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SISSEJUHATUS

Proteiinkinaasid on enstilimid, mis kataliiiisivad fosfaatriihma tilekannet
fosfaadi doonorilt (ATP etc.) substraatproteiini aktseptoraminohappele,
moduleerides sel moel vastava valgu aktiivsust [5, 6, 7]. Proteiinkinaaside poolt
valgus dratuntavate alade iseloom on méiratud fosforiileeritava aminohappe
timbruses paiknevate aminohapete struktuuri poolt ning seega on voimalik nende
enstitimide substraatspetsiifilisuse siistemaatilist uurimist libi viia vastavate
proteiinsubstraatide jérgi siinteesitud peptiididega [12]. Arvukate peptiidjdrjestuste
vordlemise ning substraatide stryktuur-funktsioonséltuvuste uurimise tulemusena on
osutunud voéimalikuks madratieda proteiinkinaas C jaoks nn. konsensusjérjestus.
Antud ensiitimi korral peetakse substraatspetsiifilisuse seisukohalt olulise tihtsusega
motiiviks jérjestust X- Arg- X- X- Ser- X- Arg- X [18, 28, 29]. Varieerides X-ga
téhistatud positsioonides erinevaid aminohappeid, on vdimalik leida antud ensiitimi
jaoks sobivamate kineetiliste parameetritega substraate ning uurida substraat-kinaas-
interaktsioonile esitatavaid spetsiifilisuse ndudeid [29]. Peptiidsubstraatide
stinteesimise pShieesmirgiks on seega paremate kineetiliste omadustega ja korgelt

spetsiifiliste substraatide loomine [29].

Kédesoleva t66 eesmirgiks on proteiinkinaas C ja substraadi vaheliste
interaktsioonide uurimine fosforiileeritavale aminohappejddgile (seriini jadgile)
Jdrgneva aminohappe varieerimisel ning vastava positsiooni jaoks
Substraatspetsiifilisuse seisukohalt optimaalse aminohappe leidmine. Sellest
tulenevalt hdlmab antud t66 eksperimentaalne osa miieliini aluselise valgu (MBPy_4)
Jdrjestusel pShinevate peptiidsubstraatide siinteesi, kasutades Merrifieldi poolt

loodud tahkel kandjal libiviidava peptiidsiinteesi pohiideid ning varieerides



erinevaid looduslikke aminohappeid fosforiileeritavale aminohappejiggile jirgnevas
asendis, siinteetiliste peptiidide puhastamist poordfaas-korgrohkvedelik-
kromatograafia abil, nende peptiidide analiiiisi plasma desorptsioon mass-
spektromeetri abil ja aminohapete kvantitatiivse mésramise teel ning nende

peptiidsubstraatide fosforiilatsioonireaktsiooni kineetika uurimist.

Peptiidsubstraatide jaoks méadratud fosforiileerimisreaktsioonide kineetilisi
konstante analiiisitakse kahest aspektist ldhtudes:

1) substraatide “dratundmise” molekulaarse mehhanismi siistemaatiliseks uurimiseks
analiiiisitakse struktuur-aktiivsus sdltuvusi proteiinkinaas C poolt
kataliilisitavates reaktsioonides. Vastav lihenemine voimaldab kineetilisi
parameetreid teoreetiliselt méérata antud peptiidahela vastavas positsioonis
paikneva suvalise aminohéppe jaoks ning seega on voimalik nii optimaalse
aminohappejddgi kindlakstegemine kui ka erinevate regressiooniparameetrite
intensiivsuse hindamine antud asendi jaoks;

2) uuritakse peptiidide ruumilise struktuuri véimalikku seost
ensiiimkataliiiitilisel reaktsioonil avalduva bioloogilise aktiivsusega,
modelleerides kvantkeemiliselt lokaalsete mutatsioonide mdju peptiidahela
konformatsioonile. Vastavad arvutused on tehtud gaasifaasis hepta-alaniini kui

mudelpeptiidi jaoks, kasutades programmipaketti MOPAC.

Kéesoleva t66 kirjanduslikus osas antakse iilevaade proteiinkinaas C
fusioloogilistest, kataliiiitilistest ja reéulatiivsetest omadustest, analiitisitakse
kirjanduses esitatud substraatspetsiifilisust kisitlevaid andmeid; esitatakse
peptiidsubstraatide siinteesimise, puhastamise ja analiiiisiviiside teoreetilised alused:;
peatutakse ensiilim-substraatreaktsioonide spetsiifilisuse ja peptiidahela sekundaarse
struktuuri vaheliste seoste uurimisel ning peptiidide kvantitatiivsete struktuur-

aktiivsus soltuvuste analiitisimisel.



Kéesoleva 166 tulemused on publitseeritud jargmises artiklis:
Jarv, J., Sak, K., Eller, M., Ek, P., Engstrom, A., Engstrom, L. (1996) Quantitative
Structure- Acitivity Relationships in the Protein Kinase C Reaction with

Synthetic Peptides Derived from Myelin Basic Protein. Bioorganic Chemistry,

24, 159-168.



KASUTATUD LUHENDID

PKC - proteiinkinaas C

NTP - nukleosiidtrifosfaat

NDP - nukleosiiddifosfaat

ATP - adenosiintrifosfaat

GTP - guanosiintrifosfaat

C¢AMP - tsiikliline adenosiinmonofosfaat

c¢GMP - tsiikliline guanosiinmonofosfaat

DAG - diatsiiiilgliitserool :

FI - fosfatidiiiilinositool

cPKC - klassikalised PKC isoensiiiimid

nPKC - neo- PKC isoensiiiimid

TPA - 12- O- tetradekanoiiiilforbool 13- atsetaat

MBP - (Myelin Basic Protein) miieliini aluseline valk
MLC - (Myosin Light Chain) miiosiini kerge ahel

Vm - kiiruse viirtus ensiitimi kiillastumisel substraadiga
Km - Michaelise konstant (substraadi kontsentratsioon, millel v = Vm/2)
SPPS - (Solid Phase Peptide Synthesis) tahkel kandjal ldbiviidav peptiidsiintees
Boc - tert.-butiiiiloksiikarboniiiil

Fmoc - 9-fluoreniitilmetiiiilokstikarboniiiil

TFA - trifluoroetaanhape

DCM - diklorometaan (metiileenkloriid)

DMF - N ,N-dimetiiiilformamiid

DCC - N,N"-ditsiikloheksiiiilkarbodiimiid



HBTU - 2-(1 H-benso-triasool-1-iiiil)-1,1,3,3,-tetrametiiiil uroonium
heksafluorofosfaat

BOP - bensotriasoliiiil N-oksiitrisdimetiiiilaminofosfoonium heksafluorofosfaat

PyBOP - bensotriasoliitiloksii-tris(piirrolidino)-fosfoonium heksafluorofosfaat

HOBt - 1-hiidroksiibensotriasool

KOBt - 1-hiidroksiibensotriasooli kaaliumisool

t-Bu - tert.-butiiiil

HF - vesinikfluoriidhape

EDT - 1,2-etaanditiool

HPLC - (High Performance/ Pressure Liquid Chromatography)
korgrohkvedelikkromatograafia

RP- HPLC - (Reversed Phase HPLC) podrdfaas-korgrohkvedelikkromatograafia

UV - ultraviolett )

MS - mass-spektromeetria

PDMS - plasma desorptsioon mass-spektromeetria

HCI - vesinikkloriidhape

N - normaalsus

QSAR - (Quantitative Structure Activity Relationships) Kvantitatiivsed struktuur-
aktiivsus soltuvused

MR - molekulaarse refraktsiooni indeks

T - hiidrofoobsusparameeter

G - elektroonsusparameeter

E.- steerilisusparameeter

P - jaotuskoefitsent

EDTA- etiileendiamiintetractaanhape

TRIS- Tris(hiidroksiimetiiiil)Jaminometaan

DTT- ditiotreitool
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1. 1. PROTEIINKINAAS C (PKC)

I. 1. 1. PROTEIINKINAASID JA NENDE KLASSIFIKATSIOON

Proteiinkinaasid moodustavad homoloogsete proteiinide rithma [1], mille
regulatoorset toimemehhanismi on viimase 40 aasta viltel intensiivselt uuritud [2].
Vastavad proteiinid on osutunud markimisviirseteks meditsiinilisteks
huviobjektideks, olles suurelt jaolt kodeeritud onkogeenide poolt ning omades olulist
rolli nii eukartiootse raku tsiikli regulatsioonis [3, 4] kui ka mitmetes metaboolsetes
radades [1].

Proteiinkinaasid on enstitimid, mis kataliiiisivad fosfaatrithma iilekannet
fosfaatdoonorilt substraatproteiini aktseptoraminohappele [5, 6], moduleerides sel
viisil vastava proteiini aktiivsust [7]. Proteiinkinaaside poolt kataliiiisitav reaktsioon
on summaarselt esitatav jargmise vorrandina :

proteiin-
kinaas

Proteiin + nNTP , Proteiin-P, + nNDP

Uldjuhul vastab NTP-le ATP, samas on tuntud vihemalt iiks proteiinkinaas, mille
puhul reaktsioonist osavdtvaks nukleosiidtrifosfaadiks on GTP [8, 9].
Modifitseeritavaks aminohappejisigiks on tavaliselt seriiiil-, treoniiiil- ja/voi
tirostitilrithm. Reaktsiooni toimumiseks on vajalik bivalentsete metallioonide

(pShiliselt Mg 2+ | harvemini Mn 2%) olemasolu reaktsioonikeskkonnas [10].



Nomenklatuurireeglite kohaselt klassifitseeriti antud kinaase algselt

proteiinsubstraadi spetsiifilisuse jirgi [6], kuna aga enamik proteiinkinaase omab

mitmeid substraate, on vastavaid ensiitime otstarbekam klassifitseerida

aktseptoraminohappe spetsiifilisuse alusel [5]. Kirjanduses esineb ka kinaasidega
otseselt interakteeruvate ja nende toimet reguleerivate spetsiifiliste agentide (cAMP,
cGMP, Ca 2, etc.) baasil tehtud jaotusi [8, 9, 10], kuid siistemaatiliseks ja
tildaktsepteeritavaks peetakse jirgmist aktseptoraminohappe spetsiifilisusel

pohinevat klassifikatsiooni:

1. Fosfotransferaasid aktseptoorse alkoholriilhmaga fosforiileeritavas valgus —

proteiin-seriin/treoniinkinaasid (i. e. seriini- ja treoniinispetsiifilised

proteiinkinaasid, mis tekitavad fosfaatestreid) (E. C. 2. 7. 10).
)
2. Fosfotransferaasid aktseptooise fenoolrithmaga fosforiileeritavas valgus —
proteiin-tiirosiinkinaasid (i. e. tiirosiinispetsiifilised proteiinkinaasid, mis

tekitavad fosfaatestreid) (E. C. 2. 7. 11).

3. Fosfotransferaasid aktseptoorse histidiiiil-, arginiiiil- voi liisiiiilriihmaga

fosforiileeritavas valgus — proteiin-histidiinkinaasid etc. (i. e. ensiiiimid, mis

tekitavad fosforamidaate histidiini 1- ja 3- positsioonis, arginiini guaniidgrupis
vOI lisiini e- NH2- rithmas) (E. C. 2. 7. 12).

4. Fosfotransferaasid aktseptoorse tsiisteiinrithmaga fosforiileeritavas valgus —
proteiin-tsiisteiinkinaasid (i. e. ensiitimid, mis tekitavad fosfaattioestreid) (E.

29 i

S. Fosfotransferaasid aktseptoorse atsiiiilriihmaga fosforiileeritavas valgus —
proteiin-aspartiitil- voi glutamiiiilkinaasid (i. e. ensiiiimid, mis tekitavad

fosfor- ja karboksiitilhapete segaanhiidriide) (E. C. 2. 7. 14) [5].

Toodud klassifikatsiooni esimesse ja teise rithma kuuluvad enstiiimid on viga

arvukalt tuntud, enamikku neist on puhastatud ja ka kloneeritud. Kdige laialdasemat
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rolli proteiinkinaaside hulgas omavad multifunktsionaalsed seriin/treoniinkinaasid,
mis paistavad silma spetsiifiliste substraatide suure arvukuse poolest. Kolme
viimasesse kategooriasse kuuluvaid ensiiiime on tunduvalt vihem iseloomustatud
[5].

Proteiinkinaase leidub kdikides eukariiootsetes rakkudes, samuti on kindlaks
tehtud nende ensiitimide olemasolu mitmetes bakterites ja viirustes [ 10]. Ténapieval
on eukartiootidest eraldatud enam kui sada proteiinkinaaside molekulaarset klooni

ning kui arvestada veel ka muudest organismidest pirinevaid, ulatub tuntud

kinaaside arv 200-ni [5].



1. 1. 2. PROTEIINKINAAS C (PKC)

Proteiinkinaas C (PKC) on Ca 2t-ioonide ja fosfolipiidide poolt aktiveeritay
seriin/treoniinkinaaside kategooriasse kuuluv proteiinkinaas, mis on levinud paljudes
erinevates kudedes [11] ning omab olulist rolli signaali iilekandes ja mitmete teiste
rakuprotsesside regulatsioonis [12]. Fiisioloogilistes tingimustes aktiveerub ensiitim
diatsiitilgliitserooli, membraani fosfolipiidide ning Ca 2*-ioonide juuresolekul [11].
Uuritav kinaas eraldati esmakordselt roti ajust Nishizuka et al. poolt 1979. aastal [10,
LT

Proteiinkinaas C koosneb iihest subiihikust, mille molekulmass on ca 82000
[10], esinedes seejuures mitmete isovormidena [12]. Tdnapéeval tuntakse 11 erinevat
isoensiilimi [4], mida jagatakse kahte suurte riithma:

1. Ca 2t-joonide olemasolust sdltuvad, i.e. klassikalised PKC isoensiiiimid (cPKCa,
cPKCBI, cPKCBIL, cPKCy), mis on kodeeritud kolme eri geeni poolt (ct, B, ).
2. Ca 2*-ioonide olemasolust sdltumatud, i.e. neo-PKC isoensiiiimid (nPKCo,

nPKCe, nPKCL, nPKCBO), mida kodeerivad erinevad geenid [14].
Klassikalised ja neoisoensiiiimid erinevad oluliselt strukturaalsete omaduste ja
enstimaatilise aktiivsuse poolest, jaotusesiseselt on erinevused vaid kudedes ja
- rakkudes leidumise spetsiifikas. Oluliste erinevuste tdttu ensiimaatilises aktiivsuses
on PKC neoisoensiitimide olemasolu siiani sageli arvestamata jietud [14]. Kuna
laialdasemalt on levinud PKC o, B ja y isoensiiiimid (i.e. klassikalised 1soensiitimid)
ning nende ensiimaatilist aktiivsust, kataliiiitilist toimemehhanismi ja
Substraadispetsiifilisust on intensiivselt uuritud, on kiesolevas t66s edaspidi lahtutud

PKC klassikalistest isoensiiiimidest.



1. 1. 2. 1. JAOTUMUS KUDEDES JA RAKUSISESES KESKKONNAS

Proteiinkinaas C-d on leityd eukariiootsete organismide eri liikide erinevatest
kudedest [15]. Suures ulatuses leidub PKC-d vereliistakutes, ajus, liimfotsiititides,
kopsudes, neerudes, maksas etc. [16].

PKC rakusisene jaotus sdltub rakutsiikli faasist; immunotsiitokeemiliste
uuringute jérgi on ensiitim lokaliseerunud pohiliselt plasmamembraani,

tstitoplasmasse, tuumakesse ja Golgi aparaati [13].

1. 1. 2. 2. FUSIKOKEEMILISED OMADUSED

Proteiinkinaas C on suhteliselt mittestabiilne ja siilib 0 OC juures vaid moned
pdevad. Ensiitim vdib inaktiveeruda kiilmutamise ja jargneva sulatamise viltel ning
liofilisatsioonil [16]. PKC molekulkaaluks médrati geelelektroforeesil 82 000,
tihedusgradientanaliiiisil hinnati sedimentatsioonikoefitsendiks 5.1 S ning
geelfiltratsioonil leiti Stokesi raadius (42 A). Proteiinkinaas C isoelektriline punkt on
PH 5.6 juures [16, 17].

Vastava ensiitimi moodustab liksik poliipeptiidahel ilma subiihikuliste
Struktuurideta. Proteiinkinaas C omab kahte funktsionaalselt erinevat doméini,
milledest iiks on hiidrofoobne ja V(~)im;11dab kinnitumist membraanile ning teine
hiidrofiilne, kandes kataliiiitiliselt aktiivset tsentrit [15].

Proteiinkinaas C reaktsioonides substraatvalguga kasutatakse fosfaatdoonorina
vaid ATP-d, optimaalne magneesiumioonide kontsentratsioon reaktsioonisegus (40

MM Tris-atsetaatpuhvris) on 5-10 mM ja sobivaim pH 7.5- 8.0 [16, 17].



1. 1. 2. 3. STRUKTUUR JA AKTIVATSIOON

M@istmaks proteiinkinaas C regulatiivset toimemehhanismi ja
substraatspetsiifilisuse probleemi, on oluline kisitleda ensiitimi ruumilist struktuuri
[4]. Selle médramine on seni osutunud voimalikuks keemilise homogeensuseni
puhastatud proteiinkinaas A kristallograafilisel ja rontgenstruktuuranaliiiitilisel
uurimisel [9].

Klassikalised proteiinkinaas C isoensiiiimid (cPKC) sisaldavad kolme
erinevat ala:

1) diatstiiilgliitserooli (DAG) ja forboolestri seostumisdomaini (tandemina korduvate
tsiisteiinirikaste jarjestuste ala ) (C1),
2) Ca 2+ -joonide sidumisdomééni (C2),

3) proteiinkinaasi kataliiiitilist domézni (C3) (joonis 1).

Y R C3 s

0= mmn -

¢PKCB“/, B,

~Joonis 1. Klassikaliste proteiinkinaas C isoensiiiimide (cPKC) skemaatiline struktuur

(C1 ja C2 vastavad regulatoorsetele doméainidele, C3 on kataliiiitiline doméén)

[14].

