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1. Sissejuhatus

Uheks enamlevinuks valkude posttranslatoorse modifitseerimise teeks on nende fosforiiiilimine
proteiinkinaaside poolt. Fosforiililimise reaktsioon toimub kuni 30% looduses esinevate valkude
korral ning selle abil reguleeritakse valkude omadusi, eelkdige nende kataliiiitilist aktiivsust
(Ubersax ja Ferrel, 2007). Seetdttu on valkude fosforiiiilimine tdhtis elutegevusega seotud
protsesside regulatsiooni seisukohast ning proteiinkinaasid on osutunud viga olulisteks ravimite
toime sihtmérkideks. Viimane asjaolu muudab huvitavaks ka proteiinkinaaside toimemehhanismi
uuringud.

Enam kui 500 tuntud proteiinkinaasi hulgast omab erilist tdhendust cAMP poolt reguleeritud
proteiinkinaas A, mida on uuritud vdga pohjalikult, ning mis on ténaseni iiks proteiinkinaaside
»,mudelensiiiime* (Manning et al., 2002). Seda on soodustanud asjaolu, et selle ensiitimi aktiivsuse
eest vastutavat kataliiiitilist alaiihikut on vdimalik suhteliselt lihtsalt eraldada ja puhastada ning
kasutada selle ensiilimi toimemehhanismi ja struktuuri uuringuteks (Taylor et al,, 2004). Sellest
lahtuvalt on ka kdesolevas t60s kasutatud proteiinkinaasi A kataliiiitilist alatihikut.

Kuna ligandide seostumine PKAc aktiivtsentris pohjustab olulisi valgu struktuuri
timberkorraldusi, on voimalik nende muutuste jidlgimine fluorestsentssondide abil. Need sondi
molekulid seotakse kovalentselt valguga ja nende fluorestsents muutub, kui valgu konformatsiooni
muutusega kaasnevad sondi mikrokeskkonna muutused. Kéesolevas t60s kasutati selliselt
margistatud proteiinkinaas A kataliiiitilist alaiihikut, kus fluorestsentssondiks oli akroliidaan (Kivi et
al., 2013). Margistatud ensiilim oli valmistatud meie uurimisgrupis R. Kivi poolt. Samuti kasutati
tema poolt vilja tootatud spektrofluorimeetrilist meetodit, mis voimaldab iseloomustada erinevat
tiitipi ligandide sidumist selle valguga (Kivi et al., 2013).

Antud t00 raames uuriti seeria peptiidide seostumist selle ensiiiimiga. Kuna eelnevalt on
fluorestsentssondi abil uuritud peamiselt nukleotiidide sidumist, siis kédesoleva t66 tulemused
laiendavad oluliselt teadmisi PKAc toimemehhanismist. To6s kasutatud peptiidid siinteesiti SPPS
meetodil ning need ained on varem kirjeldatud kui PKAc poolt kataliiiisitava substraatreaktsiooni
inhibiitorid (Cheng et al., 1985). Kuna selle t66 tulemusena osutus voimalikuks uurida nende
peptiidide vahetut seostumist valguga, siis saadud tulemused on olulised PKAc korral ilmnevate

allosteeriliste efektide iseloomustamiseks.



2. Kirjanduse iilevaade

2.1. Proteiinkinaasid

Ensiiime on voimalik vaadelda bioloogiliste kataliisaatoritena, mis madaldavad organismis
toimuvate reaktsioonide aktivatsioonibarjdéri. Ensliimid on erilised oma korge selektiivsuse ja
spetsiifilisuse poolest. Vastavalt funktsioonidele, liigitatakse ensiiime kuueks riihmaks:
oksiidoreduktaasid, ligaasid, transferaasid, proteaasid, isomeraasid, liiaasid ja hiidrolaasid.

Proteiinkinaasid kuuluvad fosfotransferaaside hulka, mis liidavad nende substraadiks
olevatele valkudele fosfaatrithma, muutes sellega nende aktiivsust ja funktsioone. Seda protsessi
nimetatakse regulatoorseks fosforiiiilimiseks ja selle ndol on tegemist iihe kdige tdhtsama valkude
posttranstatoorse modifikatsiooniga. Fosforiitilimine méngib tdhtsat rolli signaaliiilekandes, sellisel
viisil reguleeritakse palju erinevaid bioloogilisi protessi, nt eukariootse raku elutegevust:
jagunemist, metabolismi, liikumist, eluiga ja apoptoosi (Cheetham, 2004). See aga tihendab, et
igasugused hiired fosforiililimise protsessis muudavad raku funktsioone ja vdivad tekitada haigusi
(nt véhi erinevad vormid) (Shchemelinin et al., 2006). Selle tottu vaadeldakse proteiinkinaase
potentsiaalsete ravimite sihtmérkidena ja nende inhibiitoreid — potentsiaalsete ravimikandidaatidena.

Proteiinkinaaside rithm on iiks suurematest ensiiimide hulgas — neid kodeerib ligikaudu 2%
eukariootse raku geene (Manning et al., 2002). Defineeriti, et inimgenoomis on ligikaudu 518
kinaase kodeerivat geeni ja 106 kinaase kodeerivat pseudogeeni, ja neid kinaase voib jagada
seitsmeks rithmaks vastavalt nende struktuuridele: nt AGC perekond koosneb A, G ja C tiiiipi
proteiinkinaasidest (Manning et al., 2002). Monevorra mugavam on substraadil pohinev
klassifitseerimine, kus proteiinkinaase jagatakse kolmeks rithmaks vastavalt fosforiiiilitavale
aminohappejddgile: seriin/treoniin-, tiirosiin- ja duaalse iseloomiga proteiinkinaasid (Lauze et al.,
1995; Knighton et al., 1991).

2.1.1. cAMP-ist soltuv proteiinkinaas A

CAMP-ist soltuv proteiinkinaas A (E.C.2.7.11.11, edaspidi PKA) on seriin/treoniin tiiiipi
kinaas, mis kuulub AGC kinaaside rithma. PKA on bisubstraatne ensiiim, mille substraatideks on
ATP ja fosforiiiilitav valk. Selle ensiiiimi kineetilised ja struktuursed omadused on histi uuritud,
samuti on mdadratud nii vaba ensiiimi kui ka erinevate ensiiim-substraat komplekside
kristallstruktuurid (Taylor et al., 2005). Teisisonu on PKA enimuuritud proteiinkinaas. Tanu sellele

ja lisaks arvestades ka tema vordlemisi lihtsat struktuuri kasutatakse teda sageli mudelensiiiimina



proteiinkinaaside alastes uuringutes. Lisaks on PKA vdimalik ekspresseerida ja puhastada suurtes
kogustes (Taylor et al., 2004).

Raku sees eksisteerib PKA inaktiivse tetrameerina R,C,, kus R on regulatoorne alaiihik ja C
on Kkataliiiitiline alaiihik, mis teostabki fosforiitilimist. Aktiivseks ta saab parast kompleksi
dissotsiatsiooni, mis soltub cAMP-i tasemest rakus. Kataliiiitilise alaiihiku vabanemiseks peavad
neli cAMP molekuli seostuma samaaegselt mdlema regulatoorse alaiihiku sidumistaskudega. (Mg
juuresolekul) (Choi ja Zocchi, 2006):

R,C, + 4 cAMP 2 R,(cAMP), + 2 C

Erinevalt teistelt proteiinkinaasidelt, on PKA korral voimalik eraldada kataliiitilist alatihikut
C (edaspidi PKAcC) ja kasutada seda in vitro uuringutes eraldi, ilma R-iihikuta. PKAc on
monomeerne vees lahustuv valk massiga orienteeruvalt 40 800 Da, mille tildjarjestus oli defineeritud
Shoji et al., poolt (Shoji et al., 1983). PKAc eksisteerib mitme isovormi kujul: Ca, CB, Cy.
Isovormide pohiline erinevus seisneb nende jaotuses organismis, ekspresseerimise tasemes,
funktsioonides ja selektiivsuses substraatide suhtes. Erinevus nende jérjestuses ei ole vdga suur
(Doskeland et al., 1993; Diskar et al., 2010). Neist domineerib Ca isovorm, mis on ekspresseeritud
enamikes rakkudes (Thullner et al., 2000). Samuti on olemas isovormid ka regulatoorsel alaiihikul R
(Taylor et al., 2005).

PKAc kristallstruktuuri uuringute kéigus tehti selgeks, et PKAc koosneb kahest kergesti
identifitseerivast domeenist, mida nimetatakse N- ja C-terminaalseks osaks. Toestati ka, et selline
struktuur on iseloomulik koigile isovormidele. N-terminaalses osas asub ATP sidumistasku ja selle
struktuur on sarnane enamiku proteiinkinaaside puhul. C-terminaalses osas asub peptiidse substraati
sidumispiirkond (Johnson et al., 2001).

