvaiheessa erotettua liukenematonta sakkaa
paétettiin tutkia tarkemmin. Koska alkuperdinen reaktio ei tuottanut haluttua yhdistetti,
ajateltiin sakkaa mahdollisena vélituotteena, josta voitaisiin jatkaa kohti tavoiteltua tuotetta.
Sakasta mitatun 'H NMR-spektrin (liite 8) avulla péiteltiin, ettd sakka voisi olla
tetraglysiinihypofosforihapokkeen metyyliesterid. Spektrissa siirtymélld 6=2,9 ppm havaittu

voimakas singletti voisi vastata CH3-ryhmaa.

Liukenemattoman sakan kasittely aloitettiin hydrolyysireaktiolla, jonka tavoitteena oli purkaa
metyyliesterisuojaus. 'H NMR-spektrin (liite 9) perusteella vaikutti kuitenkin silti, etti
Cbz-Gly-OH ei ollut liittynyt N-akryloyyliglysiinihypofosforihapokkeeseen. Cbz-Gly-OH
lisédttiin uudelleen, minkd jilkeen synteesid jatkettiin bromitrimetyylisilaani-késittelylld ja

lopuksi tehtiin hydrolyysireaktio veden ja HCl:n avulla.

3P NMR-spektrissi ei havaittu signaaleja. 'H NMR-spektrissi (liite 10) havaitut
voimakkaimmat signaalit vastaavat todenndkdisesti N-metyylimorfolinium-kloridia. N-
metyylimorfolinium-kloridia on onnistuttu erottamaan aiemminkin>’, jolloin kiteiden todettiin
olevan vetistyvid. Tami sopii myds nyt saatuun lopputuotteeseen. N-metyylimorfolinium-
kloridin oletettu kolmiulotteinen rakenne on esitetty kuvassa 25. Sen CHz-protonit ovat
kemiallisesti ei-ekvivalentteja. "H NMR-spektrissi siirtymilld 6=3,2 ppm (dubletin tripletti) ja
0=3.,5 ppm (dubletti) havaitaan Ha- ja Hy- protonien signaalit, ja siirtymilld 6=3,8 ppm (tripletti)
ja 0=4,1 ppm (dubletin dubletti) puolestaan Hc- ja Hg- protonien signaalit. Metyyliryhméan He-
protonien signaali havaitaan siirtymilld §=2,9 ppm (singletti). 3C NMR-spektrissi havaitaan
kolme signaalia. Metyyliryhmén hiilen signaali havaitaan siirtymilld 6=42,7 ppm, typped
lahempénd olevien renkaan hiilien signaali siirtymélld 6=53,3 ppm ja happea ldhempani

olevien renkaan hiilien signaali siirtymalld 6=63,8 ppm.

Kuva 25. N-metyylimorfolinium-kloridin kolmiulotteinen rakenne ja protonien assignointi.
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Massaspektrometria vahvisti epdilykset N-metyylimorfoliinista, silld positiivista ionisaatiota
kdyttden mitatussa massaspektrissd (liite 11) ndkyvd m/z 102,09 tdsmdd hyvin N-
metyylimorfoliinin [M+H]" ioniin. Myds IR-spektri (liite 12) vahvistaa oletusta
N-metyylimorfoliinista tai N-metyylimorfolinium-kloridista, silld spektrissd havaitaan
signaalit aallonpituuksilla 3368 cm™ ja 1651 cm™'. Ndmi voisivat vastata sekundaarisen N-H-

sidoksen ja C=0-sidoksen aallonpituuksia.

Mukana voi myds olla hieman N-metyylimorfoliini-N-oksidia. Oksidia olisi mahdollista
muodostua, jos liuottimena kédytetyssd tetrahydrofuraanissa (THF) on muodostunut
peroksideja. Peroksidien muodostuminen THF:ssa on mahdollista hapen ldsna ollessa. THF:n
kuivauksen aikana astia oli varustettu kalsiumkloridiputkella, joka estdd kosteuden, mutta ei
hapen, padsyn astiaan. Lisdksi kuivattu THF seisoi useita pdivid kyseisessd astiassa, jolloin
peroksideja on voinut muodostua. N-metyylimorfoliini-N-oksidin ldsndoloa tukee myds
negatiivista ionisaatiota kdyttden mitattu massaspektri (liite 13), josta voisi 10ytyd sopivia
fragmentteja. Esimerkiksi [2M+Na-H]™-ionin laskettu m/z arvo olisi 255,13 ja spektrisséd
havaitaan piikki arvolla m/z 255,23. Liséksi spektrissi havaitaan piikki arvolla m/z 297,15, joka
voisi vastata ionia [2M+2MeOH-H], jonka laskettu m/z arvo on 297,20. Toisaalta IR-
spektrissd ei havaita N-metyylimorfoliini-N-oksidin N-O-sidoksen absorptiosignaaleja, joten
jos mukana on oksidia, midrd on hyvin pieni. N-O-sidoksen absorptiosignaalit esiintyisivit

