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DIPEA — N,N-diisopropiiiiletiitilamiin
DMF — dimetiiiilformamiid

DMSO - dimetiiiilsulfoksiid

DTT — ditiotreitool

EDT — etaanditiool

Fmoc — fluorentilmetiiiloksiukarboniitl

HBTU — O-bensotriasool-N,N,N’, N -tetrametiiiiluroonium heksafluorofosfaat

HEPES — (4-(2-hiidrokstietiiiil)-1-piperasiinetaansulfoonhape

HOBTt — hiidroksiibensotriasool

HPLC — korgefektiivne vedelikkromatograafia

HPLC-MS — korgefektiivne vedelikkromatograafia mass-spektromeetria

ICs0— inhibiitori kontsentratsioon, mille juures toimub pool maksimaalsest inhibeerimisest

MQ — iilipuhas vesi (Milli-Q®)

NMM — N-metiitilmorfoliin

Npys — S-3-nitro-2-piiridiin



P20 — Tween® 20

Pbf — 2,2,4,6,7-pentametiiiildihiidrobensofuraan-5-sulfoniiiilriihm

PIPY - 6-(piperasiin-1-iiiil)-7-deasapuriin

PK — proteiinkinaas

PKA — proteiinkinaas A

PKAcC — cAMP-sdltuva proteiinkinaasi kataliiiitiline alaiihik
PKAr — cAMP-soltuva proteiinkinaasi regulatoorne alatihik

Scm — metoksiikarboniiiilsulfeniitil
TA — tioanisool

TEA — trietiiiilamiin

TFA — trifluorodidikhape

TGL — aeglahutusega luminestsents
TGL — aeglahutusega luminestsents
TIPS — triisopropiiiilsilaan

UV-Vis — ultraviolett ja ndhtav valgus
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Sissejuhatus

Disulfiidside on looduses laialt levinud valkude aktiivsete konformatsioonide moodustamisel.
Paljud organismis regulatoorseid funktsioone labiviivad ensiitimid sisaldavad samuti vaivel-
véavelsidet. Asko Uri uurimisrithmas on vilja to6tatud adenosiini analoogi ja oligo-D-arginiini
konjugaadid (ARC), mis on proteiinkinaaside suure sidumisvéimega bisubstraatsed
inhibiitorid. Adenosiini konjugaat seostub proteiinkinaasi ATP ning oligo-D-arginiini fragment
valksubstraadi sidumistaskusse. Proteiinkinaas kataliilisib valkude fosforiiiilimist ja sellega
reguleerib rakulisi protsesse. ARC-i peptiidne fragment sisaldab tavaliselt arginiinijadke, mis
kuuluvad proteiinkinaasi  dratundmisjarjestusse. Raku plasmamembraani lidbimiseks peab
konjugaadil olema 6 — 9 arginiinijdéki, mis tdstavad aga molekuli massi ja positiivse laengu
korgeks ning vdivad suurendada mittespetsiifilist seondumist rakus olevatele komponentidele,
néiteks nukleiinhapetele. Selle probleemi laheduseks on vdhendada ARC-tiilipi iihendites
arginiinide arvu ning liita molekuliga nn transportvektor iile sideme, mis raku tingimustes
laguneb. Selleks, et parandada proteiinkinaasi bisubstraatse inhibiitori raku plasmamebraani
labimisvdimet, arendatakse kdesolevas to0s strateegia, kus oligoarginiinne transportvektor on
inhibiitoriga  thendatud ile disulfiidsideme. Siinteesitakse  nonaarginiini-pdhised
transportvektorid, mis sisaldavad aktiveeritud sulfaniiiilriithmaga tsiisteiini, mis vOdimaldab

tekitada disulfiidsideme tsiisteiini sisaldava ARC-tiilipi inhibiitoriga.

Kéesoleva t00 eesmirgiks on 1) leida sobiv meetod ARC-tiiiipi inhibiitori konjugeerimiseks
transportpeptiidiga lile disulfiidsideme 2) siinteesida transportpeptiidiga konjugeeritav ARC-
tiilipi inhibiitor 3) iseloomustada siinteesitud ainete afiinsuseid cAMP-soltuva proteiinkinaasi

suhtes.



1 Valdkonnaiilevaade

1.1 Proteiinkinaasid

Fosforiiiilimine on translatsioonijdrgne valkude modifikatsioon, mille abil muudetakse valkude
aktiivsust ja nende vastasmdjusid mitmesuguste bioloogiliselt aktiivsete {ihenditega.
Fosfortiiilrithm kantakse iile peamiselt seriinile ning harvemini treoniinile ja tiirosiinile [1].
Proteiinkinaasi poolt dratuntav fosforiiiilitav piirkond soltub wvalgu ehitusest, néiteks
aminohapete dratundmisjérjestusest. Fosforiiiilimist saab kataliiiisida ensiimaatiliste
reaktsioonidega. Uks peamisi fosforiiiilimise reaktsioone toimub ATP-ga, sest seda
nukleosiidtrifosfaati leidub rakus suures kontsentratsioonis - tavaliselt 1— 4 mM piires, kuid
voib olla ka kuni 12 mM. [2]

y-fosfortiiilriihma iilekannet nukleosiidtrifosfaadilt valgu aminohappejaédgi hiidroksiiiilriihmale
kataliitisib proteiinkinaasi ensiiim. Fosforiiiilriihm eemaldatakse fosfataaside poolt
kataliiisitavas hiidroliiiitilises reaktsioonis (Joonis 1). Selline mehhanism tagab selle, et
organism suudab reageerida erinevatele stiimulitele. Inimgenoom kodeerib kokku 538
proteiinkinaasi, millest umbes 2% inimese koikidest geenidest kodeerib just proteiinkinaase.
[2-4]

Proteiinkinaasi kataliiiitiline alatihik on globulaarne valk, mis koosneb kahest alaiiksusest:
vdiksemast N-terminaalsest sagarast ning suuremast C-terminaalsest sagarast. N-terminaalne
osa koosneb viiest fB-lehest ning iihest a-heeliksist. Seevastu C-terminaalne osa koosneb
peamiselt a-heeliksitest. Need kaks poolt on omavahel seotud peptiidahelaga nii, et nende
vahele moodustub aktiivtasku, kuhu seondub ATP (Joonis 2) [2].
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Joonis 1. Valgu fosfoliitirimise skeem, kus PK tdhistab proteeinkinaasi ja PP proteiinfosfataasi.



Proteiinkinaasid kataliitisivad valkude fosforiiiilimist ja sellega reguleerivad rakulisi protsesse,
nditeks raku metabolismi, jagunemist, lilkumist, elulemust ja surma. Mutatsioonidest ja
iileekspressioonist tingitud proteiinkinaasi héired vdivad aga organismis esile kutsuda muutusi,
mille tagajérel v3ib areneda viahkkasvaja [6]. On tdheldatud ka hulga teisi haigusi, mis on seotud
PK-de véartalitusega, nditeks Alzheimeri tobi, korgevererohutdbi, immuunpuudulikkus ja
kesknirvisiisteemi haigused [3]. Uheks lahenduseks PK-de viirtalitustest tingitud haiguste
raviks on PK inhibiitorid. Inhibiitorid kataksid nukleotiide siduva sidumistasku ja sellega
viheneks ensliimi fosforiitilimise voime. ATP on paljude teiste kinaaside substraat ning
seetottu on paljude proteiinkinaaside sidumistaskud sarnased. See omakorda raskendab ATP-

konkurentsete selektiivsete inhibiitorite arendamist. [7]

Joonis 2. PK struktuur, kus on nidha ATP molekuli seostumist aktiivtaskusse. Lillad molekulid
tdhistavad Mg?* (PDB kood 1ATP) [5].