Fosfortiiilimise reaktsiooni kdigus kantakse fosfaatrithm ATP-It otse lile substraadiks olevale
valgule voi peptiidile ja kovalentset vaheiihendit ei teki (Ho et al., 1988). ATP sidumisel méngib
tihtsat rolli kofaktor — Mg?*. Tépsemini, efektiivseks ATP sidumiseks on vaja kahte Mg-katiooni:
esimene koordineerib - ja y-fosfaatriihma, teine — a- ja y-fosfaatriihma (Johnson et al., 2001).
Seega peab fosforiiiilimisreaktsiooni toimumiseks tekkima kolmikkompleks PKAc (E), ATP (A)
peptiidsubstraadi (B) vahel (Joonis 1):



kkat
EAB —— E + produktid

Joonis 1. Fosfortiilimisreakstiooni skeem koos komplekside dissotsiatsioonikonstantidega K, ja Kp
ning kataliiitilise staadiumi kiiruskonstandiga.

Sellel skeemil toodud komplekside struktuurid on iseloomustatud Joonisel 2, kus on niidatud vaba

PKAc ning selle ensiiimi kompleksid nukleotiidi ja inhibiitorpeptiidiga (Kuznetsov, 2009).

Joonis 2. Ligandide sidumise mdju PKAc struktuurile (Kuznetsov, 2009).

Peptiidsubstraadi struktuuris peavad esinema teatud kriitilised aminohapped, mis peavad

olema kindlas asukohas, et oleks voimalik peptiidi seostumine sidumispiirkonnaga. Peptiidi
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struktuuri varieerimisega tehti kindlaks, et PKAc nn ,,minimaalne substraat“ on RRASV, kuna selle
peptiidid edasine lithendamine vidhendab oluliselt fosforiiiilimise kiirust. Peptiidsubstraadi
molekulaarse dratundmise seisukohast osutusid eriti téhtsateks aminohapeteks kaks R jaaki, mis on
olemas ka jdrjestuses RRASV (Zetterqvist ja Ragnarsson, 1982). Uldjuhul v&ib substraadi
aratundmiseks vajalikku peptiidijarjestuse motiivi viljendada kujul -R-R-X-S/T-Y-, kus X on
varieeruv aminohape ja Y on hiidrofoobne aminohape. See on PKA jaoks nn ,,konsensuslik motiiv*
(Ubersax ja Ferrell, 2007).

Lisaks on olemas ka teised faktorid, mis mojutavad substraadi sidumist (Ubersax ja Ferrell,
2007). Omavahel vdivad interakteeruda ka struktuurid, mis asuvad kiillaltki kaugel primaarsest
sidumispiirkonnast. Arvatavasti esineb interaktsioon substraadi N-terminaalse otsa voi R™ ja

sidumispiirkonna struktuuride vahel (Kim et al., 2007; Pinna ja Ruzzene, 1996).

2.1.2. PKA inhibiitorid
Kuna PKA on bisubstraatne ensiiiim, siis eksisteerivad kolme tiilipi inhibiitorid. Esimest tiiiipi
inhibiitorid seostuvad ATP sidumistaskuga ja neid esineb kiillaltki palju. Tuntud on mitmed
looduslikud inhibiitorid ja veelgi enam on loodud nende siinteetilise analooge. Nende inhibiitorite
hulgast on koige tuntumad H89, H8 ja H7 (Engh et al., 1996; Hidaka et al., 1984).

Peptiidse sidumispiirkonna inhibiitoreid on wuuritud vdhem. Tavaliselt on lithemad
stinteetilised peptiidid suhteliselt ndrgad PKA inhibiitorid (Bogoyevitch et al., 2005). Seda ka siis,
kui nad sisaldavad konsensusliku motiivi elemente. Samas eksisteerivad kaks looduslikku peptiidset
inhibiitorit, mille toime on vdga tugev. Nendeks on selle ensiiiimi regulatoorne alaiihik R ja
termostabiilne  PKA inhibiitor (PKI). Need on pikad polipeptiidid, mille ahelas on ka
konsensusmotiivi elemendid. Samas ei ole nendes peptiidides substraadile vajalikku Ser jadki
(Wiley et al., 1999). Lahtudes PKI struktuurist on tuletatud ka vidga hea PKA peptiidsubstraat
Kemptiid (Kiibler et al., 1989).

PKI on endogeenne termostabiilne valk, mis koosneb 75 aminohappejaagist. Tema
fiisioloogilist rolli ei ole tdpselt teada, arvatavasti see takistab PKAC kogunemist rakutuuma sees
(Fantozzi et al., 1992). Samas nii PKI kui ka temast tuletatud fragmentide ja modifitseeritud
fragmentide inhibeerimisvdime on viga palju uuritud. Uldjuhul oli teada, et mida pikem on
fragment, seda parem on tema inhibeerimisvdime — see on arvatavasti pohjustatud
lisainteraktsioonide ilmumisest (Cheng et al., 1985). Selle seeria ithendid olid eeskujuks ka
kdesoleva t60 kavandamisel, sest siinteesitud peptiidid on PKI struktuuri fragmendid

Kolmandat tiilipi inhibiitorid on nn ,bisubstraatsed” inhibiitorid. Need molekulid on
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stinteesitud selliselt, et nad seostuksid samaaegselt nii ATP sidumistaskusse kui ka peptiidse ligandi
sidumiskohaga. Tavaliselt on nendeks inhibiitoriteks mingit ATP analoogi ja peptiidi sisaldavad
konjugaadid (Ricouart et al., 1991).

2.2. Allosteerilise efekti uurimine
Allosteeria on kompleksne ndhtus, kus ithe molekuli sidumine valguga maérab teise molekuli
sidumise tugevuse sama valgu mingi teise piirkonnaga. Oluline on, et nende molekulide struktuurid
on erinevad (allo = erinev). Teada on ka olukorrad, kus sama ligand seostub sama valgu erinevate
sidumiskohtadega ja see nédhtus avaldub nn ,,kooperatiivsusena“. Nende mdlema nihtuse korral on
ilmselgelt tegu kahe sidumiskoha vaheliste toimetega 1dbi valgumolekuli struktuuri (Koshland et al.,
1966; Cui ja Karplus, 2008). Sellise arusaamise kohaselt on koik bisubstraatsed ensiilimid
potentsiaalsed allosteerilise toime niited.

Allosteeria nahtuse bioloogiline méate seisneb selles, et see aitab ensiitimi paremini eristada
oma fiisioloogilisi substraate ehk siivendab biokataliiiisi (Kuznetsov ja Jérv, 2008).

Formaalselt kirjeldab sidumiskohtade vahelist toimet reaktsiooniskeem, mis on toodud
Joonisel 1. Sellest skeemist on ndha, et valksubstraadi sidumine ensiilimile ja ensiiim-ATP
kompleksile ei pea olema Kirjeldatud sama dissotsiatsiooni konstandiga, sest parameeter o voib
omada ka iihest suuremaid voi vdiksemaid vidértusi. Kuna parameeter o iseloomustab seda, kas ja
kui tugevasti on erinevate ligandide sidumisomadused omavahel sdltuvuses, siis vOib seda
parameetrit vaadelda kui allosteerilise efekti suuruse iseloomustajat (Kuznetsov ja Jarv, 2008).

Allosteeriline efekt eeldab vastavate sidumispiirkondade vahelist toimet. See on vdimalik
1abi valgumolekuli struktuuri muutuste. Kuna PKAc korral on tegemist védga diinaamilise
molekuliga, siis on ka allosteeriliste efektide esinemine igati ootuspédrane. Pealegi on teada, et
substraatide sidumine mdjutab PKA konformatsiooni vdga suurel maéral (Taylor et al., 2005).

Selleks, et allosteerilist efekti kvantitatiivselt iseloomustada, on vaja madrata parameetrid o.
Nende parameetrite arvutamiseks on omakorda vaja teada ensiiim-ligand kompleksi
dissotsiatsioonikonstanti ja sama ligandi dissotsiatsiooni konstanti juhul, kui ensiitim on kiillastatud
teise ligandiga (Kivi et al., 2013).

Peptiidide uurimise seisukohast on seega vaja uurida peptiidide seostumist vabale ensiitimile
ja ensiiim-ATP kompleksile. Viimane variant realiseerub peptiidide inhibeerimisomaduste
uurimisel, sest selleks kasutatakse substraatreaktsiooni kineetika andmeid, mis on saadud
tingimustes, kus ensiiiim on kiillastatud ATP poolt ning inhibeerimist tekitab substraatpeptiidiga

konkureeriv inhibiitorpeptiid. Ligandide seostumist vaba ensiilimiga voib samuti uurida ldhtudes
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substraatreaktsiooni kineetikast. Seejuures tuleb aga teha erakordselt palju kineetilisi mddotmisi
(Kuznetsov ja Jirv, 2008).

Seetottu on eriline huvi nende meetodite vastu, mis vdimaldavad iseloomustada ligandi
seostumist vabale ensiitimile. Need meetodid on: H/D vahetuse massispektromeetria (Taylor et al.,
2004), SAXS (small angle X-ray scattering) (Engh et al., 1996) ja TMR (Masterson et al., 2008).
Aga eelnimetatud meetodid on toomahukad ja alati ei vOimalda arvutuslikult kvantifitseerida
allosteerilist efekti. Samas Kivi et al. poolt véljapakutud spektrofluorimeetriline meetod vdimaldab
jalgida ligand-ensiiimi kompleksi denaturatsiooni ajas ja saadud andmetest méérata ka ligandi

dissotsiatsioonikonstanti (Kivi et al., 2013).