noin aallonpituusalueella 1550-1500 cm™.

N-metyylimorfoliinin lisiksi yhdisteen 'H NMR-spektrissd havaitaan siirtymilld §=3,9 ppm
singletti. Kyseisilld protoneilla ei vaikuta 2D-spektrien perusteella olevan korrelaatiota muihin
protoneihin, mutta korrelaatio typpeen ja karbonyylihiileen on. Néiden perusteella seoksessa
voisi lisdksi olla kdytetystd N-bentsyylioksikarbonyyliglysiinistd Cbz-suojaryhméin poiston
jilkeen jiljelle jadnyt glysiini. 800 MHz NMR-spektrometrilld mitatussa '"H NMR-spektrissi
havaitaan tarkemmin pienelld intensiteetilld esiintyvid signaaleja. Ndiden perusteella pyrittiin
selvittdméén, mitd ldhtdaineille on tapahtunut ja sisdltadko lopullinen reaktioseos edellisissa
kappaleissa tunnistettujen yhdisteiden liséiksi vield muita yhdisteiti. Liitteessd 14 esitetiiin 'H
NMR-spektri, jossa heikompien signaalien intensiteettejd on kasvatettu. 2D NMR-kokeiden
perusteella pystyttiin péittelemiin ydinten vilisid korrelaatioita. 'H,'H TOCSY -spektrissi
havaittiin korrelaatio esimerkiksi aromaattisen alueen protonien (6=7,3-7,4 ppm) ja CHa-
protonien (0=5,3 ppm (singletti)) vélilldi. Tdma voisi viitata Cbz-suojaryhmédn poistossa

muodostuneeseen bentsyylibromidiin. Liséksi havaitaan mahdollisesti
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isobutyyliklooriformiaatin signaalit siirtymilld 6=0,96 ppm (dubletti), =2,0 ppm (multipletti)
ja 8=3.9 ppm (dubletti). Siirtymén 6=3,9 ppm protonien ja karbonyylihiilen vililld havaitaan
korrelaatio 'H,'*C HMBC-spektrissi, miki sopisi hyvin isobutyyliklooriformiaattiin. Kuvassa
26 on esitetty N-metyylimorfoliinin lisdksi reaktioseoksessa oletetusti olevien yhdisteiden

rakenteet ja punaisella niiden protonien NMR-siirtymét (ppm).

0,96
HzN/\[( 09 3.9 hig
o) O
glysiini bentsyylibromidi isobutyyliklooriformiaatti

Kuva 26. N-metyylimorfoliinin lisdksi reaktioseoksessa oletetusti olevat yhdisteet ja niiden

protonien NMR-siirtymét (ppm).
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10 YHTEENVETO

Bakteerien vastustuskyky nykyisid antibiootteja vastaan on jatkuvasti muuttuva ja kasvava
ongelma, minka takia uusia erilaisia antibiootteja on kehitettiva. Bakteerien peptidoglykaanin
synteesi ja sithen vaikuttavat entsyymit ovat hyvé kohde ladkeaineille, silld ihmisen solut eivit
sisdllda soluseindd. Lisdksi yksittdisten synteesivaiheiden rajoittaminen estdd synteesin

etenemisen ja heikentdd peptidoglykaania, miké johtaa bakteerisolujen hajoamiseen.

Siirtymdtila-analogeja on tutkittu aktiivisesti, silld ne sitoutuvat entsyymiin huomattavasti
paremmin, kuin substraatti. Niiden avulla on tutkittu entsyymien reaktiomekanismeja sekéa
sitoutumiseen ja katalyysiin osallistuvia aminohappoja. Niitd on myos kehitetty entsyymien
inhibiittoreiksi, joita voitaisiin kayttdd lddkeaineina.  Siirtymdtila-analogien pohjalta
suunnitelluista lddkeaineista esimerkkind ovat HIV-infektiota vastaan kehitetyt HIV-proteaasi-

inhibiittorit Saquinavir ja Darunavir.