Neoisoensiiiimidel, i. e. Ca 2% -ioonide olemasolust s&ltumatutel isovormidel, C2
doméén puudub. Vastavad doméénid on eraldatud nn. D -jérjestuste kaudu.
Karboksiiiilotsa D4 jirjestus vdimaldab iseloomustada i ga PKC isovormi

individuaalselt, hdlmates tiiiipspetsiifilisi funktsioone [14]. Kataliiiitiline dom&én
)



koosneb tavaliselt ca 240 aminohappejaigist ning sisaldab ATP-seostumiskohta,
valksubstraadi sidumisregiooni ja silmuselise struktuurina esinevat kataliiiisi
toimumiskohta. ATP-seostumisala paikneb domé#ini aminootsas, olles
iseloomustatud strukturaalse motiiviga Gly- X- Gly - X - X - Gly. Tsentraalselt
paiknev Asp184 on vastutav aluskataliiiitilise fosfaatrithma iileviimisprotsessi eest
Valksubstraadile._Valksubstraadi sidumisregioon ei ole itheselt miiratletud,
toendoliselt hdlmab see kataliiiitilise domiini karboksiitilotsa 60 viimast
aminohappejaiki [18].

Kirjeldatud regulatoorsed domiinid osalevad ensiitimi aktiivse tsentri
sobivaima konformatsiooni moodustamisel, paiknedes silmustena viljaspool
globulaarset tuuma, on ebaolulised kataliiiitilise aktiivsuse tagamisel, omavad aga
mérkimisvéérset rolli substraadi lokalisatsioonil ja seostumisel ensiitimiga [4].

Proteiinkinaas C on normaalselt mitteaktiivne, olles aktiveeritud
diatsiiiilgliitserooli (DAG) poolt Ca 2+ -joonide ja membraani fosfolipiidide
Juuresolekul. Aktivatsioon on Ca 2% -joonide suhtes viga spetsiifiline, teised
bivalentsed katioonid sarnast mdju ei avalda [11, 16]. Diatsiiiilgliitserooli
membraanides tavaliselt ei esine, teda produtseeritakse vaid liihiajaliselt
fosfatidiiiilinositooli (F1) lagunemisel. Viimane protsess on omakorda esile kutsutud
mitmete neurotransmitterite, hormoonide, kasvufaktorite ja teiste bioloogiliselt
aktiivsete ainete poolt [10, 17, 19]. On postuleeritud, et vastav fosfatidiiiilinositooli
ringe mojutab Ca 2t -kanalite avanemist rakumembraanis, on aga selge, et FI
lagunemise primaarne produkt DAG suurendab juba viikestes kogustes
Proteiinkinaas C niivat afiinsust nii Ca 2+ -1oonide kui ka fosfolipiidide suhtes ja
muudab ensiitimi tdielikult aktiivseks; ka olukorras, kus Ca 2% -ioonide
tildkontsentratsioon ei suurene [14, 15]. DAG olemasolu véimaldab PKC poorduvat
kinnitumist membraanile ja enslimaatilise aktiivsuse avaldumist [15].

Proteiinkinaaside toime regulatsioonil méngivad olulist rolli struktuurid, mis
Sarnanevad proteiinkinaaside fosforiilatsiooniala motiividega. Need nn.

Pseudosubstraadi prototiiiibid paiknevad regulatoorsetes doméénides ja vastutavad
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proteiinkinaaside hoidmise eest inaktiivses olekus. DAG iiks voimalik toime PKC
ahelas seletub seega konformatsioonilise muutuse tekitamises, mis eemaldab
aktiivselt alalt pseudosubstraatstruktuuri ja voimaldab nii substraadi kinnitumist
ensiitimi aktiivsele tsentrile [ 18].

Uuritud fosfolipiidide hulgast on osutunud PKC aktivatsioonil asendamatuks
fosfatidiitilseriin, teised fosfolipiidid ilmutavad vastavalt positiivset vdi negatiivset
lisam&ju PKC aktiveerimisele. Nii suurendab fosfatidiiiiletanoolamiini lisand veelgi
ensiitimi aktiivsust, kuna fosfatidiiiilkoliin ja sfingomiieliin toimivad inhibiitoritena
[15, 17].

Forboolestrid (nagu 12- O- tetradekanoiiiilforbool 13- atsetaat, TPA) voivad
asendada DAG-d nii in vitro kui ka in vivo ja seega vahetult aktiveerida PKC-d Ca2*t
-ioonide ja fosfolipiidide olemasolul reaktsioonikeskkonnas. PKC-le spetsiifilist
inhibiitorit siiani leitud ei ole, kiill aga inhibeerivad selle enstitimi toimet mitmed
fosfolipiididega interakteeruvad ained (kloorpromasiin, dibukaiin, imipramiin,
fentolamiin, verapamiil ja tetrakaiin), mis ilmselt takistavad aktivatsiooniprotsessi,

toimimata seejuures ensiitimi aktiivse alaga [10, 11, 16, 17].

1.1.2. 4. KATALUUTILINE MEHHANISM

Proteiinkinaaside kataliiiitilist toimemehhanismi substraatvalgu
fosforiileerimisel on kisitletud, lihtudes ensiitimi struktuurist ning uurides kinaasi
aktiivse tsentri koostisesse kuuluvate élminohappejéiékide polaarset ja hiidrofoobset
iseloomu [1, 2, 20, 21, 22]. Kataliiiitilise toimemehhanismi selgitamisel on oluliseks
osutunud ka kvantitatiivsete struktuur- aktiivsussdltuvuste uurimine [23].

K&ik seriin/treoniinkinaasid omavad aktiivtsentris lihestikku paiknevaid Lys-
72 ja Asp-184 jiike, mis votavad osa nii substraadi sidumisest kui ka kataliitisist
[20]. Kataliiiisi esimeses staadiumis toimub ATP y-fosfaatriihma trigonaalse

bipiiramidaalse fosforiaatomi juures elektronpaari nukleofiilne imberpaigutus,

18



millele jargneb nukleofiili (seriini, treoniini voi tiirosiini) prootoni iilekanne ensiitimi
aktiivses tsentris asuvale aluselisele aminohappejiigile (Asp-184). Negatiivse
laenguga pentakoordineeritud fosfaatrithm stabiliseeritakse proteiini positiivselt
laetud jadgi (Lys-72) poolt [1, 2]. Mg-ATP kompleks on ensiiiimi aktiivtsentrisse
seotud nii adenosiini kui ka trifosfaatahela kaudu, kusjuures seondumist adenosiini
kaudu peetakse olulisemaks [20]. Riboosiringi hiidroksiiiilgrupid moodustavad
ensiiiimi sobivate aminohappejddkidega vesiniksidemeid, tekitades nii nn.
"hiidrofoobse tasku", mis on vesiniksidemete kaudu omakorda seotud puriinahela
N(0) ja N(7) limmastikuaatomitega [1, 2]. Ensiitimi aluselise funktsionaalriihma
seondumisel vesiniksideme kaudu fosforiileeritava hiidroksiiiilriihmaga viimase
hapnikuaatomi nukleofiilsus suureneb ning see on omakorda eelduseks ATP y-
fosfaadi fosforiaatomi atakeerimisel [20]. Skemaatiliselt on seda

kataliiiisimehhanismi kujutatud joonisel 2 [1].

"Hiidrofoobne tasku"

(Lys-72-NH3™) Adeniin
B Sk
O

P//O\ p/o\ P/ §
5 \ o

0 Rhliga gleerigii 6 H OH

/ \
X Mg **

Alus:) Ligé'nd Ligand

(Asp-184-CO0O) (Glu-67) (Asp-157)

Joonis 2. Proteiinkinaaside kataliiiitilise toimemehhanismi iildskeem [1].

Kvantitatiivsete struktuuri ja aktiivsuse vaheliste soltuvuste uurimisel on
ndidatud, et proteiinkinaaside poolt kataliilisitavates reaktsioonides omab olulist rolli

induktsioonieffekt. Sellest lihtudes on oletatud, et kataliiiisireaktsiooni kiirust
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limiteerivas staadiumis toimub fosforiileeritavalt hiidroksiiiilriihmalt prootoni
eemaldumine ensiitimi aktiivtsentris paiknevale aluselisele funktsionaalriihmale ja
seeldbi leiab aset oksiianiooni teke. Nii formeerunud suure nukleofiilsusega

okstianioon tagab fosforiiiilriihma kiire iileviimise ATP-It substraadile [23].

1. 1. 2. 5. BIOLOOGILINE ROLL

Proteiinkinaaside esmalt avastatud bioloogiline roll seostub mitmete
metaboolsete ja tsiitoskeletis toimuvate protsesside regulatsiooniga. Kataliiiisitav
valksubstraatide fosforiilatsioon on osutunud rakusiseste protsesside regulatsiooni
tdhtsaimaks mehhanismiks, kuna enamik eukariiootides asetleidvaid fiisioloogilisi
protsesse on sdltuvad proteiinide fosforiilatsioonist [4, 18].

Proteiinkinaas C kui multifunktsionaalne enstiim méngib rolli paljude
rakuprotsesside kontrollimisel ja reguleerimisel, raku proliferatsioonil ja kasvamisel
[13, 15, 16]. Antud ensiiiim omab suurt osa informatsiooni edasikandmisel mitmetelt
ekstratsellulaarsetelt nn. virgatsainelt ("messengers") ning on tuntud kasvajate
arengu (toendoliselt ka onkogeneesi) regulaatorina [7, 9, 11].

PKC bioloogilise toimemehhanismi uurimine intensiivistus pérast vastava
kinaasi kui forboolestrite tihtsaima retseptori kindlakstegemist. Mitmed
ekstratsellulaarsed signaalid, mis kutsuvad esile DAG ja forboolestrite teket,

“moduleerivad paljude raku ja viiruse geenide ekspressiooni. Arvatavasti on see
viliste stiimulite poolt esile kutsutud éeeni ekspressiooni modulatsioon peamisi
stindmusi, mis viib rakus niisuguste pikaajaliste vastusteni nagu raku proliferatsioon
Ja diferentseerumine. Seega peaks PKC toime nendes rakuprotsessides hdlmama ka
geeni ekspressiooni modulatsiooni [14].

PKC funktsionaalne mitmekesisus tuleneb iihelt poolt substraatide
Paljususest, teiselt poolt aga erinevate aktivatsioonimehhanismide olemasolust,

skemaatiliselt on PKC vdimalik funktsionaalne toimerada esitatud joonisel 3 [14].

!
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TPA

Fiisioloogilised Transkriptsiooniline Raku proliferatsioon
stiimulid d PKC regulatsioon ——  ja diferentseerumine
Liihiajaline Pikaajaline
vastus vastus
Protsessid, mis Pr}otsessid
viivad PKC pirast PKC
aktivatsioonini aktivatsiooni

Joonis 3. Proteiinkinaas C funktsionaalne toimerada [14].

1. 1. 2. 6. SUBSTRAATSPETSHFILISUS

Substraatspetsiifilisuse probleemi on kisitletud paljude proteiinkinaaside
Korral [13], lahtudes teadmisest, et substraatmolekuli struktuur on tsentraalseks
kriteeriumiks nende ensiiiimide funktsioneerimisel [10]. Fosforiileeritavat
aminohappejaaki timbritseva jérjestuse uurimine proteiinkinaaside poolt
kataliiiisitavates valkudes ja siinteetiliste peptiidide fosforiilatsioonikineetika
modtmine voimaldab kisitleda substraatspetsiifilisust positsiooniliste aminohappe-
eelistuste madramise tasandil [18].

Sellest ideest ldhtudes voib proteiinkinaas C substraatspetsiifilisus olla
Piisavalt lai [15, 16, 17, 24]. Selle ensiiiimi looduslikeks substraatideks on viis
€rinevat histooni tiiiipi (H2B, H1 et al.), protamiin, miieliini aluseline proteiin
(myelin basic protein, MBP), troponiin I ja troponiin T, mikrotuubuliga-
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assotsieerunud proteiin, mitmed identifitseerimata lahustuvad ja membraaniga
seotud proteiinid, EGF-retseptor, 40K proteiin inimese vereliistakutes, ribosomaalne
S6 proteiin, glitkogeen stintaas [10, 12, 13, 15, 16, 17, 25, 26], neuromoduliin ning
neurograniin [12]; samuti voib miiosiini kerge ahel (myosin light chain, MLC) olla
substraadiks in vitro, kuigi selle reaktsiooni kiirus on viike ja fiisioloogiline tihtsus
senini tundmata [12, 17].

Kuna on kindlaks tehtud, et proteiinkinaaside poolt valgus dratuntavate alade
iseloom on méiratud fosforiileeritava aminohappe iimbruses paiknevate aminohapete
poolt, siis on vastavate proteiinsubstraatide baasil tuletatud siinteetilised peptiidid
vdimaldanud proteiinkinaas C substraatspetsiifilisuse siistemaatilisemat uurimist ja
nn. konsensusjarjestuse méératlemist [12]. Siiski peab mainima, et strukturaalseid

kriteeriume PKC-selektiivse substraadi saamiseks ei ole siiani dnnestunud tipselt
mddratleda [12, 24]. }

Jargnevas substraatspetsiifilisuse arutelus on fosforiileeritava aminohappe
positsioon tdhistatud tinglikult 0-ga ning temast aminootsa poole jadvate
aminohapete paiknemiskoha kirjeldamisel kasutatakse negatiivseid, karboksiitilotsas
Vastavalt positiivseid numbreid.

Uheks enam arvestatavaks faktoriks substraatspetsiifilisuse kirjeldamisel on
PKC nagu ka mitmete teiste proteiinkinaaside korral aluseliste aminohapete
esinemine fosforiileeritava aminohappe (Ser / Thr) vahetus liheduses [7, 12, 13, 24,
20]. Nende katioonsete aminohapete arvu suurendamisel substraatstruktuuris
tdheldati fosforiilatsiooni kineetika parameetrite mirgatavat paranemist in vitro ning
0deti Arg eelistust Lys-le (arginiini asendamisel ltsiiniga véhenesid nii
fosforiileerimise kiirus kui ka Km) [12, 18]. Paljudes to6des on kisitletud aluseliste
aminohapete osatiihtsust iihel ja teisel pool fosforiileeritavat jadki. Siiski on oluline
Mainida, et saadud tulemused on varieeruvad, mis niitab, et absoluutset PKC-
Spetsiifilist konsensusjirjestust méiérata voimalik ei ole [12, 18]. Nii on {ihelt poolt

PKC-spetsiifilise substraadi kriteeriumina toodud aluseliste aminohapete olemasolu

Peptiidjarjestuse amino-otsas [12, 13, 25], kus positiivsete laengute olemasolu eriti
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-1 ja -2 positsioonides suurendab substraadi aktiivsust [27]. Teiselt poolt peetakse
PKC dratundmisel primaarseks faktoriks aluseliste aminohapete leidumist
fosforiileeritavajéifjestuse karboksiiiilotsas [ 12]. Chen ef al. niitasid, et positiivse
laengu esinemise nduet aminootsas voib rahuldada ka ainuke Lys- jddk paiknevana
fosforiileeritava aminohappe suhtes -4 positsioonis [12]. Samas peetakse viga
oluliseks aluselise aminohappe olemasolu karboksiiiilotsas [12, 25], eriti +2
positsioonis. Seda tdendab nii vastavas kohas arginiini asendamisel neutraalse,
hiidrofoobse aminohappega (Ile) konstateeritud enam kui 1000-kordne
fosforiilatsiooni kiiruse langus [12, 25], kui ka teadmine, et +2 asendis paiknev Arg
on osutunud vidga tundlikuks stereokeemilise inversiooni (L-isomeeri asendamine D-
isomeeriga) suhtes [24]. Niisugused erinevused esitatud andmetes raskendavad PKC
substraatspetsiifilisuse tihtsaimate faktorite kindlakstegemist, samal ajal osutades ka
antud ensiitimi tolerantsusele substraadi dratundmisel. PKC tolerantsust dratuntava
aminohappejérjestuse suhtes néitab ka fakt, et substraadi molekulis arginiini
guaniidrithma asendamine aminogrupiga [25] fosforiilatsioonikiirust oluliselt ei
mojuta. Samas voib PKC-spetsiifiliste substraatide suur arvukus olla pdhjustatud ka
eri isoenstilimide erinevast spetsiifilisusest, kuna uuringud teostatakse enamasti roti
ajust eraldatud antud ensiiiimi klassikaliste (o, B ja ) isovormide seguga [7, 18, 12,
29].

Chen et al. niitasid, et oluline faktor substraadi dratundmisel on ka
fosforiileeritava aminohappe (Ser /Thr) suhtes +1 positsioonis paiknev hiidrofoobne
| aminohape Phe [12], mida kinnitavad paljude looduslike substraatide analiiisimisel
Saadud andmed [7, 12, 24, 28]. Hiidrofoobse aminohappe olemasolu selles
positsioonis tehti kindlaks ka mitmete PKC isovormide substraatjarjestustes [12].
Asendus Ile-ga kompenseerib osaliselt Phe puudumist, samas Ala asemelepanek
vihendab vastava substraadi aktiivsust viga oluliselt. Need andmed néitavad, et +1
asendis on substraatspetsiifilisuse seisukohalt méarav hiidrofoobse aminohappe
Olemasolu, samas pakub suurt huvi teiste faktorite (nagu korvalahela suurus,

aromaatsus vs alifaatsus etc.) mdju uurimine, millele ka antud t66 eksperimentaalne
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osa on keskendunud ning mis véimaldab optimeerida substraat-kinaas
interaktsioone. Samas niitasid Kwon et al., et substraatide afiinsust PKC suhtes vdib
suurendada ka hiidrofoobse aminohappe olemasolu -1 asendis fosforiileeritava
aminohappejddgi suhtes [7].

Seega on proteiinkinaas C substraatspetsiifilisuse médaramisel olulised nii
positiivselt laetud aminohapped fosforiileeritava jddgi imbruses kui ka hiidrofoobse
aminohappe olemasolu, seejuures ei oma tihtsust mitte ainult vastavate aminohapete
asukoht, vaid ka nende olemus [12].