2.2.1. Fluorestsentsspektroskoopia kasutamine ligandide ja PKAc kompleksi tekke
uurimisel
Ensiiimi  struktuuri muutusi saab jélgida valgumolekulile kovalentse sidemega kinnitatud
fluorestseeruva sondi abil, mille fluorestsents muutub olenevalt sondi mikrokeskkonnast. PKAc
jaoks on selliseks sondiks akriilodaan (Prendergast et al., 1983).

Varasemates toodes on ndidatud, et PKAc molekuliga seotud akriilodaani
fluorestsentsspekter muutub nukleotiidide sidumisel Tadpsemini, PKAc-Acr fluorestsentsspektri
maksimum on 496 nm juures, kuid ligandi sidumise tulemusena esineb punanihe ja intensiivsuse
kahanemine (Lew et al., 1997). Arvatavasti see on seletatav ensiilimi konformatsiooni muutusega,
mille tulemusena surutakse fluorestsentssond osaliselt valgumolekulist vélja, kus ta satub
polaarsemasse keskkonda. See on kooskdlas alkriilodaani ja tsiisteiini  kompleksi
fluorestsentsspektriga vesilahuses, mis asub 532 nm juures (Prendergast et al., 1983). Kahjuks segab
selliste modtmiste tegemist PKAc denaturatsioon, mis toimub modtmisteks kasutatavas MOPS
puhvris ja on eriti oluline madalama kontsentratsiooniga (ca 50 nM) valgulahuste korral.

Seda arvestades on meie laboratooriumis loodud alternatiivne metoodika, mis kasutab valk -
ligandi kompleksi dissotsiatsioonikonstandi madramiseks samuti spektrofluorimeetriat, mille abil
jalgitakse aga valgumolekuliga toimuvat denaturatsiooni ning edasi uuritakse ka ligandi toimet
sellele protsessile. VVarasemad andmed (Lew et al., 1997) ja ka meie laboris saadud andmed on
kinnitanud, et akroliidaaniga markimine ei muuda PKAc kataliiiitilisi omadusi (Kivi et al., 2013).

Akriilodaani fluorestsentsi muutuse jargi on voimalik jédlgida natiivse ensiitimi (N) kadumist
ja denatureeritud ensiitimi (D) teket (Kivi et al., 2013). Denaturatsiooni protsessi Kkirjeldab lihtne

reaktsiooniskeem:
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K
N —% p 1)
Jélgides fluorestsentsi muutust ajas on vdimalik médrata selle protsessi kiiruskonstant kgq. On
samuti ndidatud, et spetsiifiliste ligandide lisamisel denaturatsiooni kiirus vdheneb ning seda nihtust

kirjeldab reaktsiooni skeem:
KL Ky @)

kus reaktsiooni naiv kiiruskonstant kops 0leneb ligandi kontsentratsioonist
ko = Kq . 3
1+ -
Kui on médratud kiiruskonstandid kq ja Kops, on sellest vorrandist lihtne arvutada ensiiiimi ja
ligandi kompleksi dissotsiatsiooni tasakaalukonstant K (Kivi et al., 2013). Seda metoodikat kasutati

kéesolevas t00s, et madrata siinteesitud inhibiitorpeptiidide jaoks K| véartused.

2.3. Peptiidsiintees
Peptiidid on vdimalik vaadelda biopoliimeeridena, kus monomeerid ehk aminohapped on seotud
omavahel peptiidsideme kaudu. Peptiidside moodustub ithe aminohappe karboksiiiilriihma ja teise
aminohappe aminorithma vahel. Nomenklatuuri jargi peptiidid on lithema jarjestusega kui valgud ja
orienteeruvaks piiriks on 50 aminohappejaédki (Méde et al, 2014).

Looduslike peptiidide biosiintees toimub raku sees kindlate ensiiimide toimel. Samuti
peptiide on vdimalik toota ka laboratoorsetes tingimustes, kasutades selleks erinevaid meetodeid:
eraldades neid sobivatest bioloogilistes materjalidest, fragmenteerides juba olemasolevaid peptiide,
kasutades rekombinantse DNA tehnoloogiat v4i rakuvaba ekspresserimissiisteemi, samuti on olemas
ka ensiimaatiline ja keemiline meetodid (Guzman et al., 2007). Meetod valitakse ldahtudes
eesmarkidest, samuti ka peptiidi pikkusest ja jérjestusest ning vottes arvesse ka meetodi hinda ja
keerukust.

Tihti teostatakse peptiidide keemiline siintees lahuses, aga selle peamiseks puuduseks on
ajamahukus: pohiprodukti on vaja puhastada pérast igat reaktsiooni etappi. Samas siintees lahuses
on majanduslikult digustatum, kui on vaja toota suurt kogust peptiide (Carpino et al., 2003; Guzman
et al., 2007).

2.3.1. Tahkefaasiline peptiidsiintees (SPPS)
Keemilise meetodi oluline edasiarendus toimus 1963 aastal, kui B. Merrifield tootas vélja nn

tahkefaasilise peptiidsiinteesi (SPPS) metoodika (Merrifield 1963). Selle ndol on tegemist
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heterogeense etapiviisilise reaktsiooniga. Ko&ige esimene aminohape Kkinnitatakse tahkele
polimeersele kandjale C-terminuse kaudu. Ahela kasv toimub vaba N-terminuse atsiiiilimise kaudu.

Tahkefaasilise peptiidsiinteesi skemaatiline ndide on toodud Joonisel 3.

L
7
x~ \cle Son 4+ HOT \O
R

J [AKT]

o)
I
/ \ /C\ / \o
R
0 0
P !
X/\TH/\OH . /\/\/\O
R [AKT]
0 0
H I I
N c c

7 /

Joonis 3.. Tahkefaasilise peptiidsiinteesi skeem. R — aminohappe kiilgrithm, X — aminoriihma
kaitserithm, L — sidumisdomeen tahke kandja ja esimese aminohappe vahel, [AKT] — peptiidsideme
moodustamiseks kasutatud aktivaatorid. 2 ja 3 etapid korratakse kuni vajaliku jarjestusega peptiidi
saamiseni.

Antud metoodika osutus nii mugavaks, et see adapteeriti ka teiste biopoliimeeride siinteesiks,
nt oligosahhariidide ja oligonukleotiidide (Seitz, 1998). Lisaks on sellist siinteesi vdimalik ka
automatiseerida (Méde et al., 2014).

Ténapédeval on SPPS protseduuri tdiendatud. On vilja to6tatud uued aktivatsiooni, kaitsmise,
atstiilimise, mahavotmise ja puhastamise eeskirjad, samuti on tdiustatud ka vodimalike
kaitserithmade ja aktivaatorite ridu (Al-Warhi et al., 2012; Méde et al, 2014, Isidro-Llobet et al.,
2009).

Vorreldes peptiidsiinteesiga lahuses seisnevad SPPS suurimad eelised voimaluses eemaldada
reaktsiooni korvalprodukte filtreerimise teel ja vordlemisi véikestes reaktsiooniaegades. Puuduseks
on aga pikemate peptiidahelate agregatsioon ja mittetdielike jarjestuste teke ja akumuleerimine
stinteesi kdigus (Guzman et al., 2007).

Solventidena kasutatakse tavaliselt DMF, DCM ja NMP, mis on optimaalsed oma omaduste

poolt (viskoossus ning reaktiivide ja tahke kandja solvatatsioon), kuid on toksilised (Jad et al.,
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2015). Hiljuti uuriti ka loodusesobralikumate solventide kasutamise voimalus: THF, ACN, vesi ning
isegi ioonvedelikud ja nanoosakesed (Acosta et al., 2009; Tietze et al., 2012; Hojo et al., 2011; Jad
et al., 2015). Neid solvente on tunduvalt lihtsam utiliseerida, lisaks saab nende kasutamisega viltida
ratsemisatsiooni, tosta reaktsioonide saagist ja parandada reaktiivide ja peptiidahelate lahustuvust.
Samas nduavad nad spetsiifiliste kandjate kasutamist.

Reaktsiooni kiirendamiseks ja tahke kandja pundumise parandamiseks soojendatakse
reaktsioonisegu tihti kuni 50-80°C. Kui on aga olemas ratsemisatsiooni oht, teostatakse reaktsioonid
temperatuuril alla 50°C. Naiteks on Pedersen et al., poolt vilja pakutud laboratoorse mikrolaineahju
kasutamise idee. Vorreldes tavaliste meetoditega seisneb selle eelis reaktsioonisegu iihtlasemas
soojendamises (Pedersen et al., 2012).

SPPS voimaldab suhteliselt kiiresti ja lihtsalt siinteesida keskmise pikkusega peptiide.
Metoodika piiriks loetakse ligikaudu 100 aminohappejéégist koosnev jarjestus (White et al., 2004).
Samas pikemate peptiidide siinteesi vOib teostada fragmentide kaupa ja pérast panna need kokku,

ehk ligeerida (Nishiuchi et al., 1998).