Tassd tyOssd tavoitteena oli  valmistaa lysostafiinientsyymin —siirtymétila-analogia,
tetraglysiinifosfinaattia, siind kuitenkaan onnistumatta. Pddosin saatu reaktioseos vaikutti
siséltdvan reagenssina kiytettyd N-metyylimorfoliinia tai sen suolaa N-metyylimorfolinium-
kloridia, sekd hieman muitakin kéytettyjd reagensseja tai niiden osia, kuten glysiinié,

bentsyylibromidia ja isobutyyliklooriformiaattia.

Jalkikdteen spektrejd analysoidessa huomataan, ettd tetraglysiinihypofosforihapoketta
valmistettaessa muodostuneen liukenemattoman sakan '"H NMR-spektri ei juurikaan muutu
Cbz-Gly-OH:n liittdmisen uusinnasta huolimatta. Se vahvistaa N-metyylimorfoliinin tai N-
metyylimorfolinium-kloridin muodostumisen. Jos liukenematon sakka, josta synteesid
jatkettiin, olisi sisdltdnyt paddosin jotakin toivottua vilituotetta, sen olisi pitdnyt reagoida
seuraavissa vaiheissa. Oletettavasti suojatun aminometyylihypofosforithapokkeen ja N-
akryloyyliglysinaatin yhdistdmisvaiheessa l4htdaineet eivdt ole yhdistyneet tai ne ovat
hajonneet. Epdonnistuneen reaktion seurauksena fosforia sisaltivd molekyylin osa ei ole ollut
endd mukana saadussa viélituotteessa tai sitd on ollut hyvin vdhédn. Tété oletusta tukee se, etti
ensimmiisen loppuun saatetun synteesin reaktiokolvissa olevasta seoksesta mitatussa >'P
NMR-spektrissd havaitaan hyvin heikko fosforisignaali, ja liukenemattomasta sakasta loppuun
saakka jatketun synteesin reaktiokolvissa olevasta seoksesta mitatussa spektrissd fosforia ei

havaita ollenkaan. IR-spektreissd el myo6skddn havaittu selkedsti
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aminometyylihypofosforihapokkeen spektrissd havaittua P=0O absorptiota aaltoluvulla 1000

cm™.

Synteesin onnistumisen kannalta olisi voinut olla hyodyllistd seurata reaktioiden etenemista
TLC:n avulla, jolloin olisi havaittu, jos jokin reaktio ei olisi edennyt loppuun. Témaé olisi voinut
helpottaa tuotteen tunnistamista. Lisdksi tyon aikana olisi pitdnyt kiinnittdd tarkemmin
huomiota reaktio-olosuhteisiin. Vaikka kaikkien reagenssien kayttoturvallisuustiedotteet oli
luettu etukiteen ja tdrkeimmit tiedot reagensseista kirjattu ylos laboratoriopdivékirjaan,
bromitrimetyylisilaania kéytettdessd unohdettiin ensimmadiselld kerralla kdyttdd kosteutta
sitovaa kalsiumkloridiputkea refluksointilaitteistossa. Télloin bromitrimetyylisilaani on voinut

reagoida veden kanssa, minkd vuoksi reaktio ei ole vélttdmaittd edennyt odotetusti.

Jos kyseinen synteesi suoritettaisiin uudelleen, tehtiisiin jokainen reaktio varmuuden vuoksi
typen alla. Lisdksi ldhtoaineiden pitkdd varastointia kannattaisi valttdd. Vaikka ldhtoaineet
vaikuttivat NMR- ja IR-spektrien perusteella olevan kunnossa, oli esimerkiksi
N-akryloyyliglysinaatin véri muuttunut kirkkaasta keltaiseksi. Myos useiden vilituotteiden
heikko liukoisuus on voinut olla yksi vaikuttavista tekijoistd synteesin epdonnistumiseen. Olisi
ollut hyddyllistd myds mitata useampia eri NMR-mittauksia ensimmaéisend loppuun saatetun
synteesin reaktiokolvissa olleesta seoksesta, jotta yhdisteet olisi saatu tunnistettua.
Valitettavasti lisdmittauksia ei ehditty tekemddn, koska nidytteet oli jo ehditty hévittdd

laboratoriosta.
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11 SYNTEESIOHJEET

11.1 Suojatun aminometyylihypofosforihapokkeen valmistus

Valmistettiin ensin 100 ml 0,86 M kaliumkarbonaattilivosta punnitsemalla 11,888 g

kaliumkarbonaattia ja liuotettiin se 100 ml mittapullossa ionivaihdettuun veteen.