Arvukate peptiidjirjestuste vordlemise ning substraatide struktuur-
funktsioonsdltuvuste uurimise tulemusena on voimalik méiratleda PKC
konsensusjérjestuse struktuuri. Substraatspetsiifilisuse seisukohalt on olulise
tdhtsusega motiiv X - Arg - X - X - Ser - X - Arg - X, mis esineb ka antud enstiiimi
pseudosubstraadi autoregulatoorses regioonis [ 18, 28, 29]. Varieerides X-ga
tdhistatud positsioonides erinevaid aminohappeid on voimalik leida sobivamate
kineetiliste parameetritega substraate antud ensiiiimi jaoks ning uurida substraat-

Kinaas interaktsioonile esitatavaid spetsiifilisuse ndudeid [29].
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1. 2. PEPTHIDIDE SUNTEESI-, PUHASTAMISE JA
ANALUUSIMEETODID

Stinteetilised peptiidsubstraadid omavad olulist osa nii proteiinkinaaside
substraatspetsiifilisuse uurimisel kui ka nende ensiiiimide aktiivsuse modtmisel [29].
On kindlaks tehtud, et proteiinkinaaside substraatspetsiifilisus on peamiselt madratud
fosforiileeritavat aminohappejéiki timbritseva peptiidi jirjestuse poolt [4, 9, 10, 11,
29]. On siiski oluline mainida, et antud ensiiiimide substraatspetsiifilisuse
kujundamisel omavad mirkimisviirset rolli ka substraadi korgemat jarku struktuurid
[9, 29] (kdesoleva t66 peatiikk 1.3). Valkude fosforiileeritava ala
aminohappejirjestuse baasil siinteesitud peptiidid voimaldavad seega uurida nii
fosforiilatsioonimehhanismi kui ka substraatmolekulile esitatavaid strukturaalseid
noudeid reaktsiooni toimumiseks [30].

Proteiinkinaaside peptiidsubstraatide saamiseks tuntakse kolme voimalikku
ldhenemisteed:

1) looduslike v5i eksogeensete substraatide teadaolevate fosforiileeritavate
jérjestuste baasil analoogide siintees (kdige sagedasem ja ka antud t66s
aluseks voetud lihenemisviis);

2) kombinatoorse keemia pohiideedel baseeruv statistiliste peptiidkogumite loomine,
varieerides erinevaid aminohappeid kdikides spetsiifilisuse seisukohalt
olulistes positsioonides;

3) substraatanaloogide siinteesimine pseudosubstraadi autoregulatoorsetele
regioonidele vastavate jirjestuste alusel [29, 31].

Pohieesmirk peptiidsubstraatide siinteesimisel proteiinkinaaside jaoks on luua

Paremate kineetiliste omadustega ja korgelt spetsiifilisi substraate [29].
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1.2. 1. TAHKEL KANDJAL LABIVIIDAVA PEPTIIDSUNTEESI
POHIIDEED

Peptiidsiintees tahkel kandjal (Solid Phase Peptide Synthesis, SPPS) voeti
esmakordselt kasutusele Bruce Merrifieldi poolt 1963. aastal [32]. Tdnu mitmetele
eelistele klassikalise lahuses ldbiviidava peptiidsiinteesi ees (tunduvalt viiksem aja-
Ja tookulu, voimalus siinteesida viiga paljudest aminohapetest koosnevaid
peptiidahelaid, mérgatavalt kdrgemad reaktsioonisaagised etc.) on see metoodika
omandanud laialdase rakenduse ning on tehtud mitmeid edasiarendusi ja tdiendusi
antud siinteesistrateegia rakendamise hdlbustamiseks (uute sidumisreagentide,
blokeerimisrithmade ja tahke kandja materjalide kasutuselevdtmine, peptiidi
craldamiseks tahkelt kandjalt kasutatava lahuse koostise optimeerimine,
slinteesietappide automatiseerimine etc.) [33, 34, 35].

Jargnevalt on esitatud tahkel kandjal ldbiviidava peptiidsiinteesi pdhietapid.

1. Esimene blokeeritud a-aminorithmaga aminohape seotakse kovalentse sideme abil
tahkele poliimeerile, millena kasutatakse enamasti 1 %-lise diviniiiilbenseeni

: liSandiga poliistiireeni. a-aminoriihma blokeerimiseks vottis Merrifield algselt
kaSutusele hapete suhtes tundliku Boc-blokeerimisrithma, mida tinapéieval on suures
ulatuses vilja tdrjumas Fmoc-grupp [36, 37, 38]. Viimase kasutamine voimaldab
06tada mirgatavalt leebemates tingimustes, ndudmata siinteesitava peptiidi
06tlemist tugeva happega [39]. Siinjuures peab mainima, et vastavad blokeeritud a.-
AMminorijhmaga tahkele kandjale seotud aminohappederivaadid on kittesaadavad ka
Valmiskujul ning iiha enamates laboratooriumides léhtutakse peptiidide

Stinteesimisel juba poliimeeri kiiljes olevast esimesest sobivast aminohappest.



2. Siinteesi jitkamiseks tuleb eemaldada tahke kandja kiilge seotud aminohappe o.-
aminoriihma blokeerimiseks kasutatud riihmitis. Boc-blokeerimisgrupi kasutamisel
saavutatakse see aminohappe/peptiidi tootlemisel TFA-lahusega DCM-s, kusjuures
tekkinud trifluoroatsetaat tuleb neutraliseerida tertsiaarse amiiniga. Fmoc-rithm
kdrvaldatakse piperidiini lahusega DMF-s, seejuures ei ole neutralisatsiooniprotsess

vajalik ja reaktsioonietappide koguarv tsiiklis on sellevorra viiksem [39].

3. Soovitud pikkuse ja koostisega peptiidahela saamiseks seotakse tahkele kandjale
kinnitatud esimese aminohappe kiilge iihekaupa vajalikke aminohappeid. See etapp
hdlmab peptiidsideme formeerumist. Peptiidsideme spontaanne moodustumine on
ebatdendone protsess, kuna selle reaktsiooni tasakaal on nihutatud peptiidssideme

hiidroliiiisi suunas:

R-COOH + NH2-R* — R-CO-NH-R" + H,O

A

Soovitud amiidi saamiseks peab iiks rithmadest (kas karboksiiiil- voi
aminoriihm) olema aktiveeritud. Sidumisprotsess on praktiliselt teostatav vaid
karboksiiiilriihma aktiveerimise teel [40].

T#napieval kasutatakse mitmeid erinevaid aktiveerivaid reagente, kusjuures
reagendi valik soltub vastavalt Boc- vdi Fmoc-keemia kasutamisest ning liidetava
aminohappe ja tema kdrvalahelas olevate aktiivsete rithmade blokeerimiseks
kasutatud gruppide olemusest. Algselt laialdast populaarsust omanud DCC-d on eriti
Fmoc-keemias vilja tdrjumas uued ning tunduvalt efektiivsemad sidumisreagendid
[41, 42, 43] nagu HBTU (aitab alla suruda ratsemisatsiooni, vdimaldab korge
Saagisega sidumisprotsesse lithikese aja viltel) [44, 45], BOP (kiired ja suure
Saagisega reaktsioonid, vdimaldab efektiivselt siduda kérvalahelas asuvate
blokeerimata hiidroksiigruppidega aminohappeid) [46, 47, 48], PyBOP [49], HOBt,
KOBt [50] etc.
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Stinteesi viltel kasutatakse kdigi seotavate komponentide ja reagentide suurt
liiga, mida v&ib poliimeerile seotud peptiidilt filtreerimise kdigus kergesti
cemaldada. Seega kaob dra vajadus vaheiihendite pidevaks puhastamiseks.
Ebasoovitavate kdrvalreaktsioonide viltimiseks peavad olema blokeeritud ka
lisatavate aminohapete aktiivsed kiilgahelad, kusjuures eri riithmade kaitsmiseks on
véljakujunenud erinevad standardsed blokeerimisrithmad (Boc-keemia kasutamisel
€namasti bensiiiil-tiiiipi blokeeringud, Fmoc-keemia korral t-Bu-tiiiipi blokeeringud)
[39].

Korgema saagise saamise eesmérgil on soovitatav sidumisprotsessi viltel
Muuta solventide polaarsust [36]. Aminohapete seostumise méira voib kontrollida
nii ninhiidriintesti (Kaiseri testi) [51, 52], pikriinhappe kasutamisel pdhineva
Mmeetodi (Gisini protseduuri) [53] kui ka muude menetluste rakendamise teel.

Peptiidsideme siinteesi tsiiklit, milline seisneb eelmise aminohappe
deblokeerimises ja jirgmise aminohappe sidumises immobiliseeritud peptiidahela
kiilge korratakse soovitud pikkuse ja jarjestusega peptiidi saamiseni, kusjuures

\

stinteesiprotsess 10ppeb viimasena seotud blokeeritud aminohappe deblokeerimisega.

4. Peptiid eemaldatakse tahkelt kandjalt, kusjuures samaaegselt korvaldatakse ka
aktiivsete kiilgahelate blokeerimiseks kasutatud rithmad. Boc-keemia kasutamisel
Jdutakse vastava tulemuseni immobiliseeritud peptiidahela t66tlemisel HF-ga. HF-i
kasutamisel tuleb rakendada spetsiaalseid toovotteid, kuna see reagent on viga
 toksiline ja korrosiivne ning reageerib ka klaasiga. Fmoc-keemias kasutatakse
Vastaval eesmargil TFA-d. Mitmete ebasoovitavate korvalreaktsioonide véltimiseks
tuleb TFA-le lisada sobivas vahekorras lisakomponente [39]. Seejuures on
Sobivaimaks osutunud jargmise koostisega segu: 82.5 % TFA-d, 5 % fenooli, 5 %
destilleeritud vett, 5 % tioanisooli ja 2.5 % EDT-d (mahuprotsendid) [54]. Vajaduse
korral on sobivate tingimuste kompleksi valikul voimalik korvalahelate

dE‘fblokeerimineja peptiidi eemaldamine tahkelt kandjalt 14bi viia ka astmeliselt [41].
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1.2.2. SUNTEETILISTE PEPTIIDIDE PUHASTAMINE

Tahkel kandjal ldabiviidava peptiidsiinteesi kdigus saadud peptiid sisaldab alati
mitmeid kdrvalsaadusi. Viimased tekivad siinteesietappide voimaliku ebatdielikkuse
tulemusena, pohjustades erineva pikkusega lithenenud peptiidahelate teket, ning
samuti deblokeerimisprotsesside ja peptiidi kandjalt lahutamise kédigus toimuvate
keemiliste modifikatsioonide tottu. Tavaliselt hinnatakse vihem kui 30
aminohappejéiki sisaldava peptiidahela-toorprodukti puhtust 80- 95 %- le. Seega on
vajalik siinteesiprodukte puhastada [33, 34, 36, 55, 56, 57, 58].

Stinteetiliste peptiidide puhastamiseks on kasutatud mitmeid erinevaid
flitisikalis-keemilisi meetodeid (ioonvahetuskromatograafiat, jaotuskromatograafiat,
afiinsustehnikaid, ioonvahetus- ja poordfaas-HPLC- d etc.) [33, 41]. Ténapéeval
Puhastatakse siinteetilisi peptiide enamasti poordfaas-kdrgrohkvedelik-
kromatograafia (RP-HPLC) abil [33, 36, 41, 55, 59, 60, 61]. Viimane omab teiste
vOimalike meetoditega vorreldes mitmeid mérgatavaid eeliseid (korge
lahutamisvéime, suhteliselt lithike puhastusprotsessi aeg etc.) [41, 55, 62].

Korgrohkvedelikkoramatograafia (HPLC) voimaldab peptiide lahutada tdnu
nende erinevatele interaktsioonidele derivatiseeritud lahustumatu kandja (nn.
Statsionaarse faasi) osakestega. Derivatiseeritud kandja paikneb silindrilises
kOlonnis; mobiilne faas, mis allub lahutamisele, voolab libi kolonni ning kolonnist
vdljuvaid elueerunud osakesi detekteeritakse. Tuntakse kahte pdhilist kandja tiitipi:
loonvahetus- ja pddrdfaaskandjat. Esimesel juhul pShineb lahutamine laengute
Vahetu] interaktsioonil peptiidide ja statsionaarse faasi vahel. Peptiide elueeritakse
kolonnist pH, ioonse jou voi nende mdlema suuruse muutmise teel. Kuivord see
HPLC-j alaliik on tuntud kui "normaalfaas" kromatograafia, siis vastupidiste
elueerimistingimustega kromatograafiat tuntakse poordfaas HPLC-na. Peptiidide
Seostumine kandjaga toimub siin hiidrofoobsete interaktsioonide kaudu ja elutsiooni
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soodustatakse eluendi hiidrofoobsuse suurendamise voi ioonilisuse vihendamise
teel. Eluent konkureerib kandja hiidrofoobsete gruppidega [33]. Samas ei ole RP-
HPLC kasutamisel vdimalik eristada peptiide nende erineva happelisuse, aluselisuse
ja ka molekulide suuruse alusel, mistdttu viga korge lahutuvuse saavutamiseks
soovitatakse mitmeid meetodeid (elektroforeetilisi ja eri liiki kromatograafilisi
meetodeid) kasutada komplektselt [34].

Stinteetiliste peptiidide puhastamisel on RP-HPLC osutunud siiani
asendamatuks meetodiks, olles sel eesmirgil kasutusel juba 1973.-st aastast alates
[34, 55]. Meetodi raames on mitmeid tingimusi parandatud, optimeerides iihelt poolt
mobiilse faasi manipulatsiooni antud tahke kandja korral ning teiselt poolt
Statsionaarse faasi olemust |57, 63, 64, 65].

Puhtale peptiidile vastavad fraktsioonid eraldatakse, kogutakse ja

liofiliseeritakse.

1.2.3. ANALUUSIVIISID

Siinteetliste peptiidide analiilisimiseks kasutatakse mitmeid eri meetodeid.

Puhastatud produktide homogeensuse hindamiseks on enam levinud RP-
HPLC [36] ja kapillaartsoonelektroforeesi kasutamine [33, 34].

Siinteetiliste peptiidide kovalentne struktuur médratakse kindlaks nende
aminohappelise koostise alusel [36, 41]. Samuti rakendatakse sel eesmérgil
Peptiidahela sekveneerimist (Edmani degradatsiooni) [36] ja ultraviolett-
spektroskoopiat [33]. Siinteesiproduktide strukturaalsel iseloomustamisel on olulisel
kohal ka mass-spektromeetrilised uuringud. Nii on vdimalik FAB MS-i (Fast Atom
Bombardment Mass Spectrometry) ja PDMS-i (Plasma Desorption Mass

Spectrometry) kasutamisel hinnata molekulaarse iooni jaoks tema tdpset massi [36,

46).
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Eriti viimasel ajal pakuvad struktuur-funktsioonuuringute raames suurt huvi
stinteetiliste peptiidide sekundaarne ja tertsiaarne struktuur. Neid on voimalik
kindlaks médrata nii infrapunase-spektroskoopia abil kui ka tuumamagnetresonants-
uuringute kdigus [33, 34, 306, 41].

Peptiidide tdpseks analiiisimiseks tuleb mitmeid meetodeid kasutada
komplektselt (sekveneerimine + mass-spektromeetria (MS), sekveneerimine +
aminohappeanaliiiis etc.), kuna vaid tihe analiitisitehnika rakendamine annab sageli

limiteeritud informatsiooni ja voib seega viia ebakorrektsete jareldusteni [33, 36].

Kéesolevas toos kirjeldati siinteesitud peptiide kvantitatiivselt
aminohappeanaliiiisi teel. Sel eesmargil lahutati peptiidide hiidroliitisimisel saadud
vabasid aminohappeid ioonvahetuskromatograafiliselt, derivatiseeriti neid
kolonnijargselt ninhiidriiniga ja detekteeriti jirgnevalt fotospektromeetriliselt
vastavalt 440 nm (proliini ja hiidrokstiproliini kindlakstegemiseks) ja 570 nm
(koikide iilejaanud aminohapete detekteerimiseks) juures [33, 66, 67].

Kvalitatiivselt iseloomustati siinteesiprodukte Cf***-plasma desorptsioon
mass-spektromeetriga (Cf>>*>-PDMS), kasutades o spontaansel 1dhustumisel
saadud raskete ioonide interaktsioone tahkele maatriksile kantud analiiiisitava
prooviga, indutseerimaks suurte ja mitteaurustuvate molekulide desorptsiooni- ja

ionisatsiooniprotsesse V68 88 70 11 ¥2.73. 74,715}
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[.3. PEPTHDIDE STRUKTUURI ISELOOMUSTAMINE

Kirjanduses esineb mitmeid viiteid substraatmolekuli korgemat jirku
(sekundaarse, tertsiaarse) struktuuri rollile proteiinkinaaside poolt kataliitisitavate
fosforiilatsiooniprotsesside kineetiliste parameetrite méaaramisel [7, 10, 12, 18, 29,
76, 77]. Nii on niiteks proteiinkinaas A jaoks teada, et ta ei “tunne édra” looduslikku
liisosiitimi molekuli, kiill aga toimub fosforiileerumine denatureeritud liisostitimi
korral [10]. On ilmne, et konformatsioonilisest eripirast tulenevad faktorid méngivad
rolli ka siinteetiliste peptiidide fosforiilatsiooniprotsesside kineetikas. Nii omab
peptiidahela primaarne jérjestus vaid teatud osa substraatspetsiifilisuse midramisel ja
seega on ilmne, et peptiidahela sekundaarne struktuur on seejuures oluliseks
lisafaktoriks [7, 76]. Samas ei ole voimalik kirjandusest leida andmeid, kuidas
substraatmolekuli konformatsioon proteiinkinaaside toimele mdju avaldab.
Kéesoleva to6 eksperimendi tule;'nuste arutlemisel peatutakse eraldi peptiidide
konformatsiooni v&imalikul mdjul PKC substraatreaktsiooni kineetikale. Seepérast

on jargnevalt peatutud ka peptiidsideme ja sellele iseloomulike parameetrite ning

peptiidahela sekundaarse struktuuri voimalike tiitipide kirjeldamisel.

1.3. 1. PEPTIIDSIDE

Peptiidide struktuuri iseloomustamisel on méaéravaks tema pohiahela kuju.
Pohjustatuna limmastiku elektronpaari delokalisatsioonist ja resonantsstruktuuride
olemasolust on peptiidides side stisiniku ja ldmmastiku aatomite vahel lithenenud
Ning omab kaksiksidemele lihedast iseloomu (joonis 4a). Vastav side on

lasapinnaline ja tema torsioonnurk ® on defineeritud peptiidi pohiahela aatomite C,, -
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C(O)- N- C,, kaudu. Tulenevalt sarnasusest kaksiksidemega voib peptiidside esineda
kahe rotatsioonilise isomeerina: trans- (o = 180") ja cis- (0 = 0”) isomeeridena
(joonis 4b). Madalama energiaga isomeer on tavaliselt trans- isomeer ning seega on
peptiidsidemed enamasti ka frans- asendis |33, 78].