2.3.2. SPPS strateegiad
Kaks pohilist SPPS strateegiat on Fmoc/tBu ja Boc/Bzl. Nende erinevus seisneb kasutatavates
kaitserithmades ja nende eemaldamise tingimustes. Fmoc/tBu strateegias kasutatakse Fmoc-rithma
N-terminuse kaitsmiseks ja seda eemaldatakse aluselistes tingimustes. Boc/Bzl strateegias
peamiseks kaitseriithmaks on Boc, mis eemaldatakse aga happelistes tingimustes. Mdlema strateegia
puhul aminohapete kiilgahelad on kaitstud piisivate kaitseriihmadega, mis on stabiilsed N-terminuse
kaitserithma mahavdtmise tingimustes (Guzman et al., 2007).

Fmoc-strateegia eelis seisneb pehmemate siinteesitingimuste kasutamises, Kkuid siiski
eksisteerib aminohapete ratsemisatsiooni oht (Benoiton et al., 2005). Samas Boc-strateegia voib
osutuda monevorra ohtlikuks korrosiivse toimega HF kasutamise tttu (Pennington, 1994).

2.3.3. Tahked kandjad
Tahke kandja on poliimeer, mis on jahvatatud kindla suurusjaotusega pulbriks. Poliimeeri
iseloomusest soltuvad sellised olulised omadused, nagu keemiline inertsus, pundumine ja
mehhaaniline stabiilsus. Mida paremini ta pundub kasutatavates solventides, seda parem on
reaktiivide juurdepdds osakeste sees olevate sidumisdomeenide vOi kasvavate peptiidahelate juurde
ja seda korgemad on siinteesi saagised. Poliimeer peab olema ka mehhaaniliselt piisavalt stabiilne, et
vastu pidada kiirele vaakumfiltratsioonile, ja keemiliselt inertne vdrdlemisi karmides

reaktsioonitingimustes (Guzman et al., 2007). Koige levinumateks poliimeermaterjalideks on
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poiksidestatud poliistiireen (1% diviniilbenseeniga), poliilamiid ja poliietiileengliikool. Nende
funktsionaliseerimisel on saadud lai valik tahkeid kandjaid (Garcia Martin ja Albericio 2008).

Esimese aminohape ja tahke kandja vaheline side peab olema stabiilne siinteesitingimuste
suhtes. Samas see peab olema ka siiski piisavalt kergesti hiidroliiisitav, et 10pp-produkti saaks
tahkelt kandjalt maha votta voimalikult kiiresti ja kahjustamata. K&ige lihtsamal juhul aminohappe
kinnitatakse otseselt tahke kandja kiilge, kuid palju rohkem levinud on kinnitamine sidumisdomeeni
kaudu. Sidumisdomeeni kasutamise eelis seisneb vOimaluses tdiendavalt modifitseerida peptiid —
tahke kandja sidet, tches seda kas rohkem voi vdhem labiilseks kindlate reaktiivide suhtes, ning
viahendada peptiidahelate agregatsiooni (LIoyd-Williams et al., 1997). Niitena v&ib tuua kiesolevas
to0s kasutatud tahket kandjat — Rink Amide MBHA, kus sidumisdomeeniks on Fmoc-riihmaga
kaitstud p-metiiiilbenshiidriiiilamiin.

Sidumisdomeenide teine funktsioon on peptiidi C-terminuse funktsionaliseerimine.
Tavaliselt esimese aminohappe ja tahke kandja vahel tekitatakse kas amiid- voi esterside (Guzman
et al., 2007), seega 1opp-produkt on siis vastavalt kas C-terminaalne amiid voi hape. C-terminaalsed
amiidid voivad olla eelistatud, kuna C-terminus amiidimine aitab neutraliseerida negatiivset laengut
ja pikendab peptiidi sdilimisaega. Lisaks C-terminaalsed amiidid on sarnasemad looduslikele
peptiididele, kuna amidiimine on sageli esinev posttranslatoorne modifikatsioon. Samuti on
laialdaselt levinud ka N-terminaalsed modifikatsioonid, nagu niiteks atsetiiiilimine, tsiikliseerimine

voi konjugeerimine mingi biomolekuliga (Thundimadathil ja Gangakhedkar, 2014).

2.3.4. Kaitseriihmad
Ebasoovituslike reaktsioonide korvaldamiseks kasutatakse ortogonaalsete kaitseriihmade strateegiat,
ehk tugevalt funktsionaliseeritud aminohapete kiilgrithmad kaitstakse piisivate kaitseriihmadega.
Piisivate kaitseriihmade eemaldamine toimub siinteesi 10pus koos produkti mahavotmisega tahkelt
kandjalt. Uldjuhul Fmoc-strateegias aminohapete kiilgriihmad kaitstakse tBu-ga, Boc-strateegias —
Bzl-ga. (Guzman et al., 2007).

Alifaatsed (G, A, V, L, I) ja kergelt funktsionaliseeritud (F, P) aminohapped ei vaja
kaitsmist. Molemas strateegias enimkasutatavate kaitseriihmade ja peamiste korvalreaktsioonide

loetelu on esitatud alltoodud Tabelis 1 (Isidro-Llobet et al., 2009):
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Tabel 1. Aminohapped ning Fmoc- ja Boc-strateegias enimkasutataud kaitseriithmad. On toodud ka

peamised kdrvalreaktsioonid.

AH Funktsionaal Fmoc-. Boc- _ Peamised korvalreaktsioonid
rithm strateegia strateegia

R guanidiiiil Pbf Tos tsiiklisatsioon: o-laktaami teke
H imidasouul Trt Tos ratsemisatsioon, atsiiiilimine
w indotiiil Boc For alktiilimine, oksiideerimine
K amino Boc Boc hargnemine, atsiililimine
N, Q amiid Trt Trt deamiidimine, dehiidraatumine
D, E karboksiiil tBu Bzl tsiiklisatsioon, hargnemine
S, T hiidroksiiiil tBu Bzl dehiidraatumine, atsiitilimine
Y hiidroksiiiil tBu Bzl alkiiiilimine, atsiitilimine
M metiitiltiool - sulfoksiidi kujul | oksiideerimine, alkiititilimine
C tiool Trt Bzl alkiiiilimine, oksiideerimine

2.3.5. Aminohapete aktiveerimine
Oma iseloomu jérgi on kérboksiitilrihm kiillaltki ndrk elektrofiil. Tahkefaasilises peptiidsiinteesis
kasutatakse peptiidsideme tekitamisel karboksiiiilriihma aktiveerimist hea lahkuva riilhma lisamise
teel. Lisaks tuleb aktiveeritud aminohapet kasutada tilehulgas (2-10 ekv) (Al-Warhi et al., 2012).

Enamik aktiveerimismeetodeid pohinevad aktiivse estri in situ moodustumisel. Sheehan ja
Hess pakkusid vilja DCC (ditsiiklohekstiiilkarbodiimiid) ksautamise, mis on senini koos teiste
karbodiimiididega (DiC, EDC - HCI) iiks laialdasemalt kasutatav aktivaatorite rithm (Sheehan ja
Hess, 1955). Nende kasutamisel tekib vdga reaktsioonivoimeline O-atsiitilisouurea. Puuduseks on
aga korvalreaktsioonide toimumine (peamiselt ratsemisatsiooni) ja ebasoovituslike kdrvalproduktide
teke. Neid on aga vdimalik korvaldada lisandite kasutamisel. Uheks selleks lisandiks on N-
hiidrokstisuktsinimiid (HOSu), kuid seda asendasid kiiresti 1-hiidroksiibensotriasool (HOBt) ning
sellele omaduste poolt sarnased HOAt, HODhbt, HOt, Oxyma etc. Sel juhul aktiveerimine toimub
kahes etapis: esimeses tekib O-atsiiiilisouurea, teises etapis seda asendab 1-hiidroksiibensotriasool,
tekitades aktiivestrit (OBt-estri). Viimane on samuti véga reaktsioonivdimeline, aga erinevalt
karbodiimididest ei pohjusta ratsemisatsiooni (Al-Warhi et al., 2012).

Hiljem vdeti kasutusele teist tiilipi aktivaatoreid — fosfoonium- ja urooniumsoolasid (Gawne
et al., 1969; Dourtoglou et al., 1984). Neist kdige esimesena kasutati BOP fosfooniumsoola, aga

kuna selle korvalproduktid on kantserogeense toimega, siis asendati see viahem toksilise PyBOP-ga.
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Urooniumsoolade peamised esindajad on TBTU, HBTU ja HATU. Modlemat tiilipi soolade
kasutamine nduab aluse juuresolekut — DIPEA, NMM vai kollidiini. Aktiveerimise tulemusena tekib
OBt-ester. Edasiste uuringute kdigus selgus, et HOB ja teiste lisandite kasutamine kiirendab olulisel
maéral OBt-estri teket (Al-Warhi et al., 2012).

Vihem levinuteks aktiveerimismeetodid seisnevad eelnevalt v&i in situ genereeritud
simmeetriliste anhiidriidide ja aminohapete haliidide kasutamises. Samuti on vdimalik ka
fosfororgaaniliste iihendite ja triasiinide kasutamine aminohapete aktiveerimiseks (Al-Warhi et al.,
2012).

2.3.6. Toimuvate reaktsioonide jalgimine
SPPS ei vdimalda reaktsioonide jalgimist TLC, HPLC voi mdnel muul viisil, v.a. tahke kandja
alikvoodilt maha voetud produkti analiitis.