Punnittiin 1,999 g aminometyylihypofosforihapoketta ja siirrettiin se kolmikaulakolviin ja
kolvi kiinnitettiin refluksointilaitteistoon. Kolviin liséttiin 21,5 ml aiemmin valmistettua 0,86
M kaliumkarbonaattilivosta mittalasin tarkkuudella. Seoksen ldmpdétila laskettiin nollaan
celsiusasteeseen  upottamalla kolvi jdihin. 0 °C liuokseen lisdttiin 4,12 ml
bentsyyliklooriformiaattia 0,2 ml erissd, minkd jdlkeen seos jitettiin sekoittumaan

huoneenldmp6on yoksi.

Seuraavana piivdnd seokseen liséttiin vield kaksi kertaa 0,5 mooliekvivalenttia, eli 1,5 ml,
bentsyyliklooriformiaattia, ja seoksen annettiin sekoittua tunti. Timén jélkeen seos pestiin 35
ml:1la vettd. Saatu vesiliuos pestiin vield etyyliasetaatilla (3x30 ml) ja tolueenilla (1x30 ml).
Puhdistettu vesifaasi kaadettiin dekantterilasiin, johon oli valmiiksi punnittu 130 g jéité. Jdiden
sulamisen jilkeen liuos happamoitettiin 1 M HCI liuoksella niin, ettd liuoksen pH oli noin 2. 1
M HCl-liuos valmistettiin 37 % HCl-liuoksesta. Seokseen muodostui valkoista sakkaa, joka
imusuodatettiin ja jdtettiin kuivumaan kellolasille yoksi. Sitd kuivattiin vield yon ajan
vakuumissa. Tuotetta saatiin 0,464 g (9,6 %). '"H NMR (300 MHz in CDCls): § = 3.4 (2H, d),
5.1 (2H, s), 7.2-7.5 (5H, m) ppm.

11.2 N-akryloyyliglysinaatin esterointi

Punnittiin 25 ml kolviin 0,305 g Ojalan valmistamaa N-akryloyyliglysinaattia, ja lisdttiin 10 ml
metanolia ja 1 pisara vikevai rikkihappoa. Téamén jdlkeen seosta refluksoitiin 30 minuutin
ajan. Refluksoinnin jidlkeen seosta uutettiin 30 ml:11d dietyylieetterid. Eetterikerros pestiin
vedelld (25 ml) ja kylldiselld natriumkloridiliuoksella (25 ml), jolloin muodostui sakka, joka
erotettiin liuoksesta. Eetterikerros kuivattiin natriumsulfaatilla, minké jélkeen kuivausaine

suodatettiin pois ja eetterikerros haihdutettiin rotavaporilla.

Kolviin jifineesti jainnoksestd sekd muodostuneesta sakasta mitattiin 'H NMR-spektrit.

Livottimena  kdytettiin  metanolia. Spektreissé ~ ei  havaittu  esterditynyttd
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N-akryloyyliglysinaattia; sakasta mitatussa spektrissd havaittiin vain liuotin, ja kolviin
jééneestd jadnnoksestd mitatun spektrin perusteella vaikutti siltd, ettd N-akryloyyliglysinaatti
oli hajonnut. Uutosta jdéneet vesikerrokset haihdutettiin vield kuiviin ja jaddnnoksistd mitattiin
'H NMR-spektrit, mutta esterditynytti N-akryloyyliglysinaattia ei havaittu. Patettiin kiyttid

Ojalan valmistamaa N-akryloyyliglysinaattia sellaisenaan ilman esterdintié.

11.3 Suojatun aminometyylihypofosforihapokkeen ja N-akryloyyliglysinaatin Michael-
additio

Valmistettiin 4 M HCl-liuosta sekoittamalla 10 ml mittapullossa 3,333 ml 37 % HCl-liuosta

ionivaihdettuun veteen.