1.2 Proteiinkinaas A

Proteiinkinaas A (PKA) on kodige rohkem uuritud ja iseloomustatud PK. PKA substraadid ja
funktsioonid on mitmekesised. PKA on seotud gliikogeeni, lipiidide ja suhkrute metabolismiga.
Lisaks sellele kontrollib PKA ioonkanaleid ning pikaajalisi modifikatsioone nérvi slinapsites.
PKA aktivaatoriks on tsiikliline adenosiinmonofosfaat (¢cAMP) [8]. Selle puudumisel on PKA
heterotetrameerne holoensiiiim, mis koosneb kahest regulatoorsest alaiihikust PKAr ja kahest
kataliititilisest alatihikust PKAc. PKAr alatihikul on kaks cAMP-i aktiivtaskut. Kataliiiitiline
aktiivsus on PKAC2PKAr2 holoensiiiimis blokeeritud, sest PK Ar alatihik takistab valksubstraadi
sidumist. CAMP-i liitumine PKAr-alaiihikutega muudab PKAr- ja PKAc-vahelist afiinsust,
mille tulemusena PKA holoensiiim dissotseerub PKAr-dimeeriks ja kaheks PKAc-
monomeeriks (Joonis 3). Aktiivsed Kkataliiiitilised alaiihikud vabanevad kompleksist ja on
voimelised fosfortiiilima substraatvalkude seriini ja/vdi treoniini jddke vastavalt
fosforiileerimiskoha konsensusjérjestusele (dratundmisjarjestusele) [9-11]. PKA on basofiilne
kinaas, mille konsensusjarjestus on —R-(R/K)-X-(S/T)-B—, kus B viljendab hiidrofoobset ja X

madratlemata aminohappejaédke [12].
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Joonis 3. PKA regulatsioon cAMP molekulidega.
1.3 ARC-tiiiipi inhibiitorid

Inhibiitor on aine, mis seostub inhibeeritava ensiilimiga ning védhendab sellega viimase
aktiivsust. PK-de puhul saab inhibiitoreid jagada mono- ja bisubstraatseteks inhibiitoriteks.
ATP taskusse seonduvad PK inhibiitorid on suurem osa monosubstraatsed, mis vdivad olla
ATP-konkurentsed voi peptiidikonkurentsed. ATP-konkurentsed inhibiitorid konkureerivad
rakus korge ATP kontsentratsiooniga. ATP-konkurentsete inhibiitorite selektiivsuse
saavutamine on raskendatud, sest ATP-sidumiskohad on kinaasidel sarnased. [9]



Proteiinkinaaside bisubstraatsed inhibiitorid koosnevad kahest fragmendist ja neid iihendavast
linkerist. Linker peab olema sobiva pikkusega, et mdlemad fragmendid saaksid seostuda
kinaasiga. Selline ldhenemine tagab inhibiitorile rohkem interaktsioone inhibeeritava
ensiiiimiga ning seega samuti suurema selektiivuse ning suurema seondumisvdime. Uheks
kdige enam uuritud bisubstraatseks inhibiitoriks on adenosiini derivaadi ja oligo-arginiini
konjugaadid (ARC), mis omavad selektiivsust basofiilsete (PKA) kinaaside suhtes. Koige
afiinsematel ARC-tiilipi inhibiitoritel on PKA-ga pikomolaarne seondumisvdime. ARC vastab
iildisele valemile: Arom-L-S-L2-P-NH,, kus L tdhistab linkerit (tavaliselt 6-
aminohekasaanhape), S kiraalset D-aminohapet ja P D-aminohappeid sisaldavat peptiidi ning
Arom heteroaromaatset struktuuriosa (Joonis 4). Arom struktuuriiiksus on disainitud seostuma
kinaasi ATP-sidumistaskusse. Sellistel tihenditel on mitmeid eeliseid aktiivsuse, selektiivsuse

ja stabiilsuse arendamises. [9]

ATP-TASKUSSE SEONDUV

FRAGMENT LINKER [Een——
.-//-- s s
'J’ HN M HN NH N : NH, N "‘»\\\\
l T Nt HH g
x| |
~ . “ - ¢ )
N wn N 1 . MM L NH &
) J l N I“ l * UI ‘ NH “ l i
i J | ( ’ y,
o /4N HN HN ( ///
= ! 4 Ny, 7
//nn NH, HN NH; M NH /’//
\ —’—'—--'-f.“
s iy
KIRAALNE
AMINOHAPE PEPTIIDOSA

Joonis 4. ARC adenosiini analoogi ja oligo-arginiini konjugaadi struktuur.
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1.4 Peptiidisiintees tahkel kandjal

Aastal 1963 tootas Ameerika teadlane Robert B. Merrifield vélja uudse
peptiidisiinteesimeetodi — tahkefaasisiinteesi [12]. Selle ldhenemise puhul siinteesitakse
peptiide tahkele kandjale ehk poliimeerile (vaigule) aminohapete jarkjirgulise liksteise otsa
kondenseerimisega ja enamasti alustatakse C-terminaalsest aminohappest. VVaiguline kandja on
poorse ehitusega ristseotud poliistiireen. Tahkefaasisiinteesis peavad olema kodik aminohappe
kiilgahelas olevad funktsionaalrithmad kaitstud selliste kaitserithmagadega, mis siinteesi
jooksul kasutatavate reagentidega ei eemaldu. N-terminaalne kaitseriihm peab olema aga

eemaldatav siinteesi kdigus. [13]

1.4.1 Tahkefaasisiinteesi strateegiad

N-terminaalsest kaitseriihmast ldhtudes on vélja tootatud kaks peamist siinteesistrateegiat:
Fmoc- ja Boc-tahkefaasisiintees (Joonis 5). Fmoc-strateegias on a-aminoriihma kaitserithm
eemaldatav aluselises keskkonnas 20 % piperidiiniga dimetiiiilformamiidis. Peptiid vaigul ja
kiilgahelate kaitserithmad on labiilsed TFA-le. Miinuseks on antud siinteesistrateegial see, et
a-siisinikud voivad aluselises keskkonnas deprotoneeruda, mistottu voib aminohappe
stereokonfiguratsioon muutuda. Boc-keemia korral kasutatakse molemal juhul happelist
keskkonda: norgemat hapet (TFA) Boc-rithma eemaldamiseks ja tugevamat hapet (veevaba
HF) peptiidi vaigult ja kiilgahelate kaitserithmade eemaldamiseks. Vesinikfluoriidhappega

to0tamine aga nduab spetsiaalset aparatuuri. [13]

" f ! ‘\_\ 6 \\_
¢ \NH /O HC ool
',// — Z fo) < A\ ” \}//O_‘} .\.I
| N\ / \\ ~ o /
‘ =t | HNTNJ07 N /
I\.‘ L\_‘// O ’| | ‘Ci 2 CH3," .
..\ \,,’ l‘l“ // R e I
X o B /
-:§ - /,,/
Fmoc-kaitserihm Boc-kaitseriihm

Joonis 5. N-terminaalsed kaitserithmad Fmoc ja Boc.
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Tahkefaasisiintees on optimeeritud nii, et toimuks voimalikult vihe kdrvalreaktsioone. Esmalt
kinnitub aminohappe karboksiiiilriihm poliimeeri funktsionaalriihmade kiilge, kuhu hakkavad
jargnevad aminohapped peptiidi ahelat moodustama. Kuna tavaliselt lisatavad aminohapped on
kaitstud N-terminaalsest otsast, valtimaks kontrollimatut ahelate kasvu, tuleb kaitserithm enne
jargmise aminohappejddgi lisamist eemaldada. Kogu tsiiklit korratakse, kuni on saavutatud

soovitud aminohappejérjestus. [14]

1.4.2 Aminohapete aktiveerimine

Peptiidsideme moodustumine on korge aktivatsioonienergiaga reaktsioon. Seepérast tuleb
amiidsideme tekkeks karboksiiiilrithm aktiveerida anhiidriide ja aktiivseid estreid moodustavate
reagentidega. Kodige enam on  rakendust leidnud  O-bensotrasool-N,N,N",N"-
tetrametiililuroonium heksafluorofosfaadiga (HBTU) ja hiidroksiibensotriasool (HOBt)
(Joonis 6). Iga siinteesietapi 10pus filtreeritakse liias olevad reagendid ja tahkefaasisiinteesi
16pus eemaldatakse peptiid poliimeerilt, mille kdigus aminohappejdigi kaitseriihmad tulevad
samuti maha. Viimase etapina sadestatakse peptiid, nditeks eetris ja puhastatakse

korgrohuvedelikkromatograafiga. [22]

—N O
0 N /[<
N—N 1
‘ Ny Y\_‘_ R-NH2 1 JJ\
~5" — m R
= - w ‘\ 9 ™NH TR
L
HBTU

HOBt

Joonis 6. Aminohappe karboksiitilrithma aktiveerimine HBTU-ga.