Peptiidside, mis tekib proliini jadgi lammastiku ja eelneva aminohappe
karboksiiiilrithma siisiniku vahel, voib erandina tavalisest amiidsidemest esineda nii
trans- kui ka cis- isomeeridena [79], kuna vastavate konformatsioonide energiate
vahe on viike (G, <~ 2 kcal / mol). cis- konformatsiooni esinemise voimalikkusest
tulenevalt esinevad proliiiilamiidide korral teatud eelistused kindlatele sekundaarse
struktuuri motiividele (podrded) ning seega miingivad proliini sisaldavad peptiidid
olulist rolli peptiidahela konformatsiooni méadramisel. Sel viisil voib toodud
fenomen olla kriitiline substraatide dratundmisel ensiitimide ja retseptorite poolt
[80]. Tasakaal cis- ja frans- isomeeride vahel ning isomerisatsioonikiirus on soltuv
peptiidahela tipsest jérjestusest. Empiiriliselt on leitud, et X- Pro side domineerib

cis- isomeerina, kui X on suur ja hiidrofoobne aminohape [33].

1.3.2. PEPTIIDAHELA SEKUNDAARSE STRUKTUURI TUUBID

Eristatakse kolme erinevat peptiidide sekundaarse struktuuri tiitipi: a- heeliks
‘ (o- helix), B- leht (f- sheet) ja poorded (turns). Seejuures kisitletakse o- heeliksit ja
B- lehte regulaarsete struktuuridena, kuna nende pohiahelas esinevad korduvate
suurustega torsioonnurgad ning N-H ja C=0 rithmade vahel paiknevad
vesiniksidemed on perioodilise paigutusega. Poordeid loetakse seevastu
mitteregulaarseteks struktuurideks pohiahela erineva suurusega torsioonnurkade ja
enamasti vaid ithe N-H ja C=0 rithmade vahel paikneva vesiniksideme tottu.
Ulejiznud aminohappejisgid moodustavad ahelas nn. juhuslikke keerde, mida

Peetakse kiill ebaregulaarseteks, kuid samas korduvateks struktuurideks [33, 81].
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Joonis 4. Peptiidsidet iseloomustavad parameetrid [33].

Ebaregulaarse sekundaarse struktuuri tiiiibina voiks eraldi késitleda veel
luupstruktuuri, samas sisaldab see aga iihte voi mitut podret ning seepirast
luupstruktuure eraldi sekundaarse struktuuri kategooriaks ei loeta. Seejuures on
Veenvaks faktoriks veel teadmine, et aminohapped, mis esinevad poordstruktuurides,
on pdhilised koostisiiksused ka luupstruktuuride moodustumisel. Kuna {ihelt poolt

Paiknevad luupstruktuurid substraatmolekulide vilispinnal ja teiselt poolt nende
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molekulide “dratundmisalad” gliikosiilatsiooni, fosforiilatsiooni, transpordi ja teiste
protsesside toimumiseks asuvad samuti substraatmolekulide pinnal, on tdendone
arvata, et luupstruktuurid omavad vastavates funktsionaalsetes protsessides
tsentraalset osa [81].

Mitmete uuringute kdigus on kindlaks tehtud, et erinevad aminohapped
omavad erinevaid eelistusi ahela sekundaarse struktuuri moodustumisel. Levitt
néditas, et nii aminohappe keemiline struktuur kui ka stereokeemilised omadused
médravad vastava aminohappe esinemise kindla sekundaarse struktuuri koostisosana.
19 20-st looduslikult leiduvast aminohappest omavad statistilist eelistust kindlas
struktuuritiilibis esinemiseks. Mahuka korvalahelaga aminohapped {seega
aminohapped, milles hargnemine toimub ka - siisiniku juures (Val, lle ja Thr) voi
Suure aromaatse korvalahelaga aminohapped (Phe, Tyr ja Trp)} eelistavad paikneda
B-lehtstruktuuride koostises. B-lehtstruktuuris esinevad aminohapped omavad seega
piiratud konformatsioonilist vabadust. Viikese polaarse korvalahelaga aminohapped
(Ser, Asp, Asn) ning Gly, millel korvalahel puudub, ja Pro, millel kérvalahel on
tsiikliseerunud , asuvad enamasti pdoretes. Podrete moodustumiseks on seega
olulised aminohapped, mis omavad tendentsi muuta ahela suunda. Koik iilejaanud
{mittepolaarse (Ala, Cys, Leu, Met), polaarse (Gln, His) ja laetud (Glu, Lys)
korvalahelaga} aminohapped eelistavad paikneda a-heeliksi koostisiiksustena, vilja
arvatud arginiin, millel spetsiifilised eelistused puuduvad [82].

Samuti voib (lihtudes nii aminohapete keemilisest struktuurist kui ka nende
stereokeemilistest omadustest) konstateerida kindlate aminohapete sobimatust teatud
sekundaarsete struktuuritiiiipide koostisosadena. Tabelis 1 on esitatud looduslike
aminohapete jaoks kolmeastmeline (soodus, neutraalne, sobimatu) sobivusskaala

mingis kindlas sekundaarse struktuuri tiitibis esinemiseks [82].
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Tabel 1. Aminohapete konformatsioonilised eelistused a-heeliksis, B-lehes ja

pooretes esinemiseks [82].

Sekundaarse struktuuri tiitip Soodus Neutraalne Sobimatu,
struktuuri
[6hkuv

a-heeliks Ala, Leu, Met, Val, lle, Phe, Tyr, Thr, Gly,

Hisl Glu, Gln, Trp, Asp, Asn, Ser, Pro

Lys, (Cys) Arg
B-leht Val, lle, Phe, Ala, Leu, Met, Glu, Gln, Lys,
(Trp), Tyr, His, Gly, Ser, Asp, Asn, Pro,
Thr Arg Cys

Poorded Gly, Ser, Asp, Gly, Gln, Lys, Ala, Leu, Met,

Asn, Pro

Tyr, Thr,
(Arg)

His, Val, Ile,
Phe, (Trp),
(Cys), (Arg)

)

Peptiidi pohiahela konformatsiooni iseloomustamiseks on kasutusel kolm

erinevat torsioonnurka:

¢ — nurk pohiahela aatomite C(O)-N-C,-C(O) vahel,

V — nurk pohiahela aatomite N-C,-C(O)-N vahel,

® — nurk pohiahela aatomite C,-C(O)-N-C, vahel (joonis 5) [33].

\/C)) 3}\

/

O

Joonis 5. Peptiidi konformatsiooni iseloomustavad torsioonnurgad [33].
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On oluline mainida, et lithikesed (vidiksemad kui 7-8 aminohappejdéki
sisaldavad) peptiidid ei oma intramolekulaarseid vesiniksidemeid ja molekulisiseseid
hiidrofoobseid tdombejoude, mistottu lithikeste peptiidide konformatsiooni
méiratlemisel on olulise tdhtsusega nende tombejoud naaberpeptiidmolekulide ja
solvendi molekulidega. Seetottu on lithikestele peptiididele omane strukturaalne
muutlikkus ja antud konformatsioon on oluliselt soltuv solvendi polaarsusest. Samas
on pikemate (8 ja enama aminohappejdigiga) pepfiidide korral konformatsiooni
stabiliseerimisel olulisemad intramolekulaarsed vesiniksidemed ning interaktsioonid
naaberpeptiidmolekulide ja solvendiga ei ole enam méédrava tihtsusega. Seejuures on
peptiidi konformatsioon, soltumata véliskeskkonnast, tavaliselt {ihene ning ka

erinevate solventide kasutamisel on ahela konformatsioon enamasti sama [83].

a-HEELIKS

Heeliksid on peptiidide sekundaarse struktuuri iiks enamlevinud kategooriaid,
- olles esindatud mitme erineva tiiiibina (paremkeermeline o-heeliks, vasakkeermeline
a-heeliks, 3,,-heeliks, kollageen-heeliks, poliiproliin et al), millest peptiidahelates
voib koige sagedamini leida paremkeermelist o-heeliksit. Kuna heeliksites esinevad
peptiidsidemed on planaarsed ja frans-asendis, siis on antud struktuurid
iseloomustatud vaid ¢ ja \y nurkadega [33, 78, 84]. Paremkeermelise o-heeliksi

Jaoks on need parameetrid enam-vihem konstantsed (teoreetiliselt ¢ =-57.5 i Y =-

| 47.5 . kristallstruktuuride uurimise keskmistena ¢ =-63.8 > =418 % 85, 86].
Standardse o-heeliksi korral on po6rde korgus (ehk nn. samm) 5.4 A [78].

Heelikseid tdhistatakse siimboliga n,,, kus n nditab aminohappejdikide arvu
the poorde kohta ja m aatomite arvu vesiniksideme kaudu moodustunud ringis. Nii
on standardne o-heeliks 3.6,+-heeliks, mis tihendab, et heeliksi poore sisaldab 3.6
aminohappejidki ja iga korduv vesiniksideme abil moodustunud tsiikliline struktuur

koosneb 13-st aatomist [33, 84].
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Helikaalsed struktuurid (‘,n’ stabiliseeritud ahelasiseste vesiniksidemete abil.
Standardses o-heeliksis on i-nda aminohappejidgi karboniitilgrupp (C=0) seotud
vesiniksideme kaudu (i+4)-nda jadgi amiidriihma (N-H)-ga. 3,,-heeliksis on
vesinikside moodustunud i-nda ja (i+3)-nda aminohappejddgi vastavate riihmade
vahele [33, 78, 84].

Paremkeermeliste a-heeliksite struktuuri uurimisel nende aminohappelisest
Jarjestusest lihtudes on kindlaks tehtud, et proliiiiljddk peptiidahelas 16hub
helikaalset struktuuri, murdes heeliksi telge 20-30 "-se nurga vorra, omades seega
olulist osa nii peptiidahela konformatsiooni méaératlemisel kui ka proteiinide tihedal
kokkupakkimisel [86, 87, 88, 89]. Proliini esinemine o-heeliksis aminootsast
arvestatuna pirast neljandat aminohappejaéki on véiga harv nédhtus, kuna, olles
iminohape, puudub amiidrithmal prooton ning proliiiiljaik ei ole voimeline
moodustama vesiniksidet prootoni aktseptoriga (pohiahela karboniiiilrithma hapniku
aatomiga). Kuna a-heeliksis moodustab i-nda aminohappejéégi amiidi prooton
vesiniksideme (i-4)-nda jadgi karboniiiilrilhma hapnikuga, siis proliini esinemine
helikaalse peptiidi aminootsast kaugemal kui neli aminohappejddki pohjustab
peptiidahelas nn. solme teket [87]. Samas proliini leidumine peptiidahela alguses
heeliksi esimeses po6rdes on isegi stabiliseeriva mojuga; omades vaid iihte
rotatsioonnurka, on entroopia kadu proliini korral vdiksem kui teistel aminohapetel

Ja seega on soodustatud regulaarse helikaalse struktuuri teke [90].

- BLEHT

B-lehena kiisitletakse tavaliselt l;ahest viljavenitatud peptiidahelast
vesiniksidemete kaudu moodustunud struktuuri, kusjuures ahelate vahelised
vesiniksidemed esinevad pohiahela iga teise aminohappejédgi karboniiiilriithma
(C=0) ja amiidi N-H vahel. Korvutiasetsevad ahelad voivad paikneda kahel eri
Viisil: paralleelselt (peptiidahelad kulgevad samas suunas — aminootsast
kElrboksi,'u'jlotsani) voi antiparalleelselt (peptiidahelate suund on erinev) [33, 78, 84,
91].
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Vesiniksidemete kaudu iihendatud pohiahelate aatomid asetsevad paarikaupa
tasapinnaliselt ja nii moodustub nn. volditud struktuur [91]. Paralleelse 3-lehe korral
on torsioonnurgad ¢ =-119 ()ja v =113 "; antiparalleelse B-lehe jaoks vastavalt ¢ =
-139" jay = 135 ’ [33]. Aminohapete korvalahelad paiknevad perpendikulaarselt
tleval- ja allpool B-lehe iildist tasapinda [33, 91]. Kuna ahelate vahelised
vesiniksidemed tekivad vaid ahela iga teise aminohappejdédgi kaudu, on ilmne
vOimalus suuremate struktuuride moodustumiseks, mis sisaldavad mitmeid
peptiidahelaid. Viinded sellistes laiendatud struktuurides viivad p-silindrite tekkent
[33].

Palju on uuritud B-lehe tekke sdltuvust ahela aminohappelisest jdrjestusest ja
loodud on eri tingimuste jaoks monevorra erinevaid skaalasid (blokeeritud ja
blokeerimata peptiidahelate jaoks etc.) [84, 92]; kiisitletud on nii vesiniksidemete
moju antud sekundaarse struktuuri stabiliseerimisel kui ka moningate orgaaniliste

solventide voimalikku toimet vastava struktuuri [6hkumisel [84, 91, 92].

- POORDED

Po6rded moodustavad peptiidide sekundaarse struktuuri olulise kategooria,
omades markimisvairset rolli peptiidahela suuna muutmisel [93]. Poordeid
klassifitseeritakse aminohappejédkide arvu jdrgi, mis votavad osa vastava struktuuri
moodustumisest. Nii holmab iiks B-pdodre nelja ja y-pddre kolme aminohappejaéki
[33]. Stereokeemiliste kriteeriumide baasil eristatakse omakorda veel kolme erinevat
B-poorde tuiipi [84]. Poordstruktiur on stabiliseeritud vesiniksideme abil, mis
moodustub risti iile podrde, hoides sel viisil koos struktuuri kaht otsa. Kui pdorde
esimest aminohappejaiki tihistada i-ga, siis B-poorde korral moodustub vesinikside
I-nda aminohappejasgi karboniitilgrupi ja (i+3)-nda jadgi N-H riihma vahele,
tekitades nii kiimneaatomilise ringi. y-pdorde korral on vesinikside tekkinud i-nda
aminohappejédgi karboniiiilriihma ja i+2 jéadgi N-H grupi vahele, moodustades sel

Viisil seitsmeaatomilise ringi [33, 78].
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Palju on tegeldud poorete aminohappelise koostise uurimisega. On selge, et
pohiliseks faktoriks aminohapete eelistuse skaalas on steerika. Proliin omab
mérgatavat eelistust B-pdorde (i+1)-asendis paiknemiseks ning ka empiirilised
uuringud tdestavad selle aminohappe viga sagedast esinemist antud positsioonis.
(i+2)-asendis paikneva aminohappejéigi korvalahel peaks olema (i+1)-asendis
esineva aminohappejiigi karboniitilriihmast vastaspool. Seega oleks (i+2)-asendis -
poorde seisukohalt ldhtudes viiga soodus D-aminohappe esinemine. L-aminohapetest
koosnevas homokiraalses peptiidahelas paikneb sel kohal enamasti gliitsiini jadk.
Empiiriliselt on kindlaks tehtud, et mahuka hiidrofoobse korvalahelaga aminohappe
esinemine B-poorde antud asendis on vilistatud, teiselt poolt on vastavas
positsioonis osutatud aga seriiiilrithma vdimalikule paiknemisele [94, 95].

y-poorete korral on aminohappelisi eelistusi tunduvalt vihem uuritud, siiski on
ka selle struktuuri jaoks ilmne proliini esinemise noue (i+1)-asendis [94].

Poorded on olulised struktuurimotiivid paljude peptiidide ja proteiinide
bioloogilise aktiivsuse tagamisel, voimaldades sealhulgas ka peptiidsubstraatide
“dratundmist” ensiiiimide ja retseptorite poolt [84, 96]. On viidetud, et umbes 80 %
seriiiil- voi treoniiiiljadgi hiidroksiitilriihma fosforiileerimisest proteiinkinaaside poolt
toimub B-podrdstruktuurides [84], kuna podrded paiknevad substraatmolekuli
vilispinnal ja voimaldavad fosforiileeritava hiidrokstitilriihma steeriliselt soodsat
asetust [33, 84, 94, 96]. Siit ilmneb proliini kui ainukese loodusliku iminohappe
krutsiaalne roll peptiidahela konformatsiooni méairatlemisel ning seega ka tema
bioloogilise aktiivsuse tagamisel, vdimaldades seega paremini mdista peptiidide

struktuuri ja aktiivsuse vahelisi seoseid.
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1. 4. PEPTHIDIDE KVANTITATHVSED STRUKTUUR-
AKTIIVSUS SOLTUVUSED ENSUUMKATALUUTILISTEL
REAKTSIOONIDEL

Kvantitatiivsed struktuur- aktiivsus soltuvused (Quantitative Structure-
Activity Realtionships, QSAR) kisitlevad keemiliste tihendite struktuuri ja
reaktsioonivdime vahelisi seoseid. Peptiidide QSAR-i uurimise pohieesmirgiks on
voimalikult tipsete mudelite leidmine, mille alusel saaks teoreetiliselt hinnata
peptiidide potentsiaalset bioloogilist aktiivsust. Vastava tulemuseni on voimalik
Jouda peptiidahclate koostises olevate aminohapete omadusi kirjeldavate
parameetrite korreleerimise kdigus [97]. Standardsed parameetrid aminohapete
erinevate kdrvalahelate jaoks on kirjanduses toodud ning korrelatsioonanaliiiisiks
seega kittesaadavad.

QSAR-s kasutatavad parameetrid voib jagada kolme suurde riihma:
elektroonsed, hiidrofoobsed ja steerilised karakteristikud [98]. Loodud on mitmeid
erinevaid elektroonse parameetri (G) skaalasid (-R efekti iseloomustav ¢, +R efekti
iseloomustav o ', induktsioonimdju iseloomustav o |, alifaatsetele iihenditele
omane o etc.) [98]. Steeriliste mdjude kirjeldamiseks kasutatakse enamasti Tafti
steerilisuse parameetrit E,, mis iseloomustab ruumilistest efektidest tulenevaid
vastasmojusid reageerivate molckulide vahel [98]. Hiidrofoobsete efektide
kirjeldamiseks (mida peetakse eriti oluliseks ensiilim- substraat- interaktsioonide
l(Orral) on tarvitusele voetud logaritm uuritava aine jaotuskoefitsendist, mdddetuna

vee ja lipiidset keskkonda modelleeriva faasi (enamasti n-oktanooli) vahel:

n = log P, - log P,,
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kus 7 on hiidrofoobsuse karakteristik ning P ja P, jaotuskoefitsendid vastavalt
uuritava aine ja homoloogilise rea esimese liikme jaoks [98, 99, 100]. Aminohapete
hiidrofoobsuse kirjeldamiseks kasutatakse Fauchere ja Pliska poolt esitatud andmeid,
kus logaritm on v&etud aminohappe N-atsiiiilamiidi jaotuskoefitsendist siisteemis n-
oktanool / vesi, imiteerides amino- ja karboksiiiilriithma juures laengute puudumise
kaudu aminohappejéikide olekut peptiidahelas [101].