Enimlevinud meetodiks SPPS reaktsioonide jalgimiseks on ninhiidriin test ehk Kaiser test.
Selle testi ndol on tegemist védga tundliku kolorimeetrilise reaktsiooniga ja seda on voimalik teostada
viikese tahke kandja alikvoodiga. Testi pohimdte seisneb vabade primaarsete aminoriihmade
detekteerimises: kuumutamisel nad reageerivad ninhiidriiniga, mille tulemusena tekib tumesinine
kondensatsiooni produkt. Jérelikult, kui kdik aminoriihmad on kaitstud voi atsiiiilitud, siis test on
peaaegu varvitu (Kaiser et al., 1970).

Aga Kaiser testil on olemas ka piirid. Naiteks, ei voimalda see detekteerida P, mis on
iseloomu jérgi sekundaarne amiin, mille tuvastamine nouab nt kloroaniiltesti (Vojkovsky, 1995).
Samuti ei anna see test piisavalt adekvaatset tulemust D, S, C voi N kohta, kuna testi varvus voib
olla tugevalt moonutatud. Pikad ja keerulised jérjestused vdivad ka mdjutada testi tulemust. Sellistel
juhtudel vajab tulemuste interpreteerimine kompetentsust ja kogemust. Lisaks tarbib test kiillaltki
suurt hulka tahket kandjat ja voib olulisel moel vdhendada 16pp-produkti saagist, eriti pikemate
peptiidide siinteesimisel (Lloyd-Williams et al., 1997). Vaatamata sellele on ninhiidriin test senini
koige populaarsem meetod SPPS reaktsioonide jargimiseks. Seega ta voimaldab médrata ajutise
kaitseriihma eemaldamis- ja atsiitilimisreaktsioonide edukust.

Kaudne meetod jdlgida reaktsioone on kaaluda tahket kandjat pérast igat atsiiiilimist.
Pohimdte seisneb selles, et iga lisandunud aminohape suurendab tahke kandja massi. Teoreetiliselt
see on viga tdpne meetod, praktiliselt aga sdltub olulisel moel sellest, kui hésti kuivatatakse tahke
kandja enne kaalumist, samuti ka toimunud reaktsiooni saagisest. Reaalselt seda meetodit
kasutatakse tavaliselt ainult tahke kandja kaalumisel siinteesi 10pus vahetult enne peptiidi

mahavdtmist, et orienteeruvalt hinnata siinteesi edukust (Lloyd-Williams et al., 1997).
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Vihem populaarsed, aga siiski kasulikud meetod on aminohapete analiilis ja Edmani
degradatsioon. Esimene meetod voimaldab leida mahavoetud peptiidi alikvoodi tildkoostist. Selleks
koik peptiidsidemed hiidroliiiisitakse ning kvantifitseeritakse saadud produktid. Edmani
degradatsioon voimaldab aga leida peptiidi kindlat jarjestust. PGhimote seisneb N-terminaalse
aminohappe derivatiseerimises, mahavotmises ja siis kvantifitseerimises. Molemad meetodid on

automatiseeritavad (Schegg et al., 1997; Smith, 2001).

2.3.7. Peptiidi mahavotmine tahkelt kandjalt
Lopp-produkti mahavdtmine tahkelt kandjalt on iiks kdige tihtsamatest etappidest SPPS-is. Uhelt
poolt peavad mahavdtmise tindgimused olema piisavalt karmid, et hiidroliiiisida peptiidahela ja
tahke kandja vahel olevat sidet, teiselt poolt nad ei tohi olla iilikarmid, et jétta peptiidahela
kahjustamata ja mitte tekitada korvalreaktsioone. Mahavotmise tingimused soltuvad peamiselt
kasutatud strateegiast ja peptiidahelas olevatest aminohapetest. Tavaliselt kasutatakse happelist
hiidroliitisi, kuid on olemas ka teised meetodid nagu fotoliiiis, nukleofiilne mahavotmine ja
hiidrogenoliiiis — need on kasulikud peptiidide fragmentide siinteesimisel ja mahavotmisel, kui on
vaja jatta kiilgrithmad kaitstuna (LIoyd-Williams et al., 1997).

Boc-strateegia kasutamisel voetakse tavaliselt peptiide tahkelt kandjalt maha vedela HF abil.
Vihem populaarsed, aga siiski kasutatavad happed on HBr voi trifluorometiitilsulfoon hape (TFMS).
Fmoc-strateegias kasutatakse mahavdtmiseks TFA lahust DCM-s (Dick, 1994; Pennington, 1994).

Pérast peptiidi mahavotmist on reaktsioonisegu tiis mahavoetud kaitsmisrithmadest tekkinud
karbokatioone. See voib pohjustada W, M, C, S, T ja Y funktsionaalriihmade alkiiiilimist. Selle
korvaldamiseks lisatakse mahavotmise lahusse iihendid, mis reageerivad tekkinud
karbokatioonidega. K&ige populaarsemad on TiS, vesi fenool, kresool, etaanditiool, tioanisool voi
vesi. Lisandi valik soltub peptiidi jarjestuse olevatest aminohapetest (Isidro-Llobet et al., 2009).
Samas nende lisamine vdhendab happe konsentratsiooni, mis voib pdhjustada mahavGtmise aja

pikenemist.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1. To6 detailsed eesmérgid

Kéesoleva magistritoé eesmarkideks on:

1. Siinteesida SPPS Fmoc/tBu strateegiat kasutades rida PKA inhibiitorpeptiide. Need peptiidid

on proteiinkinaas A inhibiitorpeptiidi PKI fragmendid ning omavad sellist jarjestust:

Lithend | Koht PKI algjarjestuses | Stinteesitud fragmendi jarjestus MW, g/mol
PKI1 16-22 (7 AH) TGRRNAI-NH; 785,46
PKI2 14-22 (9 AH) GRTGRRNAI-NH; 999,15
PKI2* | 14-22* (9 AH) GRTLRRNAI-NH; 1055,25
PKI3 9-22 (14 AH) DFIASGRTGRRNAI-NH; 1532,73
PKI4 7-22 (16 AH) YADFIASGRTGRRNAI-NH, 1766,98
PKI5 5-22 (18 AH) TTYADFIASGRTGRRNAI-NH; 1969,19

2. Puhastada siinteesitud peptiidid ja identifitseerida neid HPLC ja MS abil.

3. Madrata siinteesitud peptiididest valmistatud varulahuste kontsentratsioon UV-Vis
spektromeetia abil.

4. Kasutada peptiide sidumiskatsetes valguga, milleks on akroliidaaniga modifitseeritud PKAcC.

5. Iseloomustada peptiidide sidumisel esinevat allosteerilist efekti, vorreldes madratud
dissotsiatsiooni tasakaalukonstante Kkirjanduses avaldatud inhibeerimiskonstantidega, mis on

médratud substraatide (ATP) juuresolekul.

3.2. Aparatuur ja toovahendid

e To60s kasutatud reaktiivid ja solvendid osteti firmadest IrisBiotech, Sigma-Aldricht voi
Lachner, lahused valmistati Millipore seadmega puhastatud vees;

e Siinteesitud peptiidid analiiiisiti C-18 kolonniga HPLC-siisteemi Shimadzu ,,Prominence* ja
LCMS-2020 Shimadzu mass-spektromeetriga;

e Siinteesitud peptiide puhastati C-3 kolonniga preparatiivse HPLC-siisteemi Agilent abil,;

e Peptiidide varulahuste konsentratsioon médrati Unicam UV 300 UV-Vis spektromeetriga;

o Fluorestsents spektrid registeeriti Horiba Scientific Fluoromax-4 spektrofluorimeetri abil;

e Fluorestsentsi spektrid analiiiisiti meie laboris loodud akriilodaaniga modifitseeritud PKAC

fluorestsentsspektrite analiilisiks koostatud arvuste algoritmi abil.
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e Andmete tootlemiseks kasutati arvutitarkvara komplekte GraphPad Prism ja Excel.

Programmiga Prism arvutatud parameetrid on méargitud koos standarthilbega.
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3.3. Kasutatud reaktiivide ja solventide fiiiisikalised omadused

20

Aine M, g/mol St, °C Kt, °C Tihedus, g/ml, 25 °C Np
Ac,0 102,09 —73 138-140 | 1,08 1,390
DCM 84,93 —97 39,8-40 | 1,325 1,424
DiPEA 129,24 -50 127 0,742 1,414
DMF 73,09 —61 153 0,944 1,430
Et,O 74,12 -116 34,6 0,706 1,353
EtOH 46,07 -114 78 0,789 1,360
fenool 94,11 40-42 182 1,071 1,530
Fmoc-Ala-OH-H,O | 329,33 147-153 | - - -
Fmoc-Arg(Pbf)-OH | 648,77 132 - - -
Fmoc-Asn(Trt)-OH | 596,68 202-203 | - - -
Fmoc-Asp(tBu)-OH | 411,45 147-148 | - - -
Fmoc-Gly-OH 297,32 174-175 | - - -
Fmoc-lle-OH 353,41 145-147 | - - -
Fmoc-Leu-OH 353,41 154-155 | - - -
Fmoc-Phe-OH 387,43 186-187 | - - -
Fmoc-Ser(tBu)-OH | 383,44 128-130 | - - -
Fmoc-Thr(tBu)OH 397,48 130-132 | - - -
Fmoc-Tyr(tBu)-OH | 459,53 150-152 | - - -
HOBt 135.12 155-158 | laguneb | - -
MqgCl, 95,21 714 1412 2,320 1,675
MOPS 209,26 277 laguneb | 1,30 (teor.) 1,51 (teor.)
NaCl 58,44 801 1413 2,165 1,5442
ninhiidriin 178,14 250 laguneb | 1,7 (teor.) 1,74 (teor.)
piperidiin 85,15 -13 106 0,862 1,452
TBTU 321,08 205 laguneb | - -
TFA 114,02 -154 72,4 1,489 1,3
TiS 158,36 - - 0,773 1,434
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3.4. Kasutatud metoodikad

3.4.1. Peptiidsiintees tahkel kandjal (SPPS) Fmoc-strateegia kasutamisel
Peptiidid stinteesiti manuaalselt vastavalt alltoodud eeskirjale:

1. Tahke kandja ettevalmistamine siinteesiks: esiteks kaalutakse ettendhtud kogus tahket
kandjat, kantakse {ile reaktsioonikolonni, siis lisatakse DCM (umbes 2 ml iga 100 mg kohta) ja segu

lastakse loksutada 20 min jooksul.