Tahkefaasisiinteesis tuleb kasutada selliseid lahusteid, kus poliimeer hésti punduks. See on
vajalik selleks, et holbustada reagentide difusiooni poliimeerimaatriksisse. Enim kasutatavad
lahustid on dimetiitilformamiid (DMF) ja dimetiiiilkloriidi (DCM). Reaktsioonide toimumist
tahkefaasisiinteesis saab kiirendada, lisades aminohapet liias, mis suurendab etapi saagist, kuna
lahusefaasis oleva reageerimata materjali ja kdrval saaduste eraldamine vaigu kiilge seotud

peptiidist toimub filtreerimisega, mis on lihtsasti ja kiirelt teostatav. [22]
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1.4.3 Atsiiiilimisreaktsiooni jialgimine

Hoolimata atsiililimisreaktsiooni saagise tostmiseks kasutusele voetud meetoditest, ei kulge
koik amideerimisreaktsioonid edukalt 16puni. Siinteesietappide jélgimiseks on loodud vabade
aminorithmade tuvastamiseks virvusreaktsioone. Uheks selliseks on Kaiseri test. Juhul kui
vaigul esineb vabu aminoriihmi, siis poliimeer varvub kuumutades siniseks (Ruhemanni
sinine)(Joonis 7) [15]. Alternatiivne vérvusreaktsioon on 2,3,5,6-tetraklorobensokinooniga
(kloraniil), kus poliimeeriterad viarvuvad kuumutades intensiivseks pruuniks voi violetseks
[16]. Juhul kui atsiiiilimisreaktsioon pole dnnestunud, tuleb seda korrata vdi reageerimata
aminorithmad katta (capping) mone atsiiiilitava reagendiga, niiteks etaanhappe anhiidriidiga.
See viahendab aga 16pp-produkti saagist. Samuti saab reaktsioonikulgu jdlgida Fmoc-testi abil.
Nimelt vaigu kohalt kogutakse lahus pirast N-terminaalse kaitseriihma eemaldamist, mis
sisaldab Fmoc-rihma eemaldamisel tekkivat dibensofulveeni, millel on iseloomulik

neeldumine UV-alas. Lahuse neeldumise kaudu saab méérata vaigu kiiljes olevat peptiidi hulka.

0 0 o
~ ! \ = i
| OH £ H2N | 1 ~ /N
g OH N 2H.0 P \
( ) : o,
0 0

Ruhemanni sinine

Joonis 7. Ninhiidriini reaktsioon aminohappega.

1.4.4 Tsiisteiin tahkefaasisiinteesis

Tsiisteiini sulfaniiiilriihm on vdimeline amiinidega konkureerima atsiitilimises, sest vddvel on
hea nukleofiil. Tsiisteiinil voib korvalrithm oksiideeruda voi toimuda alkiiiilimine. Lisaks on
Trt-kaitseriihm tundlik ratseemumisele. Seetdttu peab tsiisteiini korvalahel olema kaitstud
(Joonis 8). Kodige rohkem kasutatakse Fmoc-keemias happetundlikku kaitserithma tritiiiili (Trt)
[17]
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On vilja tootatud kaitserithmi, mis vdhendavad Cys ratseemumist ning on eemalduvad
pehmemates tingimustes. Fmoc-keemias on leitud mitmeid sobivaid happele tundlikke
kaitseriihmi, néditeks Trt kaitseriihma analoogiks sobib 2,2,4,6,7-pentametiiiil-2,3-
dihiidrobensofuraan-5-metiitil (Pbfm), mida saab kergesti eemaldada 1% TFA-ga 5 %
trietiiilsilaani juuresolekul. Boc-keemias on leitud, et iiheks piisivaks kaitserithmaks on
p-nitrobensiiiil (pNB). Kaitseriihma atsetamidometiiiili (Acm) saab kasutada disulfiidsideme
moodustumisel, kuid see eemaldub toksilise elavhobeda juuresolekul. Tsiisteiini sisaldavate
peptiidide vaigult eemaldamisel tuleb lisada lahusesse redutseerijaid (DTT, tioanisool,

ctiileenditiool), et véltida korvalreaktsioonina disulfiidsideme moodustumist. [18]

Npys Pyr Mmt
/O\©\/

S —s :

Mob Meb

Joonis 8. Cys kaitserithmad tahkefaasisiinteesis.

1.5 Disulfiidsideme moodustumine

Looduses esineb hulganisti védvliiihendeid. Organismides leidub 20-st kodeeritud
aminohappest vaavli aatomit kahel: siisteiinil ja metioniinil. Tsiisteiin on aminohapete
prekursoriks teistele valkudele, koensiiim A-le ja y-glutamiiiiltsiisteiniiiilgliitsiinile ning
tsiisteiini kataboolsetele produktidele tauriinile ja anorgaanilisele véavlile [19]. Disulfiidside
suurendab metaboolset ja termilist stabiilsust. Nditeks organismides esinev peptiidne hormoon
insuliin, kus disulfiidside {hendab peptiidsed ahelad, suurendades nii molekuli
konformatsioonilist stabiilsust [20]. Peptiid, mis sisaldab pShiahelas rohkem kui iihte tsiisteiini,
saab moodustada sisemolekulaarset disulfiidsidet. Disulfiidseid peptiide saab kasutada paljudel
muudel eesmairkidel, nditeks biokonjugatsioonil, B-lehe stabilisatsioonil ja SIRNA
transportimisel [18]. Disulfiidsideme moodustamiseks on vilja tootatud mitmeid erinevaid

meetodeid.
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1.5.1 Oksiidatiivsed meetodid disulfiidsideme moodustamiseks

Kasutades tsiisteiinil TFA-tundlikke kaitseriihmi, nditeks S-Xan, S-Tmob, S-Mmt voi S-Trt,
moodustub pérast kliivimist vaba tioolriithm, mida saab oksiideerida. Siinteesi v4ib 1dbi viia nii
lahuse faasis kui ka tahkel kandjal. Oksiideerimiseks on mitmeid vdimalusi. Sulfaniitilrithmad
oksiideeruvad dhu hapniku toimel ja moodustavad disulfiidsidemeid. See meetod on kiill lihtne,
kuid reaktsioon vOib votta aega mitu pdeva. Oksiideerijana saab kasutada 20 %
dimetiitilsulfoksiidi vesilahust pH vahemikus 3 — 8 [13]. Samuti saab kasutada oksiideerijana
anorgaanilist oksiideerijat kaaliumraudtsiianiidi K3[Fe(CN)s]-i. See sool on aga valgustundlik
ning reaktsioon tuleks lébi viia pimedas. [21]. Oksilideerimisreaktsioon viiakse 1dbi jargmise
skeemi alusel:

[O]

S R
Ri—SH + HS—R, — > 7\ ~"
1

Disulfiidsidet saab moodustada ka kaitstud sulfaniiiilriihmaga tihenditest. Selline ldhenemine
véldib vahepealset oksiidatsioonitundliku vaba sulfaniiiilrihmaga tihendi eraldumist.
Disulfiidsideme moodustumiseks peaksid sidet moodustavad tsiisteiinid olema kaitstud samade
kaitserithmadega [20] (Joonis 9). Kaitseriihmadega S-Tmob, S-Mnt, S-Trt ja S-Acm vdib
okstideerijana kasutada joodi (Joonis 9). [14]

R By N R N
9 w \T” G/ Cs¥rt
h

Joonis 9. Joodi oksiidatiivne reaktsioon sulfantiiilriithmadega.