Lisaks kolmele eelpool nimetatud pdhiparameetrile on QSAR-s kasutusel veel
mdningad karakteristikud. Molekulaarrefraktsioon (MR) iseloomustab samaaegselt
nii molekuli polariseeritavust kui ka ruumilist mahukust (bulkiness). Uuritavat
molekuli voib iseloomustada ka tema molekulmassi, vastava molekuli koostises
olevate erinevat tiiiipi aatomite ja funktsionaalrithmade arvu abil; aatomite vaheliste
sidemete pikkuste ja sidemete vaheliste nurkade alusel etc.

Jarv ja Ragnarsson kasutasid proteiinkinaas A peptiidsubstraatide
kvantitatiivsete struktuur- aktiivsus sdltuvuste analiiiisimisel nii hiidrofoobsus- ja
steerilisusparameetreid kui ka molekulaarse refraktsiooni indekseid ning nditasid, et
peptiidsubstraatide seostumise efektiivsus ensiitimiga on oluliselt soltuv
aminohapete kdrvalahelate omadustest [102].

Matemaatiliselt esitatakse kvantitatiivsed struktuur- aktiivsus sdltuvused

tavaliselt multilineaarse regressioonina:

A:AO+ Zai*xi,

=1

kus A on molekuli aktiivsus, A, standardmolekuli aktiivsus, n parameetrite arv
mudelis, x; kiisitletav parameeter ja a; regressioonanaliiiisi kordaja. Leitud mudeli
headust iseloomustavad regressioonvdrrandi parameetrid (standardhélve s,
korrelatsioonikoefitsent r, F-statistik etc.). Peptiidide korral eeldatakse aminohapete

Jaoks kasutatavate parameetrite aditiivsust, seega
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kus m téhistab aminohapete arvu peptiidahelas, x; mingile aminohappele vastavat
karakteristikut ja x; antud parameetrit peptiidahela jaoks summaarselt. On oluline
mainida, et selline lihenemine ei arvesta aminohapete kiilgahelate vahel esineda
vOivaid interaktsioone ja sellest tulenevaid voimalikke muutusi peptiidahelas [100].
Peptiidide kvantitatiivsete struktuur- aktiivsus sdltuvuste analiiiis on reaalselt
rakendatav vaid aminohapete varieerimisel ahela mingis kindlas positsioonis, kuna
peptiidahela kdigi positsioonide jaoks samaaegne analiiiisi labiviimine limiteeritud
eksperimentaalsete andmete olemasolu korral muudaks regressioonvorrandi
vabadusastmete arvu liiga viikeseks ja korrelatsioonikordaja ei oleks enam

usaldusvairne.
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2. MATERJAL JA METOODIKA

Antud t66 eksperimentaalses osas ldhtuti PKC spetsiifilise loodusliku
substraadi miieliini aluselise valgu jérjestusest 4-14 (MBP4.14) ehk nn. Nishizuka
peptiidist GIln-Lys-Arg-Pro-Ser(8)-GlIn-Arg-Ser-Lys-Tyr-Leu, kusjuures
substraatspetsiifilisust uuriti seriinile jirgneva aminohappe varieerimisel. Kuivord
selle ensiitimi konsensusjirjestuses on seriinile jargneva positsiooni jaoks
optimaalne aminohape miiratlemata ja kirjanduses esineb vaid moningaid viiteid
vastava aminohappe flisikokeemiliste omaduste kohta (hiidrofoobsuse noue [12]),
pliiti kidesolevas to0s seriinile jirgnevas asendis aminohapete varieerimise kdigus
leida antud esiitimi jaoks sobivaimate kineetiliste parameetritega substraatjirjestust.
Sel eesmirgil siinteesiti 14 erinevat peptiidjérjestust Lys-Arg-Pro-Ser-X-Arg-Ala-
Lys-Ala, kus X tihistab vastavalt tihte jargmistest aminohapetest: Ala, Arg, Asn,
Asp, Gln, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Phe, Pro ja Val. Vastavad aminohapped valiti
nii hiidrofoobsus- kui ka struktuur-aktiivsus-soltuvusparameetrite alusel.

T66 eksperimentaalne osa seisnes antud peptiidjérjestuste siinteesimises,
puhastamises ja analiiiisimises ning vastavate substraatide fosforiilatsioonikineetika
modtmises. Lisaks modelleeriti kvantkeemiliselt vastavate lokaalsete mutatsioonide
moju peptiidahela konformatsioonile gaasifaasis, voties mudelpeptiidiks regulaarset

-helikaalset struktuuri omava heptaalaniini molekuli.
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2. 1. PEPTHIDIDE SUNTEES, PUHASTAMINE JA ANALUUS

2. 1. 1. SUNTEESIDEL KASUTATUD REAGENDID JA
SOLVENDID

AINE NIMETUS

L

I-metiiiil-2-piirrolidoon, NMP

PUHTUSASTE

for synthesis

N-etiiiil-diisopropiitilamiin, DIEA | zur Synthese

Piperidiin zur Synthese

moromelaaxl, DCM

HPLC Grade

N, N-dimetiiiilformamiid

Millipore, Peptide Synthesis Reagent

Dietiitileeter

pro analysi

Trifluoroetaanhape, TFA

Peptide Synthesis Grade

Tioanisool

zur Synthese

Atseetonitriil

fiir die Chromatographie

1, 2-ctaanditiool, EDT

zur Synthese

Fenool
b

for synthesis

I-hiidroksiibensotriasool

monohiidraat, HOBt hiidraat

2-(1 H-Bensotriasool-1-iiiil)-
1,1,3,3-tetrametiitiluroonium

heksafluorofosfaat, HBTU

Fmoc-L-Ala-tahkel kandjal

m-L—Ala-OH
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Fmoc-L-Arg(Pmc)-OH

Fmoc-L-Asn(Trt)-OH
Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH
Fmoc-L-GIn(Trt)-OH

Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH

Fmoc-Gly-OH

Fmoc-L-His(Trt)-OH

Fmoc-L-Ile-OH

Fmoc-L-Leu-OH

Fmoc-L-Lys(Boc)-OH

Fmoc-L-Phe-OH

Fmoc-L-Pro-OH

Fmoc-L-Ser(tBu)-OH

Fmoc-L-Val-OH
g

Kuna kasutati ainult L-isomeerseid aminohappe derivaate, siis on edaspidi tdht

"L" jaetud markimata.

2.1.2. APARATUUR

Peptiidsubstraadid siinteesiti Uppsala Ulikooli Biomeditsiinikeskuses,
kusjuures kasutati allpool kirjeldatavat aparatuuri.
L. Peptiidsiintesaator (Peptide Synthesizer Model 430, Applied Biosystems).
2. Ultrahelisegaja (Ultrasonics; tiitip K5 101, seeria number L 121).
3. Mehaaniline segaja (Ab Termo-Glas).
4. Lauatsentrifuug (LKB-Beckman Instruments AB, HB W-69). Kasutati

valikreziimi 70 000 pooret minutis, proove tsentrifuugiti 5 minuti véltel.
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& P66rdfaas—k6rgr6hkvedelikkromatograaf (kolonn Vydac CRT\218TP1010
911125-18-11, Protein & Peptide, diameeter 1.0 cm). Peptiidide lahutamiseks
kasutati jargmist programmeeritud gradientsiisteemi (Automated Gradient

Controller):

AEG (min) | KIIRUS (ml/min) | A (%) |B (%)
alghetk 4.00 100 0
1.00 4.00 100 0
60.00 4.00 60 40
80.00 4.00 e hRl
100.00 0.50 20 80

kus A on 0.1 %-line TFA vesilahus ja
B on 0.1 %-line TFA lahus atseetonitriilis.

T66 alguses ja enne iga proovi siistimist kromatograafi pesti kolonni 10 ml B-
~ ga (2.5 minutit voolukiirusel 4 ml/min) ning tasakaalustati 20 ml A-ga (5 minutit, 4
ml/min). Fraktsioonide kogumiseks kasutati automaatset kollektorit (2112 Redirac,
Fraction Collector LKB Bromma). Fraktsioonikogujaid vahetati iga 0.3 minuti
mdddudes ning signaale detekteeriti 230 nm juures (UV detektor 230 nm AUFS 2).
0. Liiofilisaator (tyllstrom & soner, kylteknik a,, 115-001011). Proove liiofiliseeriti
00pédeva jooksul.
v.OF *_plasma desorptsioon mass-speiktromeeter (BIO-ION 20, NORDIC AB), mis
oli ithendatud arvuti ja printeriga. Masside mééramisel kasutati pinget 15 kV.
8. Aminohappeanaliiiisid lasti teha Uppsala Ulikooli Biomeditsiinikeskuse

Biokeemia osakonnas, vastava aparatuuriga ei tutvutud.

47



2. 1.3. SUNTEESI EESKIRI

Peptiidsubstraatide siinteesimisel kasutati Merrifieldi tahke kandja meetodit.
Jargnevalt on toodud siinteesimise {ildeeskiri punktide kaupa.
1. Kuna peptiidahela karboksﬁﬁlptsa neli esimest aminohapet olid koikide jarjestuste
Jaoks identsed, siis siinteesiti teirameer Arg(Pmc)-Ala-Lys(Boc)-Ala-tahkel kandjal

koikide peptiidide jaoks iihiselt. Vastav siintees teostati siintesaatori abil, kasutades

Jargmisi reagente ja solvente:

AINE Mg (g/mol) MMOOLIDE ARV | MASS (mg)

Fmoc-Ala-tahkel kandjal 1587.3 0.6 952.4
(keskmine M)

Fmoc-Lys(Boc)-OH 468.6 1.0 468.6

Fmoc-Ala-OH 311.3 1.0 3413

Fmoc-Arg(Pmc)-OH 662.8 1.0 662.8

0.5 M HBTU/HOBt lahus DMF-s 200 ml

2 M DIEA lahus NMP-s 200 ml
DMF 1000 mi
DCM 1000 ml

20 %-line piperidiini lahus DMF-s | 200 ml

Tahke kandjaga seotud aminohappe moolide arv méédrab produkti moolide

arvu, kuna lisatavate derivaatide }kogus (1 mmool) on méiratud siintesaatori
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programmi poolt {kédesolevas to6s kasutati mudeli 430 A versiooni FastMoc™
Cycles, mida oli moderniseeritud Multiple Chemistry Synthesis ploki (P/N 400823)
lisamise teel}. Igas tsiiklis lisatavate reagentide ja solventide hulgad, tdoprotsesside

jarjekord ning etappide ajalised kestused olid programmeeritud.

2. Peptiidsubstraatide edasisel {ihekaupa siinteesimisel ldhtuti 0.04 mmoolist i.e. ca
83.4 mg-st tetrameerist tahkel kandjal {Mg(keskmine) = 20806 g/mol}. Siinteesid
teostati iihekordse kasutamisega' 5 ml-stes siistaldes, mille pohja olid asetatud
spetsiaalsed filtrid. Nimetatud kogus kandjat kaaluti siistlasse, lasti paisuda 5 minuti
viltel DMF-ga ning pesti neli korda sama solvendiga (ca 5 ml igal korral).
Neljakordne molaarne liig lisatavat aminohappe derivaati lahustati 0.5 M
HBTU/HOBt lahuses DMF-s ning lisati 2 M DIEA lahust NMP-s (nii et
aminohape/HBTU/HOBYDIEA = 1/1/1/2, moolide suhted). Saadud lahus lisati
tetrameerile tahkel kandjal ja sidumise soodustamiseks raputati siistalt reaktsiooni
viiltel ebaregulaarselt. 45 minuti méddumisel lisati reaktsioonisegule 0.5 ml DCM-i
(muutes nii segu polaarsust ja soodustades ainete segunemist). Siistal ihendati
vaakumiga ning reaktsioonisegu eemaldati tahkelt kandjalt. Kasutatud reagentide liia
korvaldamiseks pesti kandjat neli korda DMF-ga. Fmoc-blokeeringu eemaldamiseks
td6deldi kandjat kaks korda (a’ 5 min) 20 %-lise piperidiini lahusega DMF-s (a’ ca 3
ml). Vastava reagendi liig korvaldati kandjalt neljakordse pesemise kdigus DMF-ga.
Toodud eeskirja kohaselt lisati kdik viis jargnevat aminohapet. Pérast viimase Fmoc-
blokeerimisrithma eemaldamist ja kar{dja pesemist DMF-ga toddeldi produkti DCM-
ga ning jieti see dOpédevaks eksikaatorisse kuivama.

Kuna koikide vastavate peptiidide siinteesimisel ldhtuti sarnasest hulgast
tahkel kandjal olevast tetrameerist, vdib siinteesis kasutatud aminohappederivaatide

kogused tuua alljirgnevalt:
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AINE My (g/mol) MMOOLE | MASS (mg)
Arg(Pmc)-Ala-Lys(Boc)-Ala-tahkel kandjal 2086 0.04 83.4
(keskmine My)
Fmoc-Z-OH M 0.16 0.16 « M
Fmoc-Ser(tBu)-OH 383.4 0.16 61.3
Fmoc-Pro-OH 387.4 0.16 54.0
Fmoc-Arg(Pmc)-OH 662.8 0.16 106.0
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468.6 0.16 73.0%
kus Fmoc-Z-OH on sdltuvalt peptiidist:
 Fmoc-Ala-Ol1 311.4 g/mol!| 0.16 mmooli | 49.8 mg
 Fmoc-Arg(Pme)-OH 662.8 0.16 106.0
Fmoc-Asn(Trt)-OH 596.7 0.16 95.5
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 411.4 0.16 65.8
Fmoc-Gln(Trt)-OH 610.7 0.16 XS
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 4254 0.16 68.1
Fmoc-Gly-OH a5 3% 0.16 47.6
Fmoc-His(Trt)-OH 619.7 0.16 992
Fmoc-Ile-OH 353.4 0.16 56.5
Fmoc-Leu-OH 353.4 0.16 56.5
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468.6 0.16 75.0
Fmoc-Phe-OH 387.4 0.16 62.0
\ .
Fmoc-Pro-OH 337.4 0.16 54.0 voi
\
| Fmoc-Val-OH 339.4 0.16 54.3.
5 PR
Uhe aminohappe (0.16 mmooli) lisamiseks vajati:
\HBTU 379.3 g/mol | 0.16 mmooli | 60.7 mg
e e,
HOBt | 0.16 24.5
’\
DMF 0.32 ml
2 M DIEA lahus NMP-s | 0.16 ml
DCMm 0.5ml
l\




3. Korvalahelate blokeerimiseks kasutatud gruppide eemaldamiseks ja peptiidi
lahutamiseks tahkelt kandjalt to6deldi siistaldes olevaid produkte vastava seguga
(fenool/EDT/tioanisool/destilleeritud vesi/TFA = 0.8/0.25/0.5/0.5/10.0,
ruumalasuhted) Ala- , Gln-, Glu-, Gly-, lle-, Leu-, Lys- ja Val-peptiidi korral
vastavalt 1.5 tunni viltel ning Arg-, Asn-, Asp-, His- , Phe- ja Pro-peptiidi korral 3.5
tunni viltel. Saadud segud sadestati 0'C-ni jahutatud dietiiiileetrisse, sadenenud
peptiidid tsentrifuugiti, tsentrifugaadid dekanteeriti ning peptiide pesti analoogselt
(sadet tsentrifuugides ja lahust dekanteerides) neli korda eetriga. Produktid jéeti

O0pédevaks eksikaatorisse kuivama.

4. Toorprodukte uuriti mass-spektromeetriliselt, lahustades ca | mg uuritavat ainet
50 pl-s TFA 0.1 %-lises vesilahuses, deponeerides 5 pl saadud lahust spetsiaalsele
nitrotselluloosmaatriksile ning lisades aine adsorptsiooni soodustamiseks 5 pl
etanooli. Proov kuivatati limmastikuvoolus ja viidi spektromeetrisse. Arg-, Asn-,
Asp-, His- , Phe- ja Pro-peptiidide korral konstateeriti produktide iihesust, kuna
tlejasanud peptiidide korral tddeti lisaks pohiproduktile veel blokeerimata Arg-ga
peptiidide olemasolu. Viimase pdhjuseks oli vastavate peptiidide korral kasutatud

liiga liihike peptiidi kandjalt mahavotmise ja kdrvalriihmade deblokeerimise aeg.

3. Ala-, Gln-, Glu-, Gly-, lle-, Leu-, L}-ls— ja Val-peptiide puhastati RP-HPLC-ga. 15-
20 mg toorprodukti lahustati 7.5 ml-s 0.1 %-lises TFA vesilahuses, saadud lahused
filtreeriti 14bi steriilse tselluloosatsetaadist filtri ja siistiti kromatograafi. Mass-
spektromeetriliselt puhastele peptiididele vastavad fraktsioonid koguti ja
ltiofiliseeriti, kiilmutades vedelikku siisihappejéiiga allajahutatud etanoolis téieliku

tardumiseni ning asetades vastavad proovid seejdrel koheselt liiofilisaatorisse.
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6. Koikide [6pp-produktide puhtuses veenduti kvalitatiivselt mass-spektromeetriliselt
(kasutades Cf>-PDMS-i) ja kvantitatiivselt aminohappeanaliiiisi abil.
Aminohappeanaliiiisid lasti teha Uppsala Biomeditsiinikeskuse Biokeemia

osakonnas.
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2. 2. FOSFORULEERIMISREAKTSIOONI KINEETIKA

2.2. 1. KASUTATUD REAKTIIVID

1, 2- Dioleiin Sigma
T—(x—Fosfatid'uUi—(x—seriin Sigma
Fitiotreitool, BB X Sigma
T[?’zl’] ATP Amersham
?‘L’lleendiam iintetraetaanhape, EDTA Korgeima

TRIS-HCI puhver kommertselt

Kaltsiumatsetaat, (CH3COQ),Ca saadaoleva

Magneesiumkloriid, MgClo puhtusastmega

Fosforhape, H3PO4

Proteiinkinaas C (PKC) oli puha)statud sea pornast Parkeri et al [103] meetodil.
Ensiiiim koosnes pohiliselt B-isoenstiimist ja sisaldas o-isoensiitimi jddke ning omas
spetsiifilist aktiivsust 80 tihikut/mg (kus 1 iihik on defineeritud kui ensiitimi kogus,
mis kataliiiisib 1 nmol fosfaatriihma iilekannet ATP-It histoon H1-le {the minuti

- jooksul).