Punnittiin 50 ml kaksikaulakolviin 0,427 g suojattua aminometyylihypofosforihapoketta.
Liséttiin ~ kolviin 1,946 ml  heksametyylidisilatsaania, ja  sekoitettiin  seosta
refluksointilaitteistossa typen alla noin 95 °C:ssa kahden tunnin ajan. Annettiin liuoksen
jadhtyd 40 °C:een ja lisittiin sekaan 0,319 g N-akryloyyliglysinaattia. Limmitettiin seos 85

°C:een ja sekoitettiin 3 tunnin ajan. N-akryloyyliglysinaatti ei liuennut juuri ollenkaan.

Vaikka N-akryloyyliglysinaatti ei liuennut, péétettiin jatkaa reaktiota. Jadhdytettiin seos noin
40 °C:een ja lisittiin tiputussuppilosta tipoittain 10 ml metanolia. Refluksoitiin seosta yon yli
80 °C:ssa. Haihdutettiin rotavaporilla haihtuvat yhdisteet, jolloin saatiin oranssi tahmea
jaannds. Jaannos ei kuitenkaan ollut homogeenisti, kuten ohjeessa'? sanottiin. Liuotettiin tuote
10 millilitraan metanolia ja happamoitettiin se 25 pisaralla 4 M HCl:a, jolloin pH oli noin 2.
Suodatettiin imusuodatuksen avulla sakka pois ja sekoitettiin suodos 90 ml:aan dietyylieetteria.
Muodostunut osittain valkea ja osin rusehtava sakka suodatettiin imusuodatuksen avulla ja

stirrettiin kellolasille kuivumaan. Tuotetta saatiin 0,155 g (22 %).

Tuotteesta mitattiin 'H NMR-spektri metanolissa ja '*C NMR-spektri DMSO:ssa. Spektreissi
ei havaittu halutun tuotteen signaaleja, vaan pelkéstdén liuottimen signaalit. Tamén jilkeen

tuotteesta mitattiin IR-spektri, jonka perusteella synteesid paitettiin jatkaa edelleen.
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11.4 Tetraglysiinihypofosforihapokkeen valmistus

Liséttiin kolviin edellisesséd vaiheessa saatu tuote ja 1,1 ml 33 % HBr-liuosta etikkahapossa.
Sekoitettiin seosta kahden tunnin ajan huoneenldmmossé. Haihdutettiin rotavaporilla seoksesta
liuotin pois, jolloin jéljelle jdi vaalean kellertdvéd sakka. Huuhdeltiin sakka dietyylieetterilla

(3x7 ml).

Punnittiin toiseen kolviin 0,076 g Cbz-Gly-OH:ta ja liséttiin sekaan 3,7 ml kuivaa THF:a,
0,088 ml N-metyylimorfoliinia ja 0,05 ml isobutyyliklooriformiaattia. Sekoitettiin puolen
tunnin ajan. Lisdttiin valmistettu aktivoitu Cbz-Gly-OH edellisessd vaiheessa saadun pestyn

sakan sekaan ja jdtettiin sekoittumaan huoneenldmpdon yon yli. Sakka ei liuennut yon aikana.

Seoksesta haihdutettiin liuotin pois rotavaporilla. Liséttiin jadnnoksen sekaan 10 ml
etyyliasetaattia ja happamoitettiin liuos 15 pisaralla 4 M HCl-liuosta, jolloin pH oli noin 3.
Imusuodatettiin sakka pois, ja otettiin se talteen mahdollisia jatkotutkimuksia varten. Pestiin
orgaaninen kerros kaksi kertaa 4 ml vékevélld natriumkloridiliuoksella ja kuivattiin se
natriumsulfaatilla. Haihdutettiin liuotin pois rotavaporilla, jolloin jdljelle jéi oranssi 6]jyméinen

jaannos.

Sekoitettiin 1,1 ml dikloorimetaania ja 0,96 ml bromitrimetyylisilaania toisiinsa, ja liséttiin
liuvos jddnnoksen sekaan. Jdtettiin sekoittumaan viikonlopun yli huoneenldmpdon
refluksointilaitteistoon. Koska reaktiosta puuttui kalsiumkloridiputki, osa liuottimesta oli
padssyt haihtumaan ja kosteus saattoi vaikuttaa reaktioon. Haihdutettiin jiljelle jadnyt liuotin

rotavaporilla. Jadnnds oli tdssd vaiheessa tummaa ja 6ljymaista.