1.5.2 Aktiveeritud sulfaniiiilriihmaga derivaadid disulfiidsideme tekitamiseks

Disulfiidsideme moodustumiseks saab kasutada aktiveeritud sulfaniiiilriithmaga derivaate.
Otsesel disulfiidsidme tekkimisel on iiks tsiisteiin vaba tioolriihmaga, samal ajal kui teine
tsiisteiini ahel peab olema kaitstud mone aktiivse kaitseriihmaga, nagu S-3-nitro-2-
piiridiinsulfeniiiil (S-Npys), S-2-piiridiinsulfeniiiil (S-Pyr) ja S-metoksiikarboniiiilsulfeniiil (S-
Scm). Fmoc-peptiidisiinteesi strateegias kasutatakse aluselisi reagente (piperidiin), mille suhtes

pole paljud kaitserithmad piisivad. [22]

Kaitserithmade S-Trt, S-Acm, S-Tmob vdi S-Xan tdotlemisel metoksiisulfeniiiilkloriidiga

(SemCl) kloroformis ja/vdi metanoolis annab S-Scm aktiivse kaitserithma (Joonis 10).
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Joonis 10. Cys(Scm) reaktsioon vaba sulfaniiiilrithmaga.

Reaktsioonil Pyr-Cl-i ja Npys-Cl-ga dadikhappes saab aktiivsed kaitseriihmad S-Pyr ja S-Npys
(Joonis 11). Sulfeniitilkloriidid on head elektrofiilid ja sellepdrast voib esineda nendega

teatavaid probleeme, nditeks pohjustab poordumatuid muudatusi triiptofaanis [22-23].

o
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I o
HoN NH Fragment 2 0—4
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Joonis 11. Cys(Npys) reaktsioon vaba sulfaniiiilrithmaga.
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2 Raku plasmamembraani libivad peptiidid

Raku plasmamembraan koosneb fosfolipiidsest kaksikkihist ja valkudest, mis muudavad
membraani amfifiilseks. Fosfolipiidid on {ihendid, millel on polaarne riihm ja kaks
hiidrofoobset siisivesiniksaba. Rakumembraani lédbivad kergesti vdikse molekulmassiga
hiidrofiilsemad tihendid, kuid ka suuremad struktuurid on vdimelised lipiidset kaksikkihti
labima nii endotsiitoosi abil kui ka plasmamembraani struktuuri muutuste kaudu [24].
Transportmolekule kasutatakse organismis viga laialdaselt terapeutiliste molekulide viimiseks
labi rakumembraani, nditeks ajju, silma ja immuunsiisteemi. Sellise mehhanismi abil
transporditakse erinevad nukleiinhappeid, siRNA-sid ja farmatseutilisi nanokandjaid [25].
Polaarsete ja negatiivselt laetud iihendite liikkumine 1&bi plasmamembraani on tldjuhul
takistatud. Terapeutiliste molekulide transpordiks rakumembraani on vélja téotatud mitmeid
meetodeid, nditeks rakku sisenevad peptiidid (RSP; ing. cell-penetrating peptides, CPP). RSP-
d koosnevad tavaliselt kuni 40-st aminohappejadgist ning on voimelised rakku transportima
bioaktiivseid ithendeid [26].

Uheks esimesena avastatud RSP-ks oli transaktiveeritud transkriptsionaalne aktivaator (TAT)
immuunpuudulikkuse viirusel HIV-1 [27]. Nii see molekul kui ka arginiinidest koosnev RSP
labivad membraani makropinotsiitoosi teel, kuid iithest mehhanismi, kuidas molekulid
rakumembraani ldbivad, ei ole. Oligoarginiinide raku plasmamembraani ldbitavus soltub
arginiinijddkide arvust. On leitud, et kdige paremini ldbivad rakumembraani 6 — 9 arginiini
sisaldavad peptiidid [28]. Transportmolekul vdib olla seotud transporditava molekuliga nii
kovalentselt kui ka mittekovalentselt. Mittekovalentselt saab rakku viia nditeks siRNA ja
plasmiidid, millel on anioonne struktuur ning mis seostub katioonse transportpeptiidiga tdnu
laengute vahelistele vastastikmodjudele. Kovalentse sideme moodustamiseks rakku
transporditava tihendi ja RSP vahel kasutatakse mitmeid vdimalusi. Peptiidside on keemiliselt
vastupidav, kuid peptiidsidemed L-a-aminohapete vahel on lagundatavad peptidaaside ja
proteaaside poolt Kkataliiiisitavates reaktsioonides. Uheks vdimaluseks on RSP siduda
transporditava fragmendiga disulfiidsidemega. Disulfiidside katkeb redutseeruvas keskkonnas,
nditeks raku sees suures kontsentratsioonis oleva glutatiooni poolt. Seega voimaldab iile
disulfiidsideme konjugeerimine raku sees transporditava molekuli RSP kiiljest lahti ihendada.
[19]
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3 Eksperimentaalne osa

3.1 Aparatuur ja toovahendid

UV-Vis spektreid moddeti spektrofotomeetriga NanoDrop 2000c (Thermo Scientific), mille
mddtevahemik oli 190 — 840 nm. Kasutati neelduvuskoefitsente €s01,m(FmMoc) = 7000 M-tcm™,
gza7om (NPYS) = 4900 Mem™, es0snm(Atto 590) = 120 000 Mtecm™, g290im(ARC-2102, ARC-2107,
ARC-1048) = 16 000 M*cm™? ja eesanm(ARC-1063) = 250 000 M*cm™. Spektreid mdddeti
lahuses ruumalaga 1,5 pl, mille optiliseks teepikkuseks oli 0,1 cm, ning vordluslahusena

kasutati puhast lahustit.
Mass-spektrid mdddeti vedelikkromatograafia-massispektromeetriga LCMS-2020 (Shimadzu).

Korgefektiivse vedelikkromatograafia jaoks kasutati dioodrividetektoriga Shimadzu
Prominence LC Solution HPLC kromatograafi SPD M20A. Poordfaaskromatograafia teostati
kolonniga Luna C18(2) 100A 5u (250x4.6 mm). Kasutati manuaalset proovisisestit ning

elueeriti vesi-atsetonitriili gradiendiga (0,1 % TFA), mille liikumiskiirus oli 1 ml/min.

Aeglahutatud luminestsentskiirgust (TGL) mdddeti mikrotiiterplaadilugejaga Pherastar (BMG
Labtech) ergastusfiltriga 337 £ 25 nm ja emissioonifiltriga 675 + 25 nm. TGL signaal koguti
300 ps jooksul viivitusega 80 ps. Enne modtmisi inkubeeriti lahuseid 30 — 90 minutit 30 °C
juures termostaadil THERMOstar (MBG Labtech).

Lahused valmistati 384 siivendiga vdhesiduva pinnaga mikrotiiterplaadil (Corning). Lahuste

pipeteerimiseks kasutati automaatpipette Eppendorf Research (Eppendorf).

Tulemuste analiilisiks kasutati GraphPad Prismi (versioon 6, GraphPad).

3.2 Kasutatud kemikaalid

MQ H:O toodeti seadmega Millipore Simplicity 185 (Millipore GmbH; eritakistus 18,2
MQ-cm, summaarne siisiniku siasaldus < 6mg/kg). Ulejiinud reagendid olid périt jirgnevatest

kommertsiaalsetest allikatest:

Fmoc-[D-Arg(Pbf)]e-NH2-MBHA vaik — Caslo, DMF, Fmoc-Rink-Amide MBHA vaik, HBTU
— Iris Biotech GmbH; HOBt, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH — Novabiochem;
nonaandihape — Reachim; NMM, piperidiin, isopropanool, dikloroetaan, Fmoc-6-Ahx-OH —
Fluka; Fmoc-D-Lys(Boc)-OH, Boc-Cys(Acm)-OH, metoksiikarboniiiilsulfeniiiilkloriid
(ScmCl), metiiilfeniitilsulfiid, DMSO, TEA, fenool, TIPS, heksaantiool, DTT, BSA, HEPES,
NaCl, P20, Boc-Cys(Npys)-OH — Sigma-Aldrich; 1,2-etaanditiool — Lancaster Synthesis;
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TFA — Fisher Scientific; PKAca (Biaffin GmbH & Co KG).
PIPY, ARC-1063 ja ARC-1408 olid samas laboris eclnevalt siinteesitud.

ARC-2102, ARC-2107, ARC-1408 inhibiitorite ja ARC-1063 kontsentratsioonid mdodeti
UV-Vis spektroskoopiaga. Kontsentratsioonid arvutati vastavalt Lambert-Beeri seadusele:

A(4) =e(A)cl ),

kus A — neeldumine ja ¢ - aine neelduvuskoefitsent lainepikkusel 4, ¢ — aine kontsentratsioon,

| — optiline teepikkus.