Fosfotselluloospaber P81 pdrines Whatmanilt.
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2.2.2. FOSFORULEERIMISREAKTSIOONI KINEETIKA
MOOTMISE METOODIKA

Proteiinkinaas C poolt kataliiisitav fosforiilatsioonireaktsioon siinteetiliste
peptiididega viidi l4bi 25 ’C juures jiargmise koostisega reaktsioonisegus:
1) 115 pl peptiidsubstraadi lahust 50 mM TRIS-HCI puhvris (pH 7.5);
2) 30 pl 150 mM TRIS-HCI puhvrit (pH 7.5) 5 mM kaltsiumatsetaadiga;
3) 30 pl 20 mM TRIS-HCI puhvrit (pH 7.5), mis sisaldas 450 pg/ml
fdsfatid(julseriini ja 8 pg/ml dioleiini;
4) 20 pl proteiinkinaas C lahust 20 mM TRIS-HCI puhvris (pH 7.5) 2 mM EDTA-ga
ja 0.5 mM ditiotreitooliga;
5)30 pl 0.75 mM [*P]ATP-d 37.5 mM MgCl, lahuses. Vastava radioaktiivse ATP
eriaktiivsus oli 100 cpm/pmol.
Peptiidsubstraatide fosforiileerimiseks lisati reaktsioonisegule radioaktiivse
ATP lahust ja reaktsiooni kineeti}ka mootmiseks voeti reaktsioonisegust sobivate
ajavahemike jarel 30 ul suuruseid alikvoote, kandes need 2 x 2 cm suurustele
fosfotselluloospaberitele. Vastavad paberid viidi reaktsiooni peatamiseks koheselt
jddkiilma 75 mM fosforhappelahusesse ja pesti lisaks neli korda sama happega (a’ ca
10 min). Fosfotselluloospabereid kuivatati 80 0C juures ja paberite Tsherenkovi

radiatsiooni moddeti Beckmann LS-7500 stsintsillatsioonloenduril.

2.2.3. ANDMETE TOOTLUS

Proteiinkinaas C poolt kataliilisitavaid reaktsioone jélgiti 10- 15 minuti

jooksul, vottes iga 1-3 minuti méddudes reaktsioonisegust alikvoote. Mo6tmised
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teostati erinevatel substraadi kontsentratsioonidel ning fosforiilatsioonireaktsioonide
algkiirused arvutati graafikutelt teljestikus cpm vs aeg. Algkiiruste soltuvus
peptiidsubstraadi kontsentratsioonist oli hiiperboolne ja kirjeldatav Michaelis -

Menteni vorrandi abil:
Km*[S]
Km +[S]
Analiiiisid teostati programmipaketi Enzfitter abil (Elsevier). Kasutades

mittelineaarset vihimruutude meetodit, leiti Michaelis- Menteni vorrandi

parameetrid (V ja K,yy) ja arvutati reaktsioonide teist jarku kiiruskonstandid kjj

£V /Ko
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2. 3. KVANTKEEMILISED ARVUTUSED

Aminohappe muutuse véimalikku mdéju peptiidahela konformatsioonile uuriti
peptiidide kvantkeemilise modelleerimise teel, ldhtudes regulaarse o-helikaalse
struktuuriga L-alaniini heptameerist (Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala) [84]. Vastav
mudelkésitlus viidi 1abi gaasifaasis. Erinevaid looduslikke aminohappeid (X)
varieeriti ahela teises positsioonis peptiidi aminootsast arvestades (Ala-X-Ala-Ala-
Ala-Ala-Ala). Valitud tingimused voimaldasid viltida nii aminohapete korvalahelate
laeng-laeng- interaktsioonidest kui ka solvendi toimest pohjustatud lisamdjusid ja
késitleda erinevate aminohapete rolli peptiidahela konformatsiooni muutmisel.
Proliini mdju uurimiseks varieeriti vastavat aminohapet lisaks teisele positsioonile

ka neljandas, imiteerimaks siinteetilistes substraatides esinevat fragmenti -Pro-Ser-
Pro-. :

Uuritavate molekulide ehitamiseks kasutati programmipaketti PC Model
(Windows'i versioon 1.0). Sama programmi abil, kasutades MM X-meetodit, viidi
labi ka peptiidmolekulide eelnev molekulaarmehaaniline optimiseerimine. Seejuures
analiiisiti 14bi peptiidsidemete kdikvoimalikud cis- ja trans-kombinatsioonid ning
leiti madalaima energiamiinimumiga konformatsioon. Viimase geomeetria
optimeeriti kvantkeemiliselt programmipaketi MOPAC (versioon 6.0) abil,
rakendades AM1 hamiltoniaani. Energia minimiseerimise l6petamise kriteeriumiks
loeti gradiendividrtust GRAD 0.01 kcal/mol.

Koikide uuritavate molekulide jaoks saadi standardsed véljundfailid.
Molekulide geomeetria iseloomustamiseks leiti aatomite vaheliste kauguste
maatriksilt peptiidahela koigi a-siisinikuaatomite vahelised distantsid.

Lisaks geomeetria iseloomustamisele kirjeldati peptiide ka energeetilisest
aspektist lihtuvalt. Seejuures defineeriti peptiidi konformatsiooni kirjeldamiseks uus
parameeter — “konformatsiooniline pingeenergia”. Antud suurus vastab energiale,

56



mis on vajalik heptaalaniini struktuuri viimiseks peptiidi Ala-X-Ala-Ala-Ala-Ala-
Ala pohiahela konformatsioonile vastavasse ruumilisse struktuuri. Vastava arvutuse
teostamiseks asendati geomeetriliselt optimeeritud peptiidahela aminohappe X
korvalahel heptaalaniinile sarnaselt metiitilrithmaga, kuid seejuures jieti algse
molekuli pohiahela Cartesiuse koordinaadid, aatomite vahelised nurgad ja
dihedraalsed nurgad muutumatuks. Korvalahelate litkumist sellise arvutuse
teostamisel ei piiratud. Vastavad pingestatud pohiahelaga struktuurid reoptimeeriti
MOPAC programmiga eelpooltoodud tingimusi rakendades. Kuna metiiiilrithm on
teiste looduslike aminohapete korvalahelatest ruumiliselt vdiksem (exc/. gliitsiin),
siis pingestatud peptiidstruktuuride arvutused koondusid. Lopliku tulemuse

saamiseks leiti vastavate pingestatud struktuuride (AH ;) ja geomeetriliselt

ping

optimeeritud heptaalaniini molekuli (AH,,,) tekkeentalpiate vahe, mille alusel

ala

defineeriti suurus konformatsiooniline pingeenergia (AAH):

AAH = Al{ping 5 Al_lzlla

o,



3. TULEMUSED

3. 1. PEPTHIDSUBSTRAADID

Antud t36s stinteesiti Merrifieldi tahke kandja meetodil 14 erinevat peptiidi,

kusjuures siinteesi 1dpp-produktide iihesuses veenduti kvalitatiivselt mass-

spektromeetriliselt ning kvantitatiivselt aminohappeanaliiiisi teel. Siinjuures on

arvuliste nditajatena dra toodud kandja kiiljes paiknevate blokeeritud peptiidahelate

siinteesimise saagised, korvalahelate deblokeerimis- ja peptiidide kandjalt

lahutamisprotsesside saagised ning kromatograafiliste puhastamiste saagised (juhul

kui puhastamist labi viidi).

PEPTIIDSUBSTRAAT SUNTEESI | DEBLOKEE- | KROMATO-
Lys-Arg-Pro-Ser-X-Arg-Ala-Lys-Ala | SAAGIS RIMIS-JA | GRAAFILISE
b, & | % KANDJALT | PUHASTA-
LAHUTA- MISE
MISPROT- SAAGIS
SESSI %
SAAGIS
%
R Ala 92.6 128.5° i
Arg 9.1 98.6
Asn i . 89.1
Asp 2.5 96.1
Gln i M 54.8
Glu 90.3 119.9* 42.3
g B
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Gly 92.5 [35.1% 72.0
His 942 052
e 95.6 120.7+ 67.9
Leu 89.4 133.8* 59.0
Lys 94.1 130.0% 498
Phe 93.8 4.1
P Pro 94.5 97.0
e Val 92.1 135.4* 63.0

* 100 %-st suurema reaktsioonisaagise pohjustas korvalahelate mittetdielik

deblokeérimineja seega kaitstud korvalahela(te)ga (suurema massiga) peptiidide

olemasolu soovitud produktis, mistdttu vastavad ained vajasid kromatograafilist

puhastamist.
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3. 2. PEPTIIDSUBSTRAATIDE
FOSFORULEERIMISREAKTSIOONIDE KINEETILISED
PARAMEETRID

Antud td6s uuriti miieliini aluselise valgu jéirjestusel pohineva 12 erineva
peptiidsubstraadi Lys- Arg- Pro- Ser- X- Arg- Ala- Lys- Ala (kus X tdhistab
vastavalt Ala, Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Phe, Pro voi Val)
fosforiilatsioonireaktsioonide kineetikat. Koik reaktsioonid allusid Michaelis-
Menteni vorrandile ja seega oli vdimalik antud substraatide jaoks médrata kineetilisi
parameetreid V (maksimaalne kiirus) ja K,, (Michaelis-Menteni konstant,
substraadi kontsentratsioon, mille korral v="V / 2). Vastavad parameetrid on esitatud
tabelis 2, samas on toodud ka teist jarku kiiruskonstandid k;;, mis on leitud V ja K,

suhtena.

Tabel 2. Kineetilised parameetrid proteiinkinaas C reaktsioonil peptiidsubstraatidega

Lys-Arg-Pro-Ser-X-GIn-Arg-Ala-Lys-Ala

% 07V K 10 " ky
(mol/min mg) (LUM) (liter/min mg)

\Ala 0.89 + 0.1 324+ 74 .5

Arg 26 =12 R 17

Asn ek B2 24 58 L A7)

Asp 0.28 £ 0.06 1106 + 408 0.26

Gln }. 3401 59+ 10 2}
\Glu .53 0.09 896+ 110 0.59

Gly 0.35+0.01 161 £8 22
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His 1.6+0.1 60 + 15 24
lle 0.91 +0.08 20%5 reak @l
Leu 0.86 + 0.06 16+3 54

| Lys 2.6/ £02 18+ 4 146
Phe 0.96 £0.05 20+ 4 47
Pro madramata madramata madramata
Val U0 4 18+ 3 66

Nagu tabelis 2 esitatud andmetest selgub, oli kdigi uuritud substraatide korral
voimalik analiilisida fosforiileerimisreaktsioonide kineetikat, kusjuures erandiks
osutus peptiid, milles seriini kdrval positsioonis X oli Pro. Viimasel juhul oli
reaktsioon viiga aeglane ja seega ei olnud antud tingimustes voimalik reaktsiooni
kineetilisi parameetreid méirata. Toodud fenomeni v3ib seletada vastava peptiidi
sekundaarse struktuuri kardinaalse erinevusega, millele piiiitakse pohjust leida
peatiikis 3.3.

Tabelis 2 on niha, et aminohapete varieerimine seriinile jirgnevas positsioonis
muudab peamiselt vaid K,, vidrtusi; erinevused maksimaalse kiiruse V korral on
méirgatavalt viiksemad. Maksimaalne kiirus V muutus uuritud seeria 16ikes vihem
kui kiimme korda, kusjuures katioonsete aminohapete (Arg, Lys) varieerimisel
positsioonis X oli V suurem kui mitteioonsete aminohapete (Ala, Asn, Gln, Gly, His,
~lle, Leu, Phe, Val) korral ja anioonsete aminohapetega (Asp, Glu) peptiidide
fosforiileerimisreaktsioonide maksima}alsed kiirused osutusid vdikseimateks.
Erandiks oli seejuures peptiid, kus asendis X oli Gly, kuna maksimaalne
fosfortileerimiskiirus oli sel juhul ca 3-4 korda vidiksem kui teiste mitteioonsete
aminohapetega peptiidjdrjestuste vastav parameeter.

Samal ajal muutus K, antud seeria Idikes ca 70 korda, olles méirgatavalt

suurem peptiidide korral, kus positsioonis X paiknes anioonne aminohape.
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Spetsiifilisuse seisukohalt on selge, et seriinile jargnevas positsioonis
katioonse aminohappe esinemine suurendab substraatide reaktsioonikiirust V,
parameeter K, on seejuures lihedaste vadrtustega katioonsete ja mitteioonsete
aminohapete korral (Gln, His, lle, Leu, Phe, Val). Samas on niiha, et anioonsete
aminohapetega peptiidide fosforiileerimisreaktsioonide maksimaalne kiirus on
viiiksem ja K,, samas tunduvalt suurem kui teistel peptiididel, mis niitab selgelt, et
substraatspetsiifilisuse seisukohalt ldhtudes on anioonse aminohappe esinemine
seriinile jargnevas positsioonis ebasoodne.

Sarnase analiiiisi voib teha, kasutades teist jirku kiiruskonstante ky;, millised
on leitud V ja K,, viirtuste suhtena (Tabel 2). On selgelt niha, et Asp- ja Glu-
peptiidide korral on vastav parameeter tunduvalt viiksem kui teistel jarjestustel.
Samas on ilmne, et sobivaimad aminohapped selle positsiooni jaoks oleksid Lys ja
Arg (ky, vastavalt 146 ja 117 liitrit /min.mg). Mitmete peptiidide korral, kus
varieeritud positsioonis oli hiidrofoobne aminohape (nagu Val, Leu, Phe ja Ile), oli
k,, suurem kui neutraalsete hiidrofiilsete aminohapetega (Gln, Asn) peptiidide korral.
See niitab ka hiidrofoobsete aminohapete sobivust antud positsiooni jaoks.

Saadud andmed kinnitavad iihelt poolt proteiinkinaas C tolerantsust
substraatdi struktuuri isefirasuste suhtes, samas aga niitavad teiselt poolt
katioonse aminohappe (Lys voi Arg) paiknemise teatud eelistust antud

positsioonis.
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3.3. LOKAALSETE MUTATSIOONIDE MOJU
KVANTKEEMILINE MODELLEERIMINE PEPTHHDAHELA
KONFORMATSIOONILE

Proteiinkinaas-substraatreaktsiooni spetsiifika soltub mitmetest faktoritest.
Palju on kisitletud laengulisi interaktsioone kinaasi aktiivtsentri ja substraatmolekuli
vahel ning ilmne on selliste interaktsioonide osa nii substraadi sidumises kui ka
kataliiiisis. Tunduvalt vihem on késitletud substraatmolekuli voimalike ruumiliste
konformétsioonide moju ensiiiimkataliiiitilise reaktsiooni kineetikale. Siiski esineb
kirjanduses mitmeid viiteid, kus osutatakse siinteetiliste peptiidide sekundaarse
struktuuri vdimalikule mojule nii substraadi sidumise kui ka ensiitimreaktsiooni
kataltititilistes staadiumides. On selge, et erineva aminohappelise koostisega
peptiidahelate sekundaarsed struktuurid vdivad erineda ning mdjutada
fosforiileeritavate hiidroksiiiilriithmade kittesaadavust. See viitab peptiidmolekuli
ruumilise struktuuri ja tema bioloogilise aktiivsuse vahelisele voimalikule seosele.

Kuivord antud t36 eksperimentaalne osa seisnes iihe varieeruva aminohappega
peptiidide siinteesimises ja vastavate iihendite aktiivsuse mootmises reaktsioonil
proteiinkinaas C-ga, siis modelleerimaks lokaalsete mutatsioonide mdju peptiidahela
- ruumilisele struktuurile ldhtuti kiesolevas t6ds L-alaniini heptameeri kui regulaarse
a-helikaalse struktuuriga mudelpeptiidi molekulist gaasifaasis. Vastava ahela tihes
kindlas positsioonis varieeriti koikki looduslikke aminohappeid (Ala-X-Ala-Ala-
Ala-Ala-Ala; X — looduslik aminohape). Kvantkeemilise optimeerimise tulemusena
saadud molekulide 16ppgeomeetriaid analiiiisiti, lihtudes peptiidi pohiahela koigi o.-

siisinikuaatomite vahelistest kaugustest.
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Vastavad voimalikud kauguste kombinatsioonid on toodud tabelis 3, kus o-
siisinikuaatomite nummerdamist on alustatud peptiidi aminootsast, nagu nédidatud

joonisel 6.