2. Fmoc-riihma eemaldamine: tahkele kandjale lisatakse 20% piperidiinilahus DMF-s ja
lastakse loksutada 20 min, siis tahke kandja pestakse (DMF x 3, DCM x 3, DMF x 3).

3. Fmoc-riithma eemaldamise kontroll KT abil: viike kogus tahket kandjat pannakse eraldi
viaalisse, lisatakse 2-3 tilka KT lahuseid ja inkubeeritakse 100°C mitte rohkem kui 5 min. Lahuse
tumesinine vOi tumevioletne varvus tdhendab Fmoc-riihma tédielikku eemaldamist. Helekollane

virvus tdhendab vastupidist olukorda ja nduab Fmoc-rithma eemaldamise kordamist.

4. Aminohappe sidumine: ettendhtud kogus aminohapet (2-5 ekv) kaalutakse ja lahustatakse
minimaalses koguses DMF-s, siis lisatakse sellele aktivaatorid (2-5 ekv) ja DIPEA (4-10ekv).
Jargmiselt aktiveeritud aminohappe lahus lisatakse tahkele kandjale ja lastakse loksutada 1-2 t
soltuvalt aminohapest. Vajadusel on vdimalik &rnalt soojendada reaktsioonikolonni fo6niga.
Reaktisiooni 16pus pestakse tahke kandja (DMF x 3, DCM x 3, DMF x 3).

4a) Vajadusel tahke kandja funktsionaalriihmade hulk vdhendatakse, lisades vdhem kui 1 ekv
aminohapet, samuti ka vdhendatud hulk aktivaatoreid ja DIPEA. Kdik teised tingimused on samad
nagu eelmises punktis. Kohe pédrast reaktsiooni 10ppu atsiiiilitakse reageerimata jadnud

aminorithmad, vt. punkt 6).

5. Sidumise kontroll KT abil: korratakse punkt 3). Helekollane vérvus tidhendab taielikku
sidumist (98-99%), tumesinine voi tumevioletne tdhendab mittetdielikku sidumist ja nduab eelmise

etapi kordamist.

6. Vajadusel reageerimata jddnud aminorihmad  atsiililitakse  kdrvalreaktsioonide

eemaldamiseks. Selleks tahkele kandjale lisatakse Ac,O lahus DCM-s.

7. Jargmiste aminohapete sidumine: korratakse sammud 2), 3), 4) ja 5).
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8. Peptiidi mahavotmine tahkelt kandjalt: eemaldatakse Fmoc-riihm vastavalt punktis 2) toodud
eeskirjale, siis tahke kandja kuivatatakse ja vajadusel kaalutakse. Vahetult enne mahavotmist
valmistatakse TFA:TiS:H,0 lahus (95% : 2,5% : 2,5%), umbes 2 ml iga 100 mg tahket kandjat koos
peptiidiga. Lahus lisatakse tahkele kandjale ja lastakse loksutada. Reakstiooniacg on vdhemalt 2 t,
kui jarjestuses on R, siis iga R kohta lisandub iiks tund. Pérast reaktsioonisegu filtreeritakse,
pestakse moni ml TFA-ga ja filtraat kantakse iile eraldi anumasse. TFA liig eemaldatakse N, joas.
Jarelejaanud lahusele lisatakse umbes 10 ml vett ja 40 ml jadkiilma Et,O. Lahus loksutatakse
ettevaatlikult mittepeptiidse produktide paremaks lahustamiseks Et,O-s. Veekiht pestakse Et,O-ga

veel 2-3 korda. Jargmiselt veekiht kiilmutatakse ja liiofiliseeritakse toorpeptiidi saamiseks.

KT lahused:
e 0,5 g ninhiidriini 10 ml EtOH-s
e 4 gfenooli 1 ml EtOH-s

Vabade aminoriithmade atsiiiilimiseks kasutatud lahus:

e 0,1gHOBt
e 1,125 ml DiPEA
e 28mlAc0

¢ Viidi lahuse ruumala DCM-ga kuni 25 ml

Antud t66s kasuti Rink Amide MBHA tahket kandjat (funktsionaalriihmade hulk 0,68
mmol/g) ja Fmoc/tBu-strateegiat. Koik siinteesitud peptiidid on C-terminaalsed amiidid.
Aktivaatoritena kasutati HOBt ja TBTU koos DiPEA-ga. Uldjuhul kasutati 3 ekv aminohapet ja
aktivaatoreid ning 6 ekv alust.

Nii puhastamata kui ka puhastatud peptiidid analiiiisiti HPLC-MS abil, integreerides
spektreid UV 220 nm juures ja tehes kindlaks nende struktuure ja molekulmasse MS spektrite
pohjal. Peptiidid puhastati preparatiivse HPLC-ga, fraktsioonid analiilisiti MS abil, valati kokku

puhtamaid ja liofiliseeriti.

3.4.2. Varulahuste kontsentratsiooni mairamine UV-Vis spektroskoopia abil
Siinteesitud peptiididest valmistati ca 15 mM varulahused MOPS puhvris (20 mM MOPS, 50 mM
NaCl, pH = 7.0), ldhtudes kaalutistest. Enne kaalumist peptiide liiofiliseeriti vihemalt kahe 66pdeva

jooksul.
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Tegelike kontsentratsioonide méaramiseks kasutati Aitken ja Learmonth poolt vélja pakutud
meetodit (Aitken ja Learmonth, 2009). Selle jargi voeti igast varulahusest alikvoodid orienteeruva
konsentratsiooniga 1 mg/ml ja valmistati neist alglahused kontsentratsiooniga 0,4 mg/ml, samuti
MOPS puhvris. Koik jargmised lahused (0,3; 0,2; 0,1; 0,05; 0,025 mg/ml) valmistati lahjendamise
teel. Absorbtsioonspektrid méarati ES kvartskiivetis 25°C juures. Referentslahusena kasutati MOPS
puhvrit. Spektrid registreeriti vahemikus 190-300 nm.

Kontsentratsioonid arvutati, kasutades jargmist empiirilist valemit:

Hg
C = = 144(Ays — Azs) )

kus 144 on empiiriline neelduvuse koefitsient ning Azis ja Azs on neelduvused vastavalt 215 ja 225

nm juures.

3.4.3. Fluorestsentsspektrite analiiiis
Fluorestsentsspektrid registreeriti digitaalselt ja andmed kanti spektromeetrilt iile andmeto6tluseks
kasutatud arvutisse ja teisendati lainearvu kasutavasse spektri formaati. Andmete t66tlus toimus
meie laboris loodud algoritmi abil, mis lahutab mitmest komponendist koosneva niiva
fluorestsentsspektri alakomponentideks, mis iseloomustavad erinevatele valgu seisunditele vastavaid
spektreid. Selleks modelleeritakse fluorestsentsi spektrit log-normaalsete jaotuskdverate summaga
ning selle meetodi pdohimdtted kirjeldatud mitmetes toddes (Kalauzi et al., 2007). Analiiiisiks
kasutati eelnevalt parametriseeritud funktsiooni, mille abil miérati valgu erinevate seisundite
fraktsiooniline sisaldus. Sellise andmetdotluse tulemusena maédrati natiivsele ensiiimile vastava
fraktsiooni hulk ja selle suuruse ajalisest muutusest 1dhtudes konstrueeriti kineetilised kdverad.

Naited spektrite lahutamise kohta on toodud Joonisel 4.
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Joonis 4. PKAc molekuliga seotud akriilodaani fluorestsentsspektri muutus valgu denaturatsioonil.
Spekter A (tugevam joon) on vdetud 1 min peale denaturatsiooni algust ja selle lahutamisel
komponentideks on vdimalik médrata N ja D seisundite osa. Spekter B (tugev joon) on voetud 20
min peale denaturatsiooni algust. Ndha on natiivse valgu (N) kontsentratsiooni muutus.