3.3 Peptiidisiintees tahkel faasil

Peptiidisiinteesil  kasutati Fmoc-tahkefaasisiinteesistrateegiat. Reaktsioon viidi  14bi
toatemperatuuril (20 — 25°C), kasutades 100 mg poliimeeri kohta umbes 1 ml solventi.
Siinteesiskaala oli 1 — 100 umol. Poliimeeril lasti 45 minutit punduda DMF-s. N-terminaalse
Fmoc-kaitseriihma eemaldamiseks toodeldi poliimeeri kaks korda 20 % piperidiinilahusega
DMF-s (5+15 minutit). Pérast kaitserithma eemaldamist pesti vaiku 3 korda, et eemaldada
lahuses olevad reagendid ja korvalsaadused reaktsioonikeskkonnast. Vabade aminoriihmade
olemasolu tdestati Kaiseri testi abil [16]. Poliimeeri laadungi kontrollimiseks koguti
Fmoc-rithma eemaldamislahused ja kaks pesulahust, milles méaérati tekkinud dibensofulveeni
kontsentratsioon lahuse absorptsiooni jargi (Amax = 301 nm). Fmoc- ja Boc-kaistud aminohapete
peptiidahelasse liitmiseks lisati aminohappele (3 ekv) HBTU (2,94 ekv), HOBt (9 ekv) ja N-
metiiiilmorfoliin (NMM, 9 ekv) DMF-s. Saadud lahus lisati peale 3-minutilist eelaktivatsiooni
poliimeerile ja lasti 45 minutit reageerida. Aminohapete atsiililimisreaktsiooni saagist
kontrolliti Fmoc-testi abil, kus koguti vaigu kohalt piperidiini lahus ja kaks pesulahust ning

mdddeti selle adsorptsioon UV-alas.

Peptiidi eemaldamiseks poliimeerselt kandjalt pesti vaik isopropanooliga (2 korda) ja
diklorometaaniga (3 korda) ning kuivatati tund aega vaakumis. Peptiidi eemaldamiseks t6odeldi
vaiku seguga TFA/H2O/TIPS (90/5/5; v/v/v) (segu I) voi TFA/fenool/tioanisool/H2O/EDT
(82,5/5/5/5/2,5; vim/v/v/v; reagent K) 3 tundi. Peptiidi toorprodukt sadestati dietiilileetrisse ja
pesti 3 korda samas solvendis. Seejirel puhastati peptiid poordfaasilise kromatograafiga ning

analiitisiti tulemusi ESI MS-ga.
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3.4 Fmoc-Cys(Scm)-D-Arge-NHs: siintees

Fmoc-Cys(Trt)-[D-Arg(Pbf)]e-NH2-Rinkamiid-MBHA vaik siinteesiti eelnevalt kirjeldatud
tahkefaasisiinteesimeetodil. Lahtuti Fmoc-[D-Arg(Pbf)]e-Rinkamiid MBHA poliimeerist
(laadung = 0,18 mmol/g 109,4 mg, siinteesiskaala 19,7 umol). Trt-riihma Scm-rithmaks
konverteerimiseks kasutati kaht eeskirja. Esimese eeskirja kohaselt toodeldi vaiku
metoksiikarboniitilsulfentiiilkloriidiga (ScmCl, 1,2 ekv) 3 tundi 0 °C juures DMF-i lahuses.
Peptiid eemaldati poliimeerilt seguga 1. Seejarel puhastati aine podrdfaaskromatograafiliselt
ACN/0,1 % TFA gradiendiga retentsiooniaeg (rt) 15,7 min 10 — 90 % ACN/30 min. Aine

molekulmassi toestamiseks moodeti ESI MS (Lisa 1).

Teise eeskirja kohaselt lisati vaigule (5,6 mg, 1 umol) TFA/CH.CI; segu (50/50; v/v) ning 4 °C
juures lisati sellele jark-jargult poole tunni jooksul SemCl-i (1,2 ekv). Reaktsioon kestis 45
minutit ning aine puhastati eelmise ainega analoogselt, muutes gradiendi aeglasemaks (10-60 %
ACN/30 min). Madrati produkti mass ESI MS-ga, rt = 20,9 min (Lisa 2).
Fmoc-Cys(Scm)-D-Arge-NH2 pandi reageerima heksaantiooliga (0,5 ekv) DMF-s, et veenduda
aine voimes moodustada disulfiidsidet. Reaktsiooni saadusi analiiiisiti
poordfaaskromatograafiliselt gradiendiga 10-60 % ACN/30 min ning massi ESI MS-ga rt =
20,3 min (Lisa 3).

3.5 NH2-Cys(Scm)-p-Arge-NH: siintees

Boc-Cys(Acm)-[D-Arg(Pbf)]e-Rinkamiid-MBHA vaik (laadung 0,18 mmol/g, 56,9 mg, 10,2
pmol) siinteesiti eelnevalt kirjeldatud tahkefaasisiinteesimeetodil ning pandi reageerima
ScmCl-ga (1,2 ekv) diklorometaanis. Reaktsioonil lasti toimuda 3 tundi ning seejarel eemaldati
10ppsaadus poliimeerilt reagent K-ga. Aine puhastati HPLC-ga 10-60 % ACN/30 min ning

madrati EST MS-ga saaduse mass rt = 11,2 min (Lisa 4).
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3.6 ARC-2102 siintees

Voeti Fmoc-Rinkamiid MBHA vaik (laadungiga 0,45 mmol/g) ning lisati tahkefaasisiinteesi
eeskirja alusel Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-D-Lys(Boc)-OH, kahes korduses Fmoc-D-Arg(Pbf)-
OH, 6-(Fmoc-amino)kapronhape, Fmoc-Ala-OH ja nonaandihape. Nonaandihappe (20 ekv)
mdlema karboksiiiilriihma aktiveerimiseks kasutati samuti aktivaatoreid HBTU, HOBt-i ning
NMM (vastavalt 3 ekv; 3 ekv; 20 ekv). Reaktsioonil lasti toimuda 2 tundi ja sellele jargnes 5
pesu DMF-ga. PIPY (3 ekv) lahustati DMF:DMSO (5:1) segus, millele lisati NMM (20 ekv),
ning saadud lahus lisati poliimeerile, reaktsioonil lasti toimuda 2 tundi. Parast seda eemaldati
peptiid poliimeerilt seguga 1. Peptiidi siintees tuli vélja saagisega 1,2 % (iile kiimne etapi).
Siinteesi saadust analiitisiti HPLC-ga gradiendi juures 10-60 % ACN/30 min rt = 11,9 min
(Lisa 5).

3.7 Disulfiidsidestatud konjugaadi siintees

Stinteesiti HoN-Cys(Npys)-D-Arge-D-Lys-NH: saagisega 2,66 % (iile nelja etapi), kus tsiisteiini
kaitseriihmal on endal UV alas neeldumine A = 337 nm juures. See vdimaldab paremini jilgida
stinteesi kulgu, sest disulfiidsideme moodustumisel vabaneb lahusesse vaba Npys rithm, millel
on erinev neeldumise spekter. Peptiid eemaldati vaigult seguga | ning puhastati
poordfaaskromatograafiliselt 10 — 60 % ACN/30 min rt = 20,7 (Lisa 6). Puhastatud aine pandi
reageerima ARC-2102-ga DMF/fosfaatpuhvri segus (pH = 7,21 v/v; 95/5). Lahustunud hapniku
eemaldamiseks degaseeriti solvente eelnevalt vaakumis ultrahelivannis ja hoiti argooni

atmosfadris. Siinteesi analiiiisiti poordfaaskromatograafil gradiendil 20-40 % ACN/15 min +
40-80 %/10 min rt = 19,5 min (Lisa 7).

3.8 Aktiivse PKAc kontsentratsiooni miairamine

Valmistati puhver, mis sisaldas 50 mM HEPES-t (pH = 7,5), 150 mM NaCl-i, 7,5 uM BSA-d
ja 5 mM DTT-d. Ensiitimi aktiivse kontsentratsiooni méadramiseks analiiiisiti PKAc-lahuse
ensiiimvalgu lahjendusseeriat alates 180 nM  kontsentratsioonist, millele lisati
fluorestsentssond kontsentratsiooniga 10 nM. Lahuse mikroplaadile kantav 16ppruumala oli 20
ul. Enne mootmist inkubeeriti lahuseid 30 °C juures 30 minutit ning jargnevalt mdodeti lahuste
aeglahutusega fluorestsentsi. Detektori kalibreerimiseks kasutati ARC-1063 10 nM lahust.