@ @ ©) @ ® ® @
NH,-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-COOH
I l \ | | | I
CH, Y CH, CH, ClH, ClH, CH,

Joonis 6. a-siisinikuaatomite nummerdamine peptiidi Ala-X-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala

geomeetria analiiiisimiseks (Y — aminohappe X korvalahel)

Lisaks on tabelis 3 esitatud peptiidi Ala-Pro-Ala-Pro-Ala-Ala-Ala geomeetria

optimeerimisel saadud molekuli a-stisinikuaatomite vahelised kaugused.
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Tabel 3. a-siisinikuaatomite vahelised kaugused Ala-X-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala

peptiidi molekulis (X — looduslik aminohape) (A)

X: Ala Cys Asp Glu Phe Gly His
il 3.867 3.858 3.863 3.868 3.871 3.860. 3.868
?1C3 5.749 6.029 5.677 5.664 5.788 5.655 5817

C1C4 8.934 330 6.465 6.269 5.948 6.572 8.934
C1C5 11.471 10.724 8.838 8.744 8.424 8.849 11.450
[ C1C6 14.462 12.565 11.039 10.885 10.659 [1.118 14.4601
(CI1CT §7.223 16.017 12.312 12.1060 11.904 §2.357 17.205
C2C3 3.855 3.889 3.881 3.879 3.870 3.867 3.854
C2C4 5752 5.660 5.467 5.490 5.502 5.368 3594
C2C5 8.898 8.888 6.152 6.254 6.309 5.956 8.940
§C6 11.440 11.374 8.548 8.549 8.484 8.511 11.480
C2C7 14.454 14.433 10.758 10.825 10.839 10.586 14.497
2C4 3.856 3.855 3.874 3.876 380k 3.872 3.855
gCS 5725 5.745 5.419 5.414 5.402 5.309 5.734
C3Ceo 8.901 8.891 %992 5.896 5.766 6.067 8.922
C3C7 11.481 11.503 8.218 8.191 8.127 8.220 11.491
C4C5 3.856 3.850 3.876 3.874 3.872 3.878 3.856
C4Ceo 5.723 5.714 5.404 5.394 n 4., 5.393 5.724
C4C7 8.926 8.927 5.875 5.928 5.965 5.765 8.931
£C6 3.856 2853 3.878 3.878 3.879 3.878 3.856
C5C7 5759 5.764 5.697 5.699 5.699 5.681 5.760
| C6C7 3.851 3.854 3.883 3.883 3.884 3.882 3.851
AH
(keal/ | -353.19 | -341.21 | -433.18 | -443.31 | -317.76 | -342.68 | -298.37
mol)
AHN“g -353.19 | -350.36 | -346.73 | -346.84 | -346.56 | -346.41 | -353.12
AAH 0.00 2.83 6.46 6.35 6.63 6.78 0.07
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Tabeli 3 jérg

X: Ile Lys Leu Met Asn Pro Gin
C1C2 37 3.869 3.883 3.868 3.865 3.898 | 3.868
C1C3 6.106 5423 5.811 5.697 Sk o g w5k
Ci1C4 8.740 6.130 &l 6.218 8.904 8.920 6.250
C1C5 11.643 8590 e 8.657 gy {3 7 sy 8.653
C1Co6 14.432 10.780 o 10.821 14.520 14.445 | 10.820
C1C7 17320 g i 15.378 £t 16.568 vy 12.214
S 82 3.864 bty 3.869 3.876 s ey s 3.878
C2C4 < TF o 5.497 5.749 o e 5.642 S8 D
S s 8239 &2t 8.922 6.240 8.806 8.895 6.191

TZC6 11.471 8.494 11.471 8.474 11.383 11.441 8.432
LAt/ 14.505 10.820 14.483 10.825 13.107 14.452 10.812
C3C4 3.856 3.876 3.856 3.876 3.858 3.856 3.875
B la s Sviz) 5.413 %319 5418 5.740 e 5.422
C3Co 8.899 5.832 8.898 5.838 8.946 8.905 5.839

EC7 11.477 8.101 11.475 8.174 11.243 11.483 8.189
C4C5 3.856 3.873 3.856 3.873 3.856 3.856 3.873
C4Ce By 5.384 LR 3404 o e 5.726 5.396

ﬂC7 T g 5.947 8.928 5.965 T3 U929 5.988
C5Co 34555 3.878 3.856 3.878 2t L 3.856 3.877
2 B ek o e 5699 5.760 5.700 6.275 5.760 5.698

1 C6C7 o 3.883 3.851 3.884 3.885 3.851 3.884

TH }

(kcal/ | -363.20 | -362.17 | -369.43 | -350.30 | -387.31 | -344.84 | -392.31
mol)
AHping 347.54 | -346.76 | -352.46 | -346.80 | -348.70 | -352.41 | -346.81

gl Sy 6.43 0.73 6.39 4.49 0.78 6.38
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Tabeli 3 jarg

AAH

X: Arg Ser Thr Val Trp Tyr | -Pro(2)-
Ala-
Pro(4)-

C1C2 3.869 3.860 3.867 3.867 3.868 3.867 3.898
C1C3 5.700 5.640 wEt i ) 3. 739 TR &079 5.811
[ C1C4 6.207 6.680 6.247 5.978 .| 6.248 6.449 9.310
C1C5 8.640 8.790 8.677 8.454 8.483 8.834 10.894
C1Ceo6 10.811 kl.do7 10.854 10.676 10.746 11.024 11.920
C1C7 124835] 12.423 12.175 132 b2.425 12.284 9.632
c2¢3 3.876 3817 3.873 3.874 3.878 3.878 3.848
C2C4 5.504 3313 e 5.493 5.534 5.460 6.447
C2C5 6.233 $7732 6.259 6.285 6.067 813l 9.140
C2Ce6 8.4606 8.381 8.499 8.478 8.281 8.546 10.520
207 10.820 10.462 10.834 10.828 10.750 10.749 9.472
T3C4 3.876 3.809 3.876 3.877 3.874 3.874 3.893
ENS 5.419 5334 5.427 5.409 5.419 5.406 5.875
C3C6 5.843 6.083 5.863 5.784 5.801 DT 6.693
C3C7 8.170 8.233 8.176 8.138 8.167 8.203 5.896
C4Cs 3.873 3.880 3.873 3.872 38l 3.876 3.864
C4Co6 5.391 5.395 5.393 5.380 5.389 2,391 5.801
C4C7 P07 3.756 o 5§ | 5.965 997 5.865 £,

1 C5Co 3.878 3.878 3.878 3.878 3.877 3.878 3.869
C5C7 5.700 5.804 5.700 5.698 5.705 5.696 5.828
CoC7 3.884 3.882 3.883 3.994 3.884 3.883 3.850
AH : :

(keal/ | -325.69 | -393.31 -398.55 | -356.78 | -287.37 | -365.21 -334.78

mol)

AHPi"g -346.79 | -346.54 | -346.75 | -346.61 | -346.69 | -346.82 | -349.29
6.40 6.65 6.44 6.58 6.50 6.37 3.90
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Lihtudes L-alaniini heptameerist kui regulaarsest a-helikaalsest struktuurist,
voib vastavale molekulile iseloomulikke kaugusi aluseks vottes analiiiisida
peptiidide Ala-X-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala strukturaalseid korvalekaldeid o-heeliksist.

Vastavasisulise analiiiisi tulemused on toodud graafikul 1.

Xz Asn - GIn
s Asp Pro
K 43204 = Cys ' Arg
E g% o Gly. = Thr
< Eo + Phe - Ser
. % 3 Bolve & T
S8 AHCTEN Glu
g 2=2 104 Eollls . oy
& 2s73 o lLeu . Tyr
:t.< E R o Met
1 @
. 5
< >

1 1
0 10 20
Heptaalaniini peptiidi

o -slisinikuaatomite vahelised
kaugused (A)

Graafik 1. Heptaalaniini ja Ala-X-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala peptiidi o-siisinikuaatomite

vaheliste kauguste vordlev analiiiis

Graafikult 1 on néha, et pef)tiidide Ala-X-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala korvalekalde
suurus regulaarsest a-heeliksist on asendusriihma X keemilisest loomusest tulenevalt
monevorra erinev, kuid mitte tihelgi vaadeldaval juhul ei toimu a-helikaalse
struktuuri havinemist. Seda véidet kinnitavad ka iihele lihedased tousud vastavatel
sirgetel. Graafiku detailsem analiilis nditab, et histidiini, isoleutsiini, aspargiini ja

Proliini varieerimine aminootsast arvestatuna peptiidi teises positsioonis
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heptaalaniini ruumilisele struktuurile arvestatavat moju ei avalda. Ahela alguses
paikneva proliini korral on iihe rotatsiooninurga olemasolust tingituna tegemist
heeliksit stabiliseeriva toimega, nagu seda on niidatud kirjanduses [90].
Mirkimisviirsem on korvalekalle helikaalsest struktuurist laengut omavate
)

aminohapete (aspargiin- ja glutamiinhape, liisiin ja arginiin) ning metioniini,
triiptofaani, tiirosiini ja feniiiilalaniini sisaldavates peptiidides (pohjustatuna ilmselt
vastavate aminohapete korvalahelate mahukusest ja seega korvalahelate rotameersete
konformatsioonide piiratusest).

Ala-Pro-Ala-Pro-Ala-Ala-Ala ja heptaalaniini peptiidi a-siisinikuaatomite
vahelisi kaugusi on vorreldud graafikul 2, mille pohjal tiheldatakse fragmendi -Pro-

Ala-Pro- olulist moju, mis viib helikaalse struktuuri lohkumisele.

= APAAAAA

o APAPAAA

a -siisinikuaatomite
vahelised kaugused
Ala-Pro-(Ala)s ja
Ala-Pro-Ala-Pro-(Ala);
peptiidimolekulides (A)

| 1
0 10 20
Heptaalaniini peptiidi

o -siisinikuaatomite vahelised
kaugused (A)

Graafik 2. Proliini moju uurimine peptiidahela geomeetriale a-siisinikuaatomite

vaheliste kauguste vordlemise teel
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Graafikul 2 toodud andmed niitavad, et fragment -Pro-Ala-Pro- muudab
oluliselt peptiidi ruumilist struktuuri ning avaldub a-siisinikuaatomite vaheliste
kauguste tunduvas liihenemises vastava molekuli korral. Peptiidahelate optimeeritud
geomeetriaga konformatsioone on piltlikult kujutatud joonisél 7. On ilmne, et -Pro-
Ala-Pro- fragmenti sisaldavas peptiidis esineb pohiahela tagasipdordumine ning
seetOttu on vastava peptiidi ruuniiline struktuur oluliselt erinev. Korvutades seda
teadmist antud t6d eksperimentaalses osas uuritud peptiidide
fosforiileerimisreaktsioonide kineetiliste andmetega, mis néitasid peptiidi Lys-Arg-
Pro-Ser-Pro-Arg-Ala-Lys-Ala viiga aeglast reaktsiooni, voib oletada fragmendi -
Pro-X-Pro- olulist rolli peptiidide konformatsiooni méératlemisel. Ndhtavasti
initsieerib sellise fragmendi olemasolu peptiidis ahela tagasipoordumist, mille
tagajarjel peptiidi Lys-Arg-Pro-Ser-Pro-Arg-Ala-Lys-Ala korral muutub seriini

fosforiileeritava hiidroksiitilriithma asend ensiitimile ruumiliselt kittesaamatuks.

(Ala), Ala-Pro-(Ala), Ala-Pro-Ala-Pro-(Ala),

Joonis 7. Proliini sisaldavate peptiidide konformatsioonide projektsioonid

Leitud -Pro-X-Pro- fragmendi olemasolust pohjustatud fenomen vdib omada
ka iildisemat tihtsust peptiidide sekundaarse struktuuri teoorias, tema olemuse

tapsem uurimine jitkub. On oluline mainida, et vastavad kvantkeemilised arvutused
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on mudeli lihtsustamiseks tehtud gaasifaasis, jittes solvendi poolt pdhjustatud

voimalikud mojud arvestamata.

Lisaks iilaltoodule uuriti peptiide (Ala-X-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala) ka
energeetilisest aspektist lihtudes. Sel eesmirgil médrati antud heptaalaniini seeria
peptiidide jaoks konformatsiooniline pingeenergia (vr. eksperimentaalne osa), mille
arvulised viirtused (kcal/mol) on toodud tabelis 3. Konformatsiooniline
pingeenergia on kompleksne suurus, sisaldades ilmselt aminohapete korvalahelate
ruumilisest mahukusest ning laeng-laeng interaktsioonidest ja muudest faktoritest
tulenevaid méjusid. Seetdttu on laetud voi ruumiliselt mahukama korvalahelaga
aminohapete korral vastava parameetri viértused suuremad ning viikeste
neutraalsete hiidrofoobsete ja alifaatsete korvalahelate korral on antud parameetri
viirtused nullilihedased. Sel viisil on kiiesolevas t66s iga aminohappe jaoks
defineeritud energeetiline suurus, mis iseloomustab mingi korvalahela moju peptiidi
ruumilisele struktuurile.

Tekkeentalpiate analiiiis nditab analoogselt geomeetria analiiiisile, et X
asendamine peptiidahelas Ala-X-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala proliiniga mérkimisvadrset
konformatsioonilist muutust esile ei kutsu (AAH = 0.78 kcal /mol), samas peptiidi
Ala-Pro-Ala-Pro-Ala-Ala-Ala korral saadi pingeenergia viirtuseks 3.90 kcal /mol,
mis niitab selle peptiidi ruumilise struktuuri kiillalt olulist erinevust heptaalaniini
molekuli helikaalsest struktuurist. See osutab veelkord fragmendi -Pro-X-Pro-
olulisele mojule peptiidide konformatsiooni maératlemisel ja lubab oletada suuremal
vOi vihemal médral kinnistatud struktuuride teket muidu varieeruva
konformatsiooniga lithikeste peptiidahelate korral.

Oluline on selle kvantkeemiliselt kirjeldatud fenomeni seos eksperimendiga.
Kiesoleva tod eksperimentaalses osas on ndidatud, et peptiidi Lys-Arg-Pro-Ser-Pro-
Arg-Ala-Lys-Ala fosforiileerimisreaktsioon on niivord aeglane, et tema kineetilisi
parameetreid madrata voimalik ei olnud. Kvantkeemiliste modelleerimiste

tulemustele toetudes on ilmne, et fragment -Pro-Ser-Pro- muudab ahela ruumilise
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struktuuri seriini juures kiillalt kinnistunuks ja seejuures fosfoaktseptoorse
hiidroksiiiilrithma ensiitimile ruumiliselt kiittesaamatuks ning vilistab sel viisil
fosforiilatsioonireaktsiocni toimumise vaimalikkuse. See viitab seni suhteliselt vihe
uuritud seosele peptiidahela ruumilise struktuuri ja tema bioloogilise aktiivsuse
vahel ning loob edasised voimalused nii bioaktiivsete ainete siinteesi planeerimiseks

kui ka ensiitim-substraatreaktsiooni molekulaarse mehhanismi uurimiseks.
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4. ARUTELU
4. 1. PROTEIINKINAAS C SUBSTRAATSPETSHFILISUS

Proteiinkinaaside substraatspetsiifilisust on kirjanduses iisna palju kasitletud ja
arvukate eksperimentaalsete andmete baasil on mitmete kinaaside jaoks teada
optimaalse substraadi konsensusjirjestused. Nii on proteiinkinaas C jaoks
substraatspetsiifilisuse seisukohalt oluline motiiv X- Arg- X- X- Ser- X- Arg- X,
kus X tihistab iihte 20-st looduslikust aminohappest. Vastava jérjestuse tipsem
piiritlemine voimaldaks paremate kineetiliste parameetritega substraatjirjestuste
disaini ja pakuks huvi mitmete vastava ensiitimi poolt kataliiiisitavate fiisioloogiliste
protsesside uurimisel. Sel eesmirgil varieeriti antud t66s PKC iihe loodusliku
substraadi — mieliini aluselise valgu jarjestusel 4-14 pShineva peptiidahela seriinile
Jjargnevas positsioonis erinevaid aminohappeid.

Peptiidahela Lys-Arg- Pro- Ser- X- Arg- Ala- Lys- Ala seriinile jdrgnevas
X-ga tdhistatud asendis varieeriti erinevate flisikokeemiliste parameetritega
aminohappeid (Ala, Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Phe, Pro ja
Val) ning konstateeriti proteiinkinaas C suurt tolerantsust vastavate
substraatjdrjestuste suhtes. Siinteetiliste peptiidsubstraatide
fosforiileerimisreaktsioonide kineetili§te parameetrite vordlemisel tehti kindlaks
katioonsete aminohapete (Lys ja Arg) eelistus antud asendi jaoks. Samas tddeti ka
hiidrofoobsete aminohapete (Val, Leu, Phe ja Ile) sobivust, mis on kooskdlas
teadmisega, et antud enstitimi mitmete looduslike substraatide vastavas asendis on
kindlaks tehtud hiidrofoobsete aminohapete olemasolu. Kineetiliste parameetrite

analiitisimise tulemusena voib samuti viita, et anioonsete aminohapete (nagu Asp ja
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Glu) esinemine seriinile jirgnevas positsioonis on substraatspetsiifilisuse seisukohalt
vilistatud. :

Huvitav fenomen kaasnes proliini viimisega seriinile jargnevasse asendisse.
Sel juhul oli PKC poolt kataliiisitav fosforiileerimisreaktsioon viga aeglane ja
kineetiliste parameetrite mootmine voimatu. Toodud nihtus seletub ilmselt vastava
peptiidahela ruumilise struktuuri oluliste erinevustega. Peptiidide
konformatsiooniliste muuutuste uurimiseks lokaalsete mutatsioonide tulemusena
teostati kvantkeemilised arvutused, vottes mudeliks L-alaniini heptameeri ning
varieerides erinevaid looduslikke aminohappeid (X)'peptiidi aminootsast arvestatuna
teises positsioonis (A'Ia—X—/—\Ia-Ala—Ala-Ala—Ala). Samas leiti ka peptiidi Ala-Pro-
Ala-Pro-Ala-Ala-Ala tdenioseim konformatsioon gaasifaasis. Nii eksperimentaalsed
kui ka arvutuslikud tulemused viitavad fragmendi -Pro-X-Pro- olulisele rollile
peptiidahela konformatsiooni médratlemisel, andes ahelale kiillalt pingestatud
struktuuri. Nii on peptiidis Lys-Arg-Pro-Ser-Pro-Arg-Ala-Lys-Ala seriini
fosforiileeritav hiidroksiiiilriihm ilmselt peptiidahela ruumilisest paigutusest
tingituna ensiitimi jaoks kiittesaamatu ja reaktsiooni ei toimu. Fragmendi -Pro-X-Pr(,)-
roll peptiidis on ilmselt vastava molekuli bioaktiivsuse avaldumist inhibeeriv, kuigi
on selge, et selle fenomeni olemus vajab veel edaspidist nii teoreetilist kui ka
eksperimentaalset uurimist. Samas on ilmne, et substraatmolekulide kvantkeemiline
modelleerimine voimaldab planeerida siinteesi ja teostada eelnevat siinteesitavate
ainete selekteerimist.

Seega niitab kiesolev t66 iihelt poolt proteiinkinaas C kiillalt suurt
tolerantsust substraatmolekuli stll"uktuilri suhtes, kuivord seriinile jargnevas
positsioonis on lubatud nii katioonne kui ka hiidrofoobne aminohape. Teiselt poolt
ilmneb oluline seos peptiidi ruumilise struktuuri ja bioloogilise aktiivsuse vahel,
kusjuures teatud tingimustel médrab see faktor reaktsiooni toimumise vdimalikkuse,
nagu see ilmnes peptiidahela Lys-Arg-Pro-Ser-Pro-Arg-Ala-Lys-Ala korral.