Lisattiin jadnnokseen 0,74 ml vettd ja sekoitettiin tunnin ajan huoneenldmmossa. Liséttiin vield
1,84 ml 37 % HCl-liuosta ja jatettiin seos sekoittumaan yon yli. Haihdutettiin liuotin pois
rotavaporilla, jolloin jdljelle jai tumman ruskeahko liuos. Saadun tuotteen maird oli niin
vihiinen, ettei sille saatu laskettua saantoa. 'H NMR (300 MHz in MeOD): & = 0.2 (2H, dd,
Ji1=6.7 Hz, J»=1.6 Hz), 1.3 (1H, s), 3.0 (3H, s) ppm. *P NMR (121.5 MHz in MeOD): § =5.5

(d) ppm.
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11.5 Liukenemattoman sakan Kisittely

Tetraglysiinihypofosforihapokkeen synteesin aikana syntyneesti suodatetusta
liukenemattomasta sakasta mitattiin 'H NMR-spektri, jonka perusteella péiteltiin, etti se voisi
sisiltdd tavoitellun tuotteen metyyliesterid, joka hydrolysoitiin. "H NMR (300 MHz in MeOD):
0=2.9(3H, ), 3.1 (2H, td, /1=12 Hz, J»=3.3 Hz), 3.4 (2H, d), 3.7 (3H, t), 4.0 (2H, dd, Ji=13
Hz, /o=3.1 Hz) ppm.

Lisattiin sakan sekaan 1 ml vettd, annettiin sekoittua tunti ja lisdttiin vield 2,5 ml 37 % HCI-
liuosta. Annettiin sekoittua yon yli huoneenlammdossd. Haihdutettiin liuotin pois rotavaporilla,
jolloin jiljelle jdi &ljymiistd tuotetta, jossa oli vaalean keltaisia kiteitd. Mitatun 'H NMR-
spektrin perusteella yhdiste ei ollut reagoinut Cbz-Gly-OH:n kanssa, joten tehtiin sen lisdys
uudelleen. "H NMR (300 MHz in MeOD): § =2.3 (3H, s), 3.0 (2H, t), 3.3 (2H, d), 3.6 (2H, t),
3.9 (2H, d) ppm.

Punnittiin 0,107 g Cbz-Gly-OH:ta ja lisdttiin sen joukkoon 5,2 ml kuivaa THF:a, 0,130 ml
N-metyylimorfoliinia ja 0,08 ml isobutyyliklooriformiaattia. Sekoitettiin puolen tunnin ajan.
Liséttiin erilliseen kolviin késiteltdvd sakka, jota oli 0,193 g, ja lisdttiin sekaan valmistettu
aktivoitu Cbz-Gly-OH. Sekoitettiin yon yli huoneenldmmdssa refluksointilaitteistossa typen

alla. Haihdutettiin liuotin pois rotavaporilla, jolloin jéljelle jdi oranssin kellertdvd vahamainen

sakka.

Sekoitettiin toisiinsal,4 ml bromitrimetyylisilaania ja 1,565 ml molekyyliseuloilla kuivatettua
metanolia. Liséttiin liuos varovasti sakan sekaan ja jétettiin sekoittumaan viikonlopun yli
refluksointilaitteistoon, joka oli suojattu kalsiumkloridiputkella. Haihdutettiin liuotin pois

rotavaporilla, jolloin jéljelle jdi kellertdvin ruskea 6ljyméinen tuote, jossa oli pienid kiteita.

Liséttiin kolviin 1,043 ml vettd, sekoitettiin tunti, ja liséttiin 2,608 ml 37 % HCl-liuosta.
Annettiin seoksen sekoittua yon yli huoneenldmmdssa. Haihdutettiin liuotin pois rotavaporilla,
ja jétettiin jddnnds vield vetokaappiin haihtumaan. Tuote oli keltaisen ruskeaa nestettd, joka

kiteytyi osittain ajan kanssa. Tuotteelle ei saatu laskettua saantoa.