3.4.4. PKAc denaturatsiooni kineetika
Denaturatsiooni jalgiti MOPS puhvris. Eelnevate uuringute pdhjal kasutati 20 mM MOPS puhvrit,
kuhu lisati 50 mM NaCl, 10 mM MgCl, (pH = 7.0, 25°C). Inhibiitoripeptiidide kontsentratsioonid
katsetes olid vahemikus 10 uM kuni 500 uM, soltuvalt inhibiitorpeptiidist. Reaktsioon initsieeriti 50
nM akriilodaaniga mérgitud PKAc lisamisega reaktsioonisegusse ja esimene spekter voeti ca 15 s
pérast. [ga mddtmispdeva alguses ja 10pus mdoddeti valgu denaturatsiooni kineetikat ilma inhibiitori
juuresolekuta. Spektrite analiiiisil méérati natiivse ensiiiimi fraktsiooni suurus f" ja teljestikus aeg vs
" konstrueeriti kineetilised kdverad.

Kineetilistest koveratest arvutati kiiruskonstandid, kasutades eksponentsiaalset kiiruse
vorrandit:

fp = f, + Afe™Kobst ®)

kus f; on fluorestsentsi intensiivsus ajahetkel t, fo on fluorestsents ajahetkel t=0, t on aeg ja Kops ON

naiv kiiruskonstant.
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4. Tulemused ja arutelu

4.1. Siinteesitud inhibiitorpeptiidid
Kéesolevas t00s siinteesiti peptiidid C-terminaalsete amiididena. Kokku siinteesiti 6 peptiidi ning
need puhastati preparatiivse HPLC meetodil. Peptiide iseloomustati analiiiitilise HPLC meetodi abil,
kasutades UV detektorit ja lainepikkust 220 nm. Sellisel viisil iseloomustatud pdohifraktsiooni

hulgast lahtudes arvutati ka produkti kromatograafiline puhtus. Andmed on esitatud Tabelis 2.

Tabel 2. Siinteesitud peptiidide saagised, puhastatud peptiidide kaalutised ja puhtused.

Liihend Pohiprodukti o
_ Puhastatud Peptiidi
sisaldus enne o
Peptiidi jarjestus ) peptiidi hulk, puhtus,
puhastamist,
mg LC 220 nm
LC 220 nm
PKI1 TGRRNAI-NH; 70% 12,8 90%
PKI2 GRTGRRNAI-NH; 20% 21,6 95%
PKI2* | GRTLRRNAI-NH; 10% 4,8 85%
PKI3 DFIASGRTGRRNAI-NH; 59% 17.6 88%
PKI14 YADFIASGRTGRRNAI-NH; 43% 9,3 87%
PKI5 TTYADFIASGRTGRRNAI-NH; 58% 10,1 89%

Peptiidid identifitseeriti, ldhtudes nende massispektritest. Kuna ioniseerimiseks kasutati ESI
allikat positiivses reziimis, siis detekteeriti erineval moel protoneeritud molekulaarioonid. PKI2 —
PKI5 jérjestustes on kolm R, seega nad esinesid iihe-, kahe- ja kolmekordselt protoneeritud
molekulaarioonidena. PKI1 jérjestuses on vaid kaks R, seega esinesid ainult iihe- ja kahekordselt
protoneeritud molekulaarioonid. Lisaks esinesid ka tihe vO0i1 kahe TFA jadki sisaldavad
molekulaarioonid. Andmed on toodud Tabelis 3.

Puhastatud peptiidide kromatogrammid ja massispektrid on toodud Lisas.
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Tabel 3. Peptiidide massispektrites esinenud m/z-suhed, mis vastavad Kkindlatele
molekulaarioonidele.

Lithend | [M+H]" | [M+2H]*" | [M+H+TFA]" | [M + 2H+ TFA]P** | [M + 3H]* (M~ Hf

2TFA]

PKI1 784 394 899 - - -

PKI2 998 501 - o957 334 1229

PKI2* | 1056 529 1171 585 352 1286

PKI3 - 765 - 821 512 -

PKI4 - 882 - 940 589 -

PKI5 - 984 - 1042 656 -

4.2.Varulahuste kontsentratsioonid
Stinteesitud peptiididest valmistati ca 15 mM varulahused, ldhtudes aine kaalutisest. Aga kuna on
tegemist kiillaltki hiidrofiilsete peptiididega, mis lihtsasti seovad vett, mida ei ole vdimalik
eemaldada liiofiliseerimisel. Peale selle on produkti koostises ka TFA jddgid ning ilmselt ka muud
puhvri ioonid. Seetdttu médrati lahuste tegelikud kontsentratsioonid UV-Vis spektromeetri abil.

Aitken ja Learmonth poolt véljapakutud madramismeetodi pohimdte seisneb peptiidsideme
neelduvuse méadramises ja pohineb Lambert-Beeri seaduspirasusel: neelduvuse intensiivsus on
lineaarses soltuvuses aine kontsentratsioonist (Aitken ja Learmont, 2009). Meetod ei ndua
sisestandarti kasutamist ega kalibreerimiskdvera koostamist. Samuti ei ndua see meetod ka Y, W, F
vOi S-S sidemete esinemist peptiidi jarjestuses. See vOimaldab médrata ka nende peptiidide
neelduvust, mis ei oma spetsiifilist neelduvuskoefitsienti.

Peptiidsideme neelduvus on intensiivsem 190 nm juures, aga selles piirkonnas neelavad
tugevalt ka teised ained. Seega on odigustatud pikemate lainepikkuste neelduvuste kasutamine.
Kasutatud t60s on soovitatud teha modtmisi 215 ja 225 nm juures. Neid lainepikkusi kasutati ka
selles tods, ldhudes empiirilisest neelduvuskoefitsiendist 144. MOPS puhvri enda neelduvus on
minimaalne antud lainepikkuste juures ning see neelduvus lahutati spektritest vordluslahuse
kasutamise meetodil.

Kasutatud inhibiitorpeptiidide varulahuste méiratud kontsentratsioonid on esitatud Tabelis
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Tabel 4. Kasutatud inhibiitorpeptiidide varulahuste kontsentratsioonid.

Lithend Peptiidi jarjestus Kontsentratsioon*, mM
PKI1 TGRRNAI-NH; 4,06
PKI2 GRTGRRNAI-NH; 3,69
PKI2* GRTLRRNAI-NH, 3,79
PKI3 DFIASGRTGRRNAI-NH; 7,61
PKI14 YADFIASGRTGRRNAI-NH; 5,48
PKI15 TTYADFIASGRTGRRNAI-NH; 4,28

*Konsentratsiooni suhteline viga ei iilatunud 5%

4.3. Valk-ligand komplekside dissotsiatsioonikonstantide méiiramine.
Natiivse valgu denaturatsiooni kirjeldab Joonisel 5 toodud kineetiline kover, mis vastab
eksponentsiaalsele kiiruse vorrandile 1. Selle vorrandi jargi saadi kiiruskonstandi kops vadrtuseks
0.18 + 0.04 min™. See virtus loeti vordseks kiiruskonstandiga kq (vérrand 3) ja seda kasutati

peptiidi sidumise arvutustel.

1.4x10°%

1.3x10°%4

2. 1.2x10%

1.1x10 54

1.0x105 : . v T
0 5 10 15 20 25
Aeg, min

Joonis 5. Natiivse valgu denaturatsiooni kineetika MOPS puhvris (20 mM MOPS, 50 mM NaCl, pH
=7.0, 25°C).

Katseid selle konstandi madramiseks tehti igal katsepideval modtmiste seeria alguses ja 10pus ning
sellel teel kontrolliti madramiseks kasutatava siisteemi toimimist.
Ligandide sidumise kirjeldamiseks maérati kops vddrtused siinteesitud peptiidide erinevatel

kontsentratsioonidel (Joonis 6) ja saadud kineetilistest kdveratest arvutati kiiruskonstandid.
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Joonis 6. Natiivse valgu denaturatsiooni kineetika inhibiitorpeptiidi PKI2 erinevate
kontsentratsioonide juuresolekul. Katse tingimused samad, mis Joonisel 4.

Peptiidi PKI2 juuresolekul médratud kiiruskonstante analiiiisiti teljestikus peptiidi

kontsentratsioon vs Kops Ning vérrandi 3 abil arvutati vastavad K| véartused.

0 50 100 150 200 250 300
PKI 2, uM

Joonis 7. Inhibiitorpeptiidi PKI2 moju akriilodaaniga maérgitud PKAc denaturatsiooni
kiiruskonstantidele.

Teiste inhibiitorpeptiidide juuresolekul mdddetud valgu denaturatsiooni kiiruskonstandid kops
on toodud t60 lisas Lisas.

Ensiitimi denaturatsiooni kineetika katsetest méératud ensiilimi ja ligandi komplekside
dissotsiatsioonikonstandid K on esitatud Tabelis 5. Maératud K véirtustest on naha, et tildjuhul
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mida pikem on inhibiitorpeptiid, seda parem on tema sidumine ensiitimiga. Erand on PKI2*, mis

kujundab endast modifitseeritud jérjestusega inhibiitorit.

Tabel 5. Konstandid Kj, K. ja neist vilja arvutatud parameeter a.