Seega oleks otstarbekas edaspidises siinteesitavaid substraatjérjestusi eelnevalt

modelleerida arvutil. Samas véimaldaks selline eelnev analiiiis tdenéoliselt leida ka
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huvitavamaid substraatstruktuure ning ette ennustada olulisemaid muutusi

peptiidsubstraatide bioloogilise aktiivsuse avaldumise voimalikkuses.
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4.2. KVANTITATIIVSED STRUKTUUR-AKTIIVSUS
SOLTUVUSED.
OPTIMAALSE SUBSTRAATJARJESTUSE ENNUSTAMINE

Proteiinkinaas C substraatide “dratundmise” molekulaarse mehhanismi
stistemaatiliseks uurimiseks analiiiisiti peptiidide Lys-Arg-Pro-Ser-X-Arg-Ala-Lys-
Ala fosforiilatsioonireaktsioonide kineetilisi parameetreid kvantitatiivsete struktuur-
aktiivsus soltuvuste abil. Selleks kasutati fosforiileerimiisreaktsiooni teist jarku
kiiruskonstante k;, , millised erinevalt maksimaalsest kiirusest V ja Michaelis-
Menteni konstandist Km ei soltu kiirust limiteerivast staadiumist.

Struktuur-aktiivsus sdltuvused iseloomustavad kvantitatiivselt ensiitimi
spetsiifilisust fosforiileeritava peptiidi erinevates positsioonides paiknevate
aminohapete suhtes. Vastavasisulise stistemaatilise analiitisi katse tehti
proteiinkinaas A korral Jirve ja Ragnarssoni poolt [102]. Kéesolevas toos piilitakse
sarnast anallilisi rakendada ka proteiinkinaas C jaoks peptiidsubstraatide seeria Lys-
Arg-Pro-Ser-X-Arg-Ala-Lys-Ala korral, kus varieerub aminohappe struktuur
seriinile jargnevas positsioonis.

Struktuur-aktiivsus soltuvustes on seni kasutatud parameetreid 7 ja MR, mis
iseloomustavad vastavalt aminohapete korvalahelate hiidrofoobsust ja ruumilist
mahukust. Antud parameetrite vddrtused (esitatuna vastavalt Fauchere, J.-L., ja
Pliska, V. (1983) [101] ning Hansch, C. ja Leo, A. (1979) [98] poolt) looduslike

aminohapete korvalahelate jaoks on esitatud tabelis 4.
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Tabel 4. Kvantitatiivse struktuur-aktiivsus soltuvuse parameetrite viirtused

aminohappe kdrvalahelate jaoks [101, 98].

Aminohape r [101] MR [98] Ind
[ Alaniin .31 S hb 0
Arginiin el al 30.05 I
Aspargiin -0.60 14.46 0
T’\spargiinhape -0.77 11.58 e
Glutamiin -0.22 19.11 0
Glutamiinhape -0.64 16.23 -1
Gl'utsiiﬁ 0 1.03 0
Histidiin 0.13 P 0
Isoleutsiin 1.80 19.59 0
Leutsiin 1.0 1959 0
Tiisiin -0.99 25.05 1
Metioniin 1.23 1312 0
Feniitilalaniin 30.01 0
Proliin 0.72 13.95 0
Seriin -0.04 11.82 0
Treoniin 0.26 11.82 0
Triiptofaan 253 39.81 0
Tiirosiin 096 31.83 0
[ Valiin 1.72 14.96 0

Tulenevalt polaarsete ja iooniliste rithmade olemasolust vastavate asendajate

korral ei esinenud suuruste © ja MR-i vahel mingit mirkimisvéérset korrelatsiooni i
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\
/

= ().0876), mis vdimaldas moleinaid parameetreid kasutada samas

korrelatsioonivorrandis, milline andis log k,, vdértuste jaoks jargmise soltuvuse:

log k= -(4.18 + 0.41) + (0.25 + 0.17) z- (0.07 £0.02) MR (1)
n=13,s=0.635,r=0.768,

kus n tihistab andmete arvu, s on standardhilve ning r korrelatsioonikoefitsent.
Vastavad parameetrid on antud 95 %-lisel usaldusnivool.

Konstantide pKm jaoks saadud sdltuvus oli halvem (r = 0.758, s = 0.488) ning
intensiivsusfaktorid 7 ja MR-i jaoks olid vastavalt 0.31 £ 0.13 ja 0.05 + 0.02.
Korreleerides log V viirtusi saadi veelgi halvem korrelatsioon (r = 0.703), mis
niitab, et enamike peptiidide fosforiileerimisreaktsioonide maksimaalsed Kiirused
olid lisna sarnased.

Varieerides peptiidis Lys-Arg-Pro-Ser-X-Arg-Ala-Lys-Ala ioonseid
aminohappeid (Arg, Lys, Asp v&i Glu), taheldati korrelatsioonivorrandist (1)
mirgatavaid hilbeid. See viitab laenguliste interaktsioonide olulisusele
proteiinkinaas C substraadi diratundmisel ja kataliiiisis. Kuna peptiidsubstraatide
fosforiileerimisreaktsioonide kineetilised parameetrid paranesid tunduvalt katioonse
aminohappe esinemisel asendis X ning anioonse aminohappe korral tiheldati
reaktsioonivdime olulist langust, on loogiline oletada teatud negatiivselt laetud
~ riihmade olemasolu proteiinkinaas C aktiivtsentris fosforiileeritava peptiidsubstraadi
ldheduses. Vastav negatiivne lacﬁg voib osaliselt kuuluda ka ensiitimiga seondunud
ATP molekulile.

Kvantitatiivsetes struktuur-aktiivsus sdltuvustes piliiti oletatavat laengu efekti
arvestada lisaparameetri Ind abil. Esimeses lihenduses hinnati vastava parameetri
vidrtusi katioonsetel aminohapetel +1-ga, anioonsetel aminohapetel -1 -ga ning
mitteioonsete asendajate korral 0-ga, nagu seda on niidatud ka tabelis 4. Sellise

paranduse sisseviimisel korrelatsioonivdrrandisse saadi jargmised sdltuvused:
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log k;; = ~(3.60 £0.19) + (0.32 + 0.07) 7~ (0.03 +0.01) MR + (1.04 £0.15) Ind (2)
n=13,s=0271,r=0.965;

pKm = (3.65 £ 0.17) + (0.35 £ 0.06) = + (0.02+0.01) MR + (0.74 £ 0.13) Ind (3)
el e=0234 re 083,

On ilmne, et ioonilise laengu selline arvestamine parandab oluliselt struktuur-
aktiivsus soltuvuste kvaliteeti, samas viheneb aga aminohapete korvalahelate
mahukust iseloomustava suuruse (MR-i) osatiihtsus korrelatsiooniis. Seega voib
arvata, et mitteioonsete aminohapete paiknemisel asendis X toimub vastavate
substraatide dratundmine proteiinkinaas C poolt peamiselt vaid hiidrofoobsuse
alusel. Tuginedes saadud korrelatsioonidele, piiiiti vastavaid vorrandeid koostada
ilma MR-parameetrit arvesse vdtmata. Saadud soltuvused on esitatavad jargmisel

kujul:

log k;; = «(2.96 + 0.11) + (0.35 £ 0.11) 7+ (1.30 £ 0.19) Ind (4)
n=135=0.396,r=0914,

pKm = (4.05 + 0.08) + (0.36 + 0.08) 7+ (0.90 £ 0.15) Ind (5)
n=13,5=10.290,r=0.921.
Iimneb, et see lihtsustus korrelatsioonvorrandite kvaliteeti ei parandanud, kiill
aga on selge, et ioonilisust iseloomustava indikaatorparameetri sissetoomisel
korrelatsioonide kvaliteet suureneb tunduvalt.

Konstandi log V jaoks saame laenguefekti arvestamisel jargmise sdltuvuse:
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log V=-725+0.11)-(0.02£0.04) 7+ (0.013 + 0.006) MR + (0.32 +0.08) Ind (6)
n=13,s=0.147,r=0 0.898.

Siit jareldub, et nii asendajate mahukus kui ka hiidrofoobsus omavad
laenguefektiga vorreldes tunduvalt viiksemat osa ning vastava soltuvuse voib

taandada iiheparameetriliscks vorrandiks:

log V =-(7.01 £0.05)+ (0.41 £0.09) Ind (7)
n=13.Is = 0170pr= 0825.

Eélpool toodud andmete pdhjal on selge, et nii nagu proteiinkinaas A [102],
nii ka proteiinkinaas C korral saab peptiidsubstraatide fosforiilatsioonireaktsioone
iseloomustada kvantitatiivsete struktuur-aktiivsus soltuvuste abil. Kuigi antud to6s
niidati seda peptiidahela Lys-Arg-Pro-Ser-X-Arg-Ala-Lys-Ala iihe positsiooni

korral, voib loota vastava korrelatsiooni esinemist kogu ahela ulatuses.

Leitud sdltuvused voimaldavad teoreetiliselt arvutada peptiidsubstraatide
fosforiileerimisreaktsioonide kineetikat iseloomustavaid parameetreid log k;;, pKm ja
log V koigi voimalike aminohapete varieerimisel peptiidahela Lys-Arg-Pro-Ser-X-
Arg-Ala-Lys-Ala positsioonis X: Kasutades lehekiiljel 79 toodud log k;; jaoks leitud
korrelatsioonivorrandit (2), leiti vastava suuruse teoreetilised védrtused. Saadud

tulemused, korvutatuna eksperimentaalsete log k,, védrtustega, on esitatud tabelis 5.
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Tabel 5. Peptiidsubstraatide Lys-Arg-Pro-Ser-X-Arg-Ala-Lys-Ala proteiinkinaas C
poolt kataliiiisitavate fosforiilatsioonireaktsioonide eksperimentaalsed ja

ennustatud kineetilised parameetrid

Aminohape X log ky;, log ky;, Jaidk
eksperimentaalne ennustatud
Ala -3.57 -3.31 -0.26
Arg -1.93 -1.82 -0.11
Asn -3.34 -3.28 -0.06
Asp -4.58 -4.48 -0.10
.Gln -2.68 -3.00 0.32
Glu -4.16 -4.28 0.12
Gly -3.66 -3.57 -0.09
His -2.62 -2.72 0.10
Ile -2.34 -2.34 0.00
Leu -2.27 -2.37 0.10
Lys -1.83 -1.99 0.16
b Met Maéédramata -2.40 Maéidramata
4 Phe 2233 -1.97 20.36
Pro Midramata -2.88 Midramata
Ser Méiidramata -3.20 Méédramata
Thr Maiidramata- -3.10 Méédramata
58 Trp Midramata -1.48 Maéidramata
Tyr Miédramata -2.17 Maédidramata
2 Val 0 2.6 0.51
e
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Tabelis 5 esitatud kvantitatiivsete struktuur-aktiivsus soltuvuste alusel saadud
andmed on heas kooskdlas eksperimentaalsete tulemustega. Nagu eksperimendis
ilmnes, on efektiivseteks substraatideks peptiidid, kus seriinile jirgnevas asendis on
katioonsed aminohapped (Lys ja Arg) ning anioonsete aminohapetega (Asp ja Glu)
peptiidid omavad viiikseimaid log k;, védrtusi kogu reaktsiooniseeria ulatuses.
Kaikide iilejddnud substraatide kineetilised parameetrid soltuvad asendis X olevate

aminohapete korvalriihmade hiidrofoobsusest.

Paigutades selles peptiidsubstraatide aktiivsuse “ tagasiarvutuses™ seriinile
jiargnevasse asendisse proliini, arvutati selle peptiidi jaoks log k;; véirtuseks -2.88,
mis oluliselt ei erine teiste vastavate peptiidide parameetritest. Eksperimentaalselt
tiheldati aga viiga acglast reaktsiooni, mistdttu antud tingimustes oli
fosforiileerimisreaktsiooni kineetilisi parameetreid voimatu médrata. Siit ilmneb
oluline korvalekalle eksperimentaalsete ja ennustuslike tulemuste vahel, mis viitab
kvantitatiivsete struktuur-aktiivsus soltuvuste kasutamise reaalsetele piirangutele.
Viimased seostuvad arvatavasti peptiidsubstraadi konformatsiooni olulise
muutumisega -Pro-X-Pro- fragmendi sisseviimisel ahelasse, mida ldhemalt kisitleti
antud to0 peatiikis 3.3. Proliini sisseviimisel peptiidahela Lys-Arg-Pro-Ser-X-Arg-
Ala-Lys-Ala positsiooni X ilmnenud kdrvalekalle kvantitatiivsete struktuur-aktiivsus
sdltuvuste kehtivusest kinnitab omakorda konformatsiooniliste aspektide
arvestamise vajalikkust proteiinkinaas C reaktsioonidel siinteetiliste
peptiidsubstraatidega. Seega on selge, et antud kinaasi substraatspetsiifika on

kompleksne ja selle uurimisel tuleb arvesse votta mitmeid erinevaid faktoreid.
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KOKKUVOTE

Kiesolevas tods uuriti proteiinkinaas C substraatspetsiifilisust, kasutades
siinteetiliste peptiidide seeriat, milline oli koostatud, lahtudes selle kinaasi iihe
loodusliku substraadi — miieliini aluselise valgu jirjestusest 4-14. Selles peptiidis

varieeriti fosfoaktseptoorsele seriinile jargnevas positsioonis asuvaid aminohappeid.

Saadud tulemused on esitatud alljdrgnevalt:

1. Proteiinkinaas C efektiivseteks substraatideks on peptiidid Lys-Arg-Pro-Ser-X-
Arg-Ala-Lys-Ala, kus positsioonis X paiknevad katioonsed aminohapped
(Lys voi Arg). Subslraatsn\etsiiﬁlisuse seisukohalt on takistatud anioonsete
aminohapete esinemine vastavas peptiidahela positsioonis. See viitab teatud
negatiivsete laengute olemasolule kas proteiinkinaas C enda aktiivtsentris voi
ensiitimi ja ATP kompleksis.

2. Kvantkeemilise arvutuse tulemusena selgus, et fragment -Pro-X-Pro- omab olulist
rolli peptiidahela konformatsiooni mééramisel, muutes a-siisinikuaatomite
vahelised kaugused peptiidis Ala-Pro-Ala-Pro-Ala-Ala-Ala tunduvalt
liihemaks, vorreldes seda kvantkeemilistel arvutustel mudeliks valitud
heptaalaniini regulaarse a-helikaalse struktuuriga ning podrates peptiidiahela
ruumiliselt tagasi. Vastav fragment pingestab peptiidahela struktuuri.

Sama efekt esineb ilmselt peptiidi Lys—Arg-Pro—Ser;Pro—Arg—Ala—Lys-
Ala korral, kus ahela ruumilise orientatsiooni eripdrast tingituna oli
proteiinkinaas C poolt kataliiiisitav fosforiilatsioonireaktsioon viga aeglane ja
kineetiliste parameetrite leidmine seega voimatu. Nahtavasti on vastava
peptiidi konformatsioon fragmendi -Pro-Ser-Pro- poolt pingestatud ning

seriini fosforiileeritav hiidroksiiiilriihm edasise peptiidahela poolt varjestatud.
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3. Proteiinkinaas C jaoks oli vdimalik koostada kvantitatiivseid struktuur-aktiivsus

sdltuvusi ja analiiiisida nende abil selle enstitimi substraatspetsiifilisust.

Seega voib kiesoleva (66 kokkuvottena viita, et protetinkinaas C
substraatspetsiifilisus on kompleksne ja soltub mitmetest erinevatest teguritest
(laengulised interaktsioonid, aminohapete hiidrofoobsed omadused,

peptiidsubstraatide konformatsioonid).
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SUMMARY

The aim of the present work was to study the substrate specificity of protein
kinase C. For this purpose the peptide series Lys-Arg-Pro-Ser-X-Arg-Ala-Lys-Ala,
where X stands for Ala, Arg, Asn, Asp. Gln, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Phe, Pro or
Val, was synthesized and the kinetics of their phosphorylation by protein kinase C

was studied. The results obtained are following:

1. The e}ﬂ‘ectivc substrates of this enzyme seems to be peptides where a cationic
amino acid (Arg or Lys) stands in the position following to Ser. It can be
assumed that some negative groups seem to be located in the active center of
protein kinase C, close to the variable amino acid of the peptide substrates.
This negative charge can also be associated with the enzyme-bound ATP
molecule.

2. The quantum-chemical modeling of peptides Ala-X-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala, where
X stands for all natural amino acids, and also Ala-Pro-Ala-Pro-Ala-Ala-Ala,
indicated that the fragment -Pro-X-Pro- has an essential disturbing effect on
the regular a-helical structure. This effect was analyzed by using the distances
between all a-carbon atoms, which in the case of peptide Ala-Pro-Ala-Pro-
Ala-Ala-Ala were much shorter comparing with the regular a-helical
heptaalanine structure, and alsod on the ground of conformational strain energy
values. The results of this analysis revealed that the fragment -Pro-X-Pro-
induced constrained peptide conformations and caused the turning back of
this peptide backbone.

The same effect seems to appear in the case of the peptide Lys-Arg-Pro-
Ser-Pro-Arg-Ala-Lys-Ala. The spatial structure of this peptide seems to be
strained seems around the fragment -Pro-Ser-Pro- and the phosphorylatable
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hydroxyl group of serine seems to be spatially covered by the further
backbone. It gives the reason for very slow phosphorylation of this peptide by
protein kinase C and also shows the crucial role of the fragment -Pro-X-Pro- in
the determination of the peptide conformation and its activity.

3. It was possible to create QSAR for the peptide phosphorylation reaction,
characterizing the molecular mechanism of recognition of peptide substrates
by protein kinase C. In this study the peptide structure was varied in a single
position following the phosphorylatable serine. It was established that the
parameters T, MR and Ind, yielded a sufficiently good description of the
specificity of protein kinase C. The crucial exception to this was the peptide
Lys-/—\rg—l’ro—Scr—l’m-/\rg—Ala-Lys—Ala, containing the motif -Pro-Ser-Pro-

and which phosphorylation reaction by protein kinase C was very slow.
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