Aktiivse kinaasi kontsentratsioon arvutati jargmise valemi abil:

Y = Yiin + M X [EL] (2),
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kus Y — moodetud TRF signaal, Ymin — taustsignaal, M-kompleksi molaarne intensiivsus,

[EL¢] — enstitimi-fluorestsentsligandi kompleksi tasakaaluline kontsentratsioon, mis arvutatakse

valemist:
— 2_
[EL{] = kxXX+Kg+[L]T \/(kxX+2Kd+[L]T) 4xXXxkX[L]T 3)
kus [L]r — ligandi summaarne kontsentratsioon, Kq — ligandi ja kinaasi kompleksi

dissotsiatsioonikonstant, X — ensiiimi summaarne kontsentratsioon, kK — aktiivse ensuiimi

kontsentratsioon/summaarne ensiiimi kontsentratsioon.

3.9 Konkurentse sidumise katsed

Maodtelahused sisaldasid uuritavat ligandit (kolmekordne lahjendusseeria), ARC-1063 (10 nM;
Kg = 0,02 nM) ja PKAc-d (aktiivne kinaasi kontsentrastioon 0,5 nM). Ensiitimi inkubeeriti

lahuseid 30 ja 60 minutit 30°C juures. Tulemuste arvutamiseks kasutati jargmist valemit:
Y =Ypin + M X [ELg 4),

kus Y — moddetud TGL véértus, Ymin — taustsignaal, M-kompleksi molaarne intensiivsus, [ELf] —
ensiitimi-fluorestsentsligandi  kompleksi tasakaaluline kontsentratsioon, mis arvutatakse
valemist:

J

EL] = ———
[EL] 3xKy+]

X [L]¢

w
j=2><\/d><d—3><e><cos§—d

—2xd*xd+9%xdxe—27xf
W = arccos (5),
2x,/(dxd—3x%xe)3

f =—Kpi XKpp, X R,
d == KDl +KD2 + 10X + [L]T _Rt
e = (10" —Ry) X Kpy + ([L]7 + R) X Kpy + Kpy X Kp»

kus [L]+ - ligandi summaarne kontsentratsioon, Kp: — ARC-1063-PKAc kompleksi
dissotsiatsioonikonstant, Kp, — uuritava ligandi ja ensiiiimi kompleksi dissotsiatsioonikonstant, R; —

ensliimi summaarne kontsentratsioon.
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4 Tulemused ja arutelu

Basofiilsete kinaaside ARC-tiiiipi inhibiitoritel on korge afiinsus, mis soltub arginiinijadkide
arvust. Raku plasmamembraani lébivatel oligoarginiinsetel peptiididel on suur positiivne laeng,
kuid need kipuvad raku tsiitoplasmas seonduma negatiivselt laetud iihenditega, niiteks
nukleiinhapetega. Toos  lahtuti  Birgit  Viira  (Tartu  Ulikool)  6-(piperisiin-1-
titil)deasapuriinfragmenti sisaldavatest ARC-tiiiipi inhibiitoritest. Sellistel struktuuridel, mis
sisaldavad adenosiini konjugaati ja vaid kahte arginiinijadki, mis on omavahel ithendatud kahe
linkeri ja nende vahele jddva kiraalse aminohappega, on PKAc suhtes subnanomolaarne
(K¢=0,19 nM) (ARC-1408; PIPY-D-Arg-Ahx-D-Arg) [30]. Kuid kahe arginiiniga ithendid ei
1abi efektiivselt rakumembraani, sest selleks on vaja 6 — 9 arginiinijadki. [31]. Kédesoleva t66
eesmargiks oli siinteesida ja iseloomustada oligoarginiinil pShinev transportvektor ARC-tiitipi
inhibiitorite rakku viimiseks. Antud t66s kasutati transportmolekulina oligoarginiini, mis
koosnes iiheksast arginiini aminohappejddgist. Need kaks osa liideti disulfiidsideme abil, mis
rakus redutseeritakse glutatiooni poolt uuesti iseseisvateks fragmentideks. See vdimaldab
ARC-fragmendil seonduda PK-ga, ilma et assotseeruks raku tsiitoplasmas negatiivselt laetud

ithenditega.

Esimesena siinteesiti tahkefaasisiinteesi eeskirja alusel ARC-tiilipi inhibiitor, mis erines varem
kirjeldatud deasapuriini sisaldavatest ARC-dest sellepoolest, et sisaldas peptiidosas iihe asemel
kahte arginiini, ning kahe hiidrofoobse linkeri vahel paiknes D-alaniin. Peptiidsesse fragmenti
oli juurde lisatud tsiisteiin transportvektoriga konjugeerimiseks, ning lisaks lisati peptiidossa
lisiin, mille kiilge on vdimalik {thendada fluorestsents- voi muid maérgiseid (Joonis 12).

Stinteesitud aine puhastati HPLC-ga. Kromatogrammis esines domineeriv piik, mis kuulus

soovitud tthendile ARC-2102 (Lisa 5)(Joonis 12).
NH2

)K/\/\/\)\NH\]/NH/\/\/[\NH\]/NH NHYNH\/I\NHZ

(N
HN/PYN\) o

NN NH

HN)\NHZ

Joonis 12. ARC-2102 struktuur.
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Transportfragmendi nonaarginiini puhul katsetati mitut varianti, et leida kdige optimaalsem
meetod ARC molekuli nonaarginiinile  sidumiseks.  Asiimmetriliste  disulfiidide
moodustamiseks on vaja selektiivset reaktsiooni, kus iiks tsiisteiini vadvel on aktiveeritud ja
teine mitte. See véldib olukorda, kus tekiks homodimeer kahe tsiisteiiniga margistatud ARC voi
nonaarginiini vahele, mis vdhendaks siinteesi saagist ja raskendaks saaduste puhastamist.
Meetodid leiti kirjandusest ning uuriti, missuguse protokolli alusel moodustub koige paremini
vaavel-vaavelside. Oligoarginiin disainiti nii, et tsiisteiin paikneks N-terminaalses otsas
(st oleks viimane peptiidahelasse liidetav aminohape), mis vdhendaks tsiisteiini voimalikku

ratsemisatsiooni edasise siinteesi kdigus.

Fmoc-Cys(Scm)-D-Arge-NHz siinteesiti kahe erineva protokolli alusel. Esimesel juhul vahetati
vaigul tsiisteiini Trt kaitseriihm SemCl abil aktiveeritud sulfaniiiilrihmaga tsiisteiiniks [14].
Antud meetodi saagis oli madal (0,28 % iile 3 etapi). Kromatogrammis oli ndha saadusele
vastav domineeriv piik ja sellest mitte hasti lahus olevad suurema retentsiooniajaga piigid.
Lisaks jéi osa saadud toorproduktist lahustumatuks (Lisa 1). Teisel meetodil eemaldati Fmoc-
Cys(Trt)-(D-Arg)e-NH2 TFA/CH2Cl seguga Trt kaitserithm ning ScmCl lisati TFA/DCM segus
poliimeerile, mille tulemusena Trt happekataliiiitiline eemaldamine ja sulfaniiiilriihma
reaktsioon ScmCl toimuvad samas etapis [32] (Joonis 13). Selle reaktsiooni saagis oli 5,2 %
(ile 3 etapi), mis oli palju suurem vorreldes eelmise meetodiga. Antud tingimustes toimub
vihesel médral saaduse vaigult eemaldumine. HPLC-analiiiis nditas domineerivat piiki, mis
vastas 10ppsaadusele (Lisa 2). Vorreldes eelmise meetodiga oli 1opp-produkt eraldatav suurema
saagisega, mis voib tuleneda sellest, et see meetod vildib oksiidatsioonitundliku vaba
tsiisteiiniga peptiidi eraldamisetappi. Veendumaks, et Scm-kaitstud tsiisteiini ja nonaanarginiini
sisaldav peptiid on vdimeline disulfiidsidet moodustama, viidi 1ldbi testreaktsioon
heksaantiooliga. Reaktsioonisegu HPLC-MS analiiis nditas koOrgema retentsiooniajaga

produkti teket, mille massispekter vastas tekkinud disulfiidile (Lisa 3).