Peptiidi Peptiidi jirjestus : K o
Cheng et al., 1985

PKIL | TGRRNAI-NH; 1500nM | 267.8=794uM | 560107
PKI2 | GRTGRRNAI-NH; 390 M 850 115uM | 459107
PKI2* | GRTLRRNAI-NH, 36 NM 293+ 1300M | 123107
PKI3 | DFIASGRTGRRNAI-NH; 97 nM 61,0244 M | 157107
PKI4 | YADFIASGRTGRRNAI-NH, 28 M 85+12pM | 150107
PKI5 | TTYADFIASGRTGRRNAI-NH, | 3,1nM 119:42uM | 2,61-107

4.4. Allosteerilised efektid
Tabeli 5 andmetest on ndha, et ATP juuresolekul on peptiidide sidumine PKAc aktiivtsentriga
oluliselt tugevam, kui ilma selle ligandita. Seega voib andmete kvalitatiivsel vordlemisel jéreldada,
et ATP pohjustab allosteerilist efekti, muutes peptiidide sidumist.
Akriilodaaniga mérgistatud PKAc ja inhibiitorpeptiidide seostumisel esinevat allosteerilist

efekti a médrati dissotsiatsioonikonstantide Kj ja K, suhtest.

K; 6
- 6)
Seejuures on konstandid K; vdirtused on mdéératud teiste autorite poolt ja kirjeldavad samade
peptiidide inhibeerivat toimet PKAc substraatreaktsioonile tingimustes, kus ensiilim on kiillastatud
ATP-ga.

Tabelist 5 on nédha, et parameetri a védartused on iihest vdiksemad. See tdhendab positiivset
allosteeriat ehk seda, et iihe ligandi sidumise tulemusena muutub ensiiiimi konformatsion nii, et ta
soodustab teise ligandi sidumist. Teisisonu toimub ATP juuresolekul ensiitim-ligand kompleksi
stabilisatsioon.

Selleks, et nédidata erinevate inhibiitorpeptiidide dissotsiatsioonikonstantide omavahelist
seost sidumisel ilma ATP osavotuta ja sidumisel ATP juuresolekul koostati graafik telgedes pK Vs
pKi. Graafikule lisati ka andmed kolme varem uuritud peptiidi jaoks, mille sidumist on méiratud ka

ilma ATP juuresolekuta. Viited neile toodele on toodud Joonis 8. selgituses. Osutub, et need

andmed on kooskdlas antud t66s saadud tulemustega.
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Joonis 8. Inhibiitorpeptiidide jaoks médratud parameetrite pK, ja pK; vordlus PKAc jaoks. PKI1
kuni PKIS on kiesolevas toos uuritud peptiidid. Peptiidide PKI[5-24] ja PKI jaoks ning PKAr
(PKA regulatoorne alatihik) jaoks on valk-ligand kompleksi dissotiatsioonikonstandid méaratud
kirjanduses:

PKAr ehk PKA regulatoorne alaiihik — Herberg and Taylor, 1993;

PKI - Herberg and Taylor, 1993;

PKI[5-24] - Cheng et al, 1985.

Kokkuvbttes voib markida, et ATP juuresolekul paraneb oluliselt peptiidide sidumine proteiinkinaas
A aktiivtsentris ning seda efekti iseloomustab soltuvus pK; ja pK. vahel:

pKi=(1,3+0,1)pK_ + (1,6 £0,5) (7
Seega voimaldab tehtud analiiiis kirjeldada allosteerilist efekti mitte ainult kvalitatiivselt, vaid ka

kvantitatiivselt.
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5. Kokkuvote

Kéesolevas t60s siinteesiti kuus cAMP-st soltuva proteiinkinaasi A aktiivsust inhibeerivat peptiidi.
Nende peptiidide jérjestused on tuletatud PKA termostabiilse inhibiitori PKI struktuurist. Peale
struktuuri identifitseerimist ja peptiidide puhastamist maérati nende peptiidide ensiitimiga sidumise
efektiivsus ilma ATP juuresolekuta, kasutades meie laboratooriumis vélja todtatud
spektrofluorimeetrilist meetodit.

Saadud tulemusi vorreldi samade inhibiitorpeptiidide jaoks varem maéédratud
inhibeerimiskonstantidega, mis kirjeldavad nende inhibiitorite sidumist ensiiiimiga tingimustes, kus
see on kiillastatud ATP poolt. Selline vordlus vodimaldab iseloomustada peptiidide sidumisel
ilmnevat allosteerilist efekti, kus teiseks allosteerikat pohjustavaks ligandiks on ATP.

Allosteerilise efekti suurust iseloomustati allosteerika parameetri o abil, mille véartus
arvutati suhtest K /K;. Antud t66s on iga inhibiitorpeptiidi jaoks vilja arvutatud parameetri
o vadrtus thest vdiksem, mis tdhendab positiivse allosteerilise efekti olemasolu. Seega t66
tulemused nditasid, et ATP juuresolek stabiliseerib oluliselt ensiitim-ligand kompleksi ning arvutati

selle stabilisatsiooni suurus erinevate peptiidide jaoks.
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6. Summary
Karina Solovjova
Interaction of inhibitory peptides with acrylodan labelled cAMP-dependent protein kinase A
catalytic subunit
Six inhibitory peptides for cAMP-dependent protein kinase A were synthesized and their
interactions with the enzyme were studied. Dissociation constants for enzyme-peptide complexes
were determined by using spectrofluorimetric method. Acrylodan-labelled protein was used in these
measurements. Author is thankful for providing this sample from MSc Rait Kivi.

The measurements were made by monitoring Kinetics of denaturation process of acrylodan-
labelled protein in 20 mM MOPS buffer. This process was accompanied significant blueshift of
fluorescence spectra that was detected in experiments. In the presence of inhibitory peptides the
denaturation rate decreased in dose-dependent manner and these dependences were used to calculate
the dissociation constants K. This constant were compared with inhibition constants K; of PKAc by
the same peptides, measured by Cheng et al (Cheng et al., 1985). This comparison revealed that the
K values were always significantly lower than the K_ values. The difference between K; and K.
values can be explained proceeding from the understanding that peptide binding in the presence of
ATP is enhanced by allosteric effect of the second ligand. The allosteric effect was quantified by

free energy relationship between the pK; and pK constants.
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7. Tanuavaldus

Soovin siidamest tdnada oma juhendajat Jaak Jarve, kes aitas kaasa selle t66 valmimisele kdigi oma
teadmistega. Samuti soovin tdnada Piret Arukuuske ja Julia Uusnat, kes aitas mind peptiidsiinteesi
alal, ja Gerda-Johanna Raidaru tema Gpetuse eest kromatograafia kohta.

Avaldan ka kdige suuremat tdnu Rait Kivile, kelle valmistas antud t66s kasutatud PKAc-Acr
ja kelle metoodikat kasutasin. Stidamlikud tédnud ka Ivo Leitole, Anneli Kruvele ja Kadri Ligile, kes
aitasid mind spektofluorimeetria alastes katsetes.

Ténan ka koiki teisi orgaanilise ja bioorgaanilise keemia Oppetoolide to6tajaid moistva ja
sobraliku suhtumise eest.

Kindlasti tahan tdnada ka oma vanemaid ja kasse, kelle armastus ja toetus aitasid mind ning

selle t06 valmimist.
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Lisad



AKkriilodaaniga margistatud PKAc denaturatsiooni Kkiiruskonstandid inhibiitorpeptiidide

juuresolekul

PKI1, TGRRNAI-NH;

C, uM 100 200 300 400 500
Kops, Min 0,14 0,13 0,10 0,060 0,040
o 0,025 0,030 0,020 0,010 0,010

PKI12, GRTGRRNAI-NH;

C, uM 50 50 100 150 200 250
Kobs, Min™ 0,10 0,12 0,087 0,064 0,061 0,038
c 0,049 0,030 0,016 0,036 0,012 0,013

PKI12*, GRTLRRNAI-NH;

C, uM 30 50 70
Kobs, Min™ 0,12 0,058 0,033
o 0,040 0,013 0,0085

PKI13, DFIASGRTGRRNAI-NH,

C, uM 10 25 50 100 200
Kobs, Min™* 0,14 0,15 0,13 0,040 0,032
c 0,056 0,034 0,045 0,0097 0,0050

PKl14, YADFIASGRTGRRNAI-NH;

C, uM 25 50 100
Kops, Min™t 0,077 0,055 0,038
G 0,032 0,021 0,023

PKI5, TTYADFIASGRTGRRNAI-NH;
C, uM 10 25 50 100
Kops, Min™ 0,071 0,071 0,047 0,034
o 0,020 0,027 0,020 0,021



Puhastatud inhibiitorpeptiidide kromatogrammid ja MS spektrid

Liihend Peptiidi jarjestus

PKI1 TGRRNAI-NH;

PKI2 GRTGRRNAI-NH,

PKI2* | GRTLRRNAI-NH,

PKI3 DFIASGRTGRRNAI-NH;

PKI4 YADFIASGRTGRRNAI-NH,
PKI5 TTYADFIASGRTGRRNAI-NH;




Sample Name : Karina PKI1
Sample ID : PKI1 purity test
Data Filename : karina34.Icd
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Batch Filename

: gerdaluus.lcm
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Date Processed
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Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Volume
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Date Processed
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: PKI2 purity test
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Sample Type
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Processed by

Datafile Name:karina38.lcd
Sample Name:Karina PKI2
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