Tuotteesta mitattiin '"H NMR, '3C NMR, 'H,*C HSQC, 'H,'*C HMBC, 'H,'"N HMBC, 'H,'H
TOCSY ja {'H}3'P NMR-spektrit. Liséksi tuotteesta mitattiin massaspektrit seki positiivisella

ettd negatiivisella ionisaatiolla. Liuottimena kéytettiin metanolia.
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'"H NMR (800 MHz in MeOD): § = 2.9 (3H, s, He), 3.2 (2H, td, H, tai Hy, Ji=12 Hz, J,=2.8
Hz), 3.5 (2H, d, Ha tai Hy), 3.8 (2H, t, Hc tai Hq), 4.1 (2H, dd, Hc tai Hq, J1=13 Hz, />=2.1 Hz)
ppm. 3C NMR (200 MHz in MeOD): & = 42.7, 53.3, 63.8 ppm. MS: m/z 102,09

[CsHIINO+H]".
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Kankkunen

TJE-004
in MeOD at 30C
1H NMR at 300 MHz

27.9.2022 Eveliina
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TJE-004 undissolved

in MeOD at 30C
1H NMR at 300 MHz
22.9.2022 Eveliina Kankkunen
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TJE-005
in MeOD at 30C
1H NMR at 300 MH=z
6.10.2022 Eveliina Kankkunen
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MeQD

25 C

1H proton with presat
210223

TS-analog sample

Buffer
T =

9887 ¢ —

09% "7 —
€19 F—

0Z21°6—
STE S —

76

0.96 0.94 ppem
b
\
"(
|
™~ \
. 1

1.9 ppm

2.0

.1

LJ_A_LJL_J U’ﬂ ot uJ U uJ

T
ppm

/
.89

LIITE 14

4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm

4.5

5.0

6.5

7.0




	TIIVISTELMÄ
	ESIPUHE
	SISÄLLYSLUETTELO
	LYHENTEET
	1 JOHDANTO
	2 BAKTEERIEN PEPTIDOGLYKAANI
	3 PEPTIDOGLYKAANIN SYNTEESIN SÄÄTELY JA RAJOITTAMINEN
	3.1 Entsyymit
	3.2 Peptidoglykaanin biosynteesi
	3.3 Peptidoglykaanihydrolaasit
	3.3.1 Lysostafiini

	3.4 Antibiootit
	3.4.1 Antibioottien kehitys


	4 PEPTIDOGLYKAANIEN ANALYYSIMENETELMIÄ
	4.1 Läpäisyelektronimikroskopia
	4.2 Atomivoimamikroskopia
	4.3 Röntgenkristallografia
	4.4 Korkean erotuskyvyn nestekromatografia
	4.5 Massaspektrometria
	4.6 NMR-spektroskopia

	5 SIIRTYMÄTILA-ANALOGIT
	5.1 Siirtymätila-analogien suunnittelu
	5.2 Siirtymätila-analogien sovelluskohteita
	5.3 Sitoutumistutkimukset

	6 TYÖN TARKOITUS
	7 KÄYTETYT LAITTEET JA REAGENSSIT
	8 TYÖN TOTEUTUS
	8.1 Suojatun aminometyylihypofosforihapokkeen valmistus
	8.2 Suojatun aminometyylihypofosforihapokkeen ja N-akryloyyliglysinaatin Michael-additio
	8.3 Tetraglysiinihypofosforihapokkeen valmistus
	8.4 Liukenemattoman sakan käsittely

	9 TYÖN TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU
	9.1 Lähtöaineiden (3 ja 2) tarkistus
	9.2 Suojattu aminometyylihypofosforihapoke (1)
	9.3 Suojatun aminometyylihypofosforihapokkeen (1) ja N-akryloyyliglysinaatin (3) Michael-additio
	9.4 Tetraglysiinihypofosforihapoke (5)
	9.5 Liukenematon sakka

	10 YHTEENVETO
	11 SYNTEESIOHJEET
	11.1 Suojatun aminometyylihypofosforihapokkeen valmistus
	11.2  N-akryloyyliglysinaatin esteröinti
	11.3 Suojatun aminometyylihypofosforihapokkeen ja N-akryloyyliglysinaatin Michael-additio
	11.4 Tetraglysiinihypofosforihapokkeen valmistus
	11.5 Liukenemattoman sakan käsittely

	KIRJALLISUUSLUETTELO
	LIITTEET