Fmoc-Cys(Trt)-[D-Arg(Pbf)],-Rinkamiid MBHA

a)
VoI
b)

NH,-Cys(Scm)-D-Arg,-NH,

Joonis 13. Trt-kaitserithma asendamine Scm-ga, Kus:
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a) 1) DCM/TFA (1:1) + ScmCl (1,2 ekv) 3 tundi, 4 °C, 2) poliimeerilt eemaldamine
TFA/H,O/TIPS (90/5/5; viviv), voi

b) 1) ScmCl (1,2 ekv) DCM-s 3 tundi, 4 °C, 2) poliimeerilt eemaldamine TFA/H,O/TIPS
(90/5/5; viviv)

NH2-Cys(Scm)-D-Arge-NH; siintees pdhines S-atseetamidometiiiil (Acm) Kkaitserithma
asendamisel aktiivse Scm kaitserithmaga (Joonis 14). Selleks pandi Boc-Cys(Acm)-[D-
Arg(Pbf)]e-Rinkamiid-MBHA vaik reageerima ScmCl-ga. Siinteesi saagis oli 11,4 % (iile 5
etapi) ja seega on antud ldhenemine kdige efektiivsem késitletud meetoditest (Lisa 4). Ka sel

juhul ilmnes vaigult eemaldatud saaduses vees ja atsetonitriilis lahustumatu sade.

Boc-NH,Cys(Acm)-[D-Arg(Pbf)],-Rinkamiid MBHA

NH,-Cys(Scm)-(D-Arg),-NH,

Joonis 14. Scm-kaitstud tsiisteiinide siintees, Kus:

)} 1) ScmCl (1,2 ekv) DCM-s 3 tundi 4 °C 2) polimeerilt eemaldamine reagent K-ga
TFA/fenool/tioanisool/H.O/EDT (82,5/5/5/5/2,5; vim/v/viv)

Cys(Npys)-D-Arge-Lys-NH2 kromatogrammil ei ilmnenud mérkimisvaérselt korvalsaadusi
(Lisa 6). Tehtud katsed néitasid, et Npys-kaitseriihma strateegial on mérgatavaid eeliseid Scm-
rihma ees. Kuna Npys-kaitstud Cys on kommertsiaalselt kittesaadav, siis saab selle
peptiidisiinteesi kdigus otse peptiidahelaga liita. Npys-kaitseriithmal on UV-alas temale
iseloomulik neeldumine, mille abil saab maidrata siinteesikulgu ja detekteerida reaktsiooni
produkte. Kuid Npys kaitseriihm on alusetundlik ning seega ei saa seda siiski kasutada Fmoc-
slinteesistrateegias [33]. Samas Scm-kaitstud rithmal on omad eelised, nditeks on vdimalik
konverteerida erinevatest kaitserithmadest, mis annab siinteesis planeerimises suurema
vabaduse ning voimaldab kavandada keerulisemaid Fmoc-kaitserithma kasutamisega sobivaid

slinteesistrateegiaid.
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4.1 ARC-2102-D-Arge-konjugaadi siintees

Disulfiidside siinteesiti Npys-kaitstud sisaldava oligoarginiini ja ARC-2102 vahel. Reaktsiooni
segu HPLC-analiiiisil oli ndha nii vaba NpysH kui ka produkti teket (Lisa 7) ning vihesel
médral ka reageerimata ldhtematerjale (Joonis 15). Kokkuvotlikult, kavandatud

slinteesistrateegia oli ARC-2102-(D-Arg)e-konjugaadi siinteesimiseks tulemuslik.

PIPY-9diAc-D-Ala-(D-Arg)4-D-Lys-Cys-NH, + NH,-Cys(Npys)-(D-Arg),-D-Lys-NH,

- NpysH

PIPY-9diAc-D-AIa-(D-Arg)g-D-Lys—(ljys-NH2

NH,-Cys-(D-Arg)4-D-Lys-NH,

Joonis 15. Disulfiidsideme moodustamise reaktsioon.

4.2 Siinteesitud iihendite bioloogilise aktiivsuse iseloomustamine

ARC-2102 PKAc-ga seondumisvdime kindlakstegemiseks kasutati konkureerivat sidumise
meetodit, mis pohineb aeglahutusega fotoluminestsentskiirguse (TGL) modtmisel. Selle
meetodi puhul alustatakse luminestsentssignaali kogumist alles teatud aja moodudes pérast
proovi ergastamist. Selline 1dhenemine vdimaldab viltida taustast tulenevat luminestsentsi ning
samuti ka proovist emiteeruvat autofluorestsentsi. Seega parandab TGL meetod oluliselt
signaal-miira suhet, mis voimaldab méérata selliste proovide luminestsentsi, kus on vaja véga
korget tundlikkust [34]. Hiljuti on vélja tootatud fluorestsentsméargistatud ARC-inhibiitorid,
mis sisaldavad tiofeeni voi selenofeeni struktuure. Selliste ARC-de seondumisel PK puriini
sidumistaskusse, teeb voimalikuks pika elueaga (19 — 266 us) fotoluminestsentsi emiteerumine.
Seevastu vaba fluorestsentsmargistatud ligandist Kkiirguva signaali eluiga jddb mone

nanosekundi vahemikku [35].

Kuna kinaasi aktiivsus ajas védheneb, nditeks ensiiiimi denatureerumise tottu, on tarvis
iseloomustada aktiivse PK hulka kasutatavas ensiiimi preparaadis. Kinaasi aktiivse
kontsentratsiooni méadramiseks tiitriti fikseeritud kontsentratsiooniga kdrgafiinse TGL-ligandi
ARC-1063 lahust PKAc-ga (Joonis 16). Aktiivse kinaasi protsentuaalne kogus summaarsest

ensiitimvalgu hulgast jdi vahemikku 27 — 35 % (Joonis 12).
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Joonis 16. ARC-1063 (10 nM) tiitrimine PKAc-ga.

Konkureeriva sidumise katse teostati PKAc kinaasi ja fluorestsentsligandi sisaldava ARC-1063
kompleksiga, kus vordlusinhibiitoriks valiti varem kirjeldatud analoogse struktuuriga inhibiitor
ARC-1408, mis omab inhibeerimiskonstandi (Kq) vaartust 0,19 nM [30]. M&otmised teostati
lahuste kokku segamisest kahe inkubatsiooniaja moddumisel. 30- ja 60-minutilise
inkubatsiooniajaga saadud tulemused langesid kokku, mis nditab, et komplekside
moodustumine oli tasakaalu joudnud (Joonis 17). ARC-2102 Kq véartuseks leiti 1,2 + 0,9 nM.
Vorreldes ARC-1408-ga on ARC-2102-1 pisut madalam afiinsus, mis voib tuleneda nii linkeri

kui peptiidosa struktuuride erinevusest.

-e- ARC-2102 (30 min)

10000+ v -
% X A ARC-1408 (30 min)
S \ -
2 I SaEAS - ARC-2102 (60 min)
:é \ -+ ARC-1408 (60 min)
2 50004
£
-
0]
|_
| |
C " " " " L] L]
[M=0 -10 -8 -6 -4 [E]=0

log(C/M)

Joonis 17. Fluorestsentsligandi ARC-1063 viljatorjumine PKAc kompleksist konkureerivate
ligandidega ARC-2102 ja ARC-1408 30- ja 60-minutilise inkubatsiooniajaga.

Samuti vorreldi ARC-2102 ja ARC-2107 inhibiitoreid. Leiti, et disulfiidsidemega konjugaadil
oli ligi kaks suurusjérku parem seondumine kinaasiga kui ARC-2102-I. Selline erinevus tuleneb
arvatavasti arginiinide tunduvalt suuremast arvust, mis parandab inhibiitori seondumist kinaasi

valksubstraadi aktiivtaskusse (Joonis 18).
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Joonis 18. Fluorestsentsligandi ARC-1063 viljatdrjumine PKAc kompleksist konkureerivate
ligandidega ARC-2102 ja ARC-2107.

ARC-2107 Kgq védrtus jai pikomolaarsesse piirkonda 1,35 + 1,15 pM, mis erines ARC-2102-st

kaks suurusjarku. Néiteks varasemalt kirjeldatud ARC-1411, mis sisaldas 6 arginiinijaiki, oli

Kq véértus 2 pM. 11 arginiinijdéki sisaldaval peptiidil ARC-2107 jai Kg-vddrtus samasse

piirkonda. Jarelikult iile 6 arginiini peptiidossa lisamine muudab antud struktuuride afiinsust

véhe (Tabel 1).

Tabel 1. ARC-i struktuurid ning nende dissotsiatsioonikonstandid PKAc suhtes. * kdesolevas to0s
moodtmata ICso vaartus.

ARC- Struktuur Ka [NM] ICs0
kood [nM]
ARC- | PIPY-9diAc-D-Arg-Ahx-DArg-NH; 0,31+0,06 |167+51
1408 0,19 [30]

ARC- | PIPY-9diAc-D-Ala-Ahx-(D-Arg),-D-Lys-Cys-NH, 1,2+0,9 612 +432
2102

ARC- | PIPY-9diAc(DArg)s-D-Lys-NH, 0,002 [30] *

1411

ARC- PIPY-9diAc-D-AIa-Ahx-(D-Arg)z-D-Lys-(IZys-NHz 0,014+0,008 | 45+ 3,2
2107 Cys-(D-Arg)s-D-Lys-NH;
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6 Kokkuvote

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli leida sobiv meetod, kuidas siinteesida transportpeptiidiga
konjugeeritav ARC-tiiiipi inhibiitor ja oligoarginiinist koosnev transportmolekul ning siduda
need omavahel disulfiidsidemega. Saamaks teada disainitud molekulide omadusi, tuli

iseloomustada ainete afiinsuseid PKA suhtes.

Transportpeptiidi siinteesi strateegias ldhtuti kahe rithmaga modifitseeritud Cys derivaatidest
(Scm ja Npys). Esimene Scm-riihm moodustub kaitserithma reageerimisel ScmCl-ga. Npys-
riihmaga kaitstud Cys derivaati oli voimalik muretseda siinteesifirmast, mis tegi selle meetodi
lihtsaks. Seejdrel viidi 14bi testreaktsioone, et veenduda ainete reageerimisvoimes. Siinteeside
kédigus veenduti, et kdige paremini on voimalik Scm kaitseriihmaks konverteerida tsiisteiini
kaitseriihma Acm, kuid koige laialdasemalt kasutatav Trt-kaitseriihma reaktsioonidel on
aktiivse Scm-rithma moodustumine vihem efektiivne. Disulfiidsideme moodustamisel 1dhtuti
mdlemast aktiveeritud kaitserithmast ning ARC-tiilipi inhibiitori tsiisteiini sulfaniiilrithma

reaktsioonist. Koik ained puhastati poordfaaskromatograafiliselt.

Seejdrel siinteesiti inhibiitor ARC-2102, mille struktuuri peptiidosas oli kaks arginiini. ARC-
2102 iseloomustati konkureerival sidumise meetodil, mis pdohineb aeglahutusega
fotoluminestsentskiirguse detekteerimisel, kasutades vdrdlusainena varasemalt siinteesitud
ARC-1408, mis sisaldas samuti kaht arginiini. Nii referentsaine kui ka ARC-2102 afiinsused

jdid subnanomolaarsesse piirkonda (Kq vairtused vastavalt 0,19 ja 1,2 nM).

Cys(Npys)-i ja oligoarginiini sisaldav peptiidiga toimus edukalt ARC-tiiiipi inhibiitori
disulfiidsidestamine. ARC-2102 inhibiitori sidumine oligoarginiine sisaldava fragmendiga
suurendas iihendi afiinsust PKAc suhtes (uue konjugaadi ARC-2107 Kg oli 14 pM). Kuna
saadud tihend omab potentsiaalselt ldhteiihendist efektiivsemat voimet ldbida raku
plasmamembraani, siis edasises tegevuses tuleks jdtkata rakukatsetega, et vilja selgitada
stinteesitud aine tdpsemad omadused (nditeks raku plasmamembraani ldbimisvoime,

bioloogiline aktiivsus, lokalisatsioon rakkudes ning toksilisus).
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7 Summary

Conjugation of oligoarginine vector and bisubstrate inhibitor of protein kinase for
enhanced cellular delivery

The goal of this research was to find a suitable method to combine the transport molecule
consisting of oligoarginine and an ARC-type inhibitor by using a disulphide bond. In addition,
the inhibitor able to conjugate with a transport peptide was needed to be synthesised. In order
to establish the characteristics of the designed molecules, the affinity of substances towards

target kinase PKA was studied.

The conjugation strategy of oligoarginine to compound was based on reaction of Cys activated
by two groups (Scm or Npys). In first strategy, the formation of Scm was obtained by the
replacement of Acm and Trt protecting groups, which were activated by ScmCl. The derivative
of Npys-protected Cys was commercially available. The test reactions were performed in order
to ensure the reactivity of substances. During the syntheses, it was verified that the most
promising method to convert Scm into a protecting group was in the presents of protecting
group Acm of cysteine. Still, this reaction type has a relatively low yield when using the widely
used Trt-protecting group instead of Acm-group. The formation of disulphide bond occurred
between either of the activated protecting groups and the cysteines sulfanyl group in the
structure of ARC-type inhibitor. All compounds were purified by using the reverse-phase liquid

chromatography.

Subsequently, an ARC-type inhibitor containing two arginine residues in peptide part was
synthesised. The novel compound was described by the competitive displacement method with
time-resolved fluorescence (TRF) read-out. In addition, the comparison of novel ARC-2102
and previously synthesized and characterized ARC-1408 was performed. The obtained Ky
values remained in the subnanomolar range (Kqvalues 0.19 nM and 1.2 nM, respectively).

The formation of disulphide bond between the oligoarginine fragment containing active Npys-
group, and ARC-type inhibitor was successful. When the compound ARC-2102 was modified
by adding arginine residues, the Kq values of the obtained conjugate ARC-2107 remained in
the picomolar range (Kq= 14 pM). As ARC-2107 contained oligo-arginine fragment and thus
potentially has the cell plasmamembrane penetrating properties, the further reserch should focus
on the characterization of ARC-2107 in live cell experiments, e.g., to determine the cell plasma
membrane penetrating properties of the compound, its biological activity, localization in live
or fixed cells, and toxity.
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9 Lisad

LISA 1

HPLC-MS andmed: Fmoc-Cys(Scm)-(D-Arg)s-NHa siintees 1 (C74H128N38014S2)
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LISA 2

HPLC-MS andmed: Fmoc-Cys(Scm)-D-Arge-NH: siintees II (C7aH128N38014S2)
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LISA 3

HPLC-MS andmed: Fmoc-Cys(S-Hex)-D-Arge-NH; siintees 1T (C7gH138N38012S2)
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LISA 4

HPLC-MS andmed: NH2-Cys(Scm)-D-Arge-NH: siintees (Cs9H118N38012S2)

mAU
1500 © PDA Multi 1 220nm,4nm
] &
1000
500
0_‘1}
0,0 215 5,'0 715 10,0 12',5 15',0 17,5
min
; !EI‘:t_gy 0,000,000)
765 \L
1.0p [M + 2H]2+
1209
0,75 728
1655
392 509 1877
0,50
Rl T 10p4 1988
78 L
577
o .lu,J..,L,L.j:!..l..J ||8$3 | Tl. ‘ L., 1239 1380 150? 520,

T J
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 m/z

37



LISA5

HPLC-MS andmed: PIPY-9diAc-D-Ala-Ahx-(D-Arg)2-D-Lys-Cys-NH, (ARC-2102) siintees

(Ca9HgsN1908S)
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LISA 6

HPLC-MS andmed: H2N-Cys(Npys)-D-Arge-D-Lys-NH: siintees (Ce2H118N40012S2)
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LISA 7

HPLC-MS PIPY-9diAc-D-Ala-Ahx-(D-Arg).-D-Lys-Cys-NH>
(C116H199N57018S2) NH2-Cys-(D-Arg)s-D-Lys-NH;
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