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KASUTATUD LUHENDID
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SISSEJUHATUS

Proteiinkinaaside tdpne regulatsioon on vajalik mitmete rakuliste protsesside kdivitamiseks ja
labiviimiseks ning hdired nende aktiveerimisel/inaktiveerimisel vdivad pdhjustada haiguste
tekkimise. Aktiini tsiitoskeleti moodustumise ja diinaamika eest vastutab Rho-kinaas, mis
aktiveeritakse vastusena vélisele signaalile RhoA poolt ning fosforiiiilib mitmeid valke ja
ensiilime. Rho-kinaasist 1&htuv signaalirada pohjustab nii otseselt kui kaudselt aktiinifiibrites
sisalduva miiosiini kerge ahela fosforiiiilitusastme tdusu, mis viib aktiini tsiitoskeleti
moodustumisele, olemasolevate fiibrite tugevnemisele ja mehhaanilise pinge moodustumisele
rakkudes. Aktiini tsiitoskeleti tugevnemisega on otseselt seotud ka substraadiga seotud

fokaalsete kontaktide tugevnemine ning kontaktide kiipsemine fokaalseteks adhesioonideks.

Rho-kinaaside funktsioonide uurimiseks ning tema hiiperaktivatsiooni tagajarjel vélja
kujunendud haiguste raviks on siiani kasutatud siinteetilist inhibiitorit Y-27632. Nagu enamus
teistelegi proteiinkinaasidele siinteesitud inhibiitoritest, konkureerib Y-27632 ATP-ga
ensiilimi ATP-sidumistsentrisse seondumisel, takistades tilekandeks vajaliku fosfaatrithma
seondumist kinaasile. Mitmed antud strateegia pdhjal vélja tootatud inhibiitorid ei oma

piisavat substraadi spetsiifikat ning mdjuvad teistelegi signaaliradadele.

Uutlaadi bisubstraatse strateegia alusel disainitud Rho-kinaasi inhibiitor ARC on tugevalt
afiinne Rho-kinaasi suhtes ning suudab in vitro Y-27632-st efektiivsemalt ensiitimi aktiivsust
inhibeerida. Kdesolevas to0s uuriti 6 arginiinijadki sisaldavat peptiidset motiivi omava ARC-i
vOimet inhibeerida Rho-kinaasi aktiivsust rakukultuuris. Esmalt kontrolliti {ihendi
sisenemisefektiivsust ja lokalisatsiooni elusrakkudes ning tema vdimet seondada rakulises
keskkonnas oma sihtmidrki Rho-kinaasi. Seejérel kirjeldati inhibiitori toimet aktiini
tsiitoskeletile, substraadile kinnitumiseks vajalike struktuuridele ja rakkude migreerumisele

ning vorreldi saadud tulemusi Y-27632-t66deldud rakkudega.



KIRJANDUSE ULEVAADE

Proteiinkinaasid

Proteiinkinaasid on olulisteks molekulaarseteks liilititeks enamikes rakulistes protsessides
ning nende kontsentratsioon ja aktiivsus on tugeva kontrolli all, tagamaks normaalset
rakutegevust (Smits ja Medema, 2001; Galderisi et al., 2003; Gerthoffer, 2005).
Proteiinkinaaside aktiivsuse ebakorrektne reguleerimine voib pohjustada korvalekaldeid
rakulistes protsessides ning kutsuda esile erinevate haiguste avaldumise (Testa ja Tsichlis,
2005; Budzyn et al., 2006). Mitmed olulised protsessid rakkudes vajavad aktiini tsiitoskeleti
keerulist ning tdpset regulatsiooni, mille eest vastutavad erinevad proteiinkinaasid,
fosfortiiilides oma sihtmirke ning andes aluse signaaliradade toimimisele konealuste
protsesside ldbiviimiseks (Riento ja Ridley, 2003). Aktiini tsiitoskeleti organiseerumisel
mangivad tdhtsaimat rolli kaks erinevat proteiinkinaasi — miiosiini kerge ahela kinaas
(MLCK) ning Rho-kinaas (ROCK), mis mdjutavad nii otseselt (MLCK, ROCK) kui kaudselt
(ROCK) aktiinisisaldavate struktuuride ning filamentide moodustumist ja vastutavad sellest

lahtuvate rakuliste protsesside toimumise eest (Katoh et al., 2001).

Rho perekonna véikesed GTPaasid

Rakkude normaalse elutegevuse aluseks on tema tsiitoskeleti diinaamika kompleksne
reguleerimine.  Tsiitoskelett koosneb kolmest komponendist — mikrotuubulitest,
intermediaarsete  filamentide vorgustikust ning aktiinifiibritest. Aktiini tsiitoskeleti
diinaamika, modelleerimise ja reguleerimise ning fokaalsete adhesioonide moodustumise eest
vastutavad mitmed erinevad Rho perekonna véikesed GTPaasid. Rho perekonna GTPaasid
vahendavad raku pinna retseptorite signaali ja aktiini tsiitoskeleti organiseerimist vastusena
stiimulitele ekstratsellulaarsest keskkonnast (kus positiivseteks signaalideks on niiteks
seerumi lipiidid voi liisofosfatidiitilhape (LPA)). Stiimuli esinemisel keskkonnas
transporditakse Rho perekonna GTPaasid rakus plasmamembraani ldhedusse ning
konverteeritakse inaktiivsest guanosiindifosfaadiga (GDP) seotud vormist aktiivseks GTP-ga
seotud vormi (Boguski ja McCormick, 1993; Kaibuchi et al., 1999; Amano et al., 2000). GTP
tilekannet vahendavad spetsiaalsed guanosiinnukleotiidi vahetusfaktorid (GEF-id) (Bishop ja
Hall, 2000), mis saavad positiivse signaali raku pinnal aktiveeritud heterotrimeerse G-valguga

seotud retseptorilt. Aktiveeritud heterotrimeerne G-valk dissotsieerub vastusena stiimulile Ga.



monomeeriks ja GPy dimeeriks. Ga subiihik kiivitab signaaliraja, mis viib RhoGEF-ide
aktiveerimisele. See omakorda vahendab véikeste Rho GTPaaside iileminekut aktiivsesse
GTP-ga seotud vormi (Somlyo ja Somlyo, 2003; Ren ja Fang, 2005; Marx et al., 2005), mille
tagajirjel toimub antud GTPaasi vahendatud efektormolekulide aktiveerimine ning selle
kaudu raku aktiinitsiitoskeleti ning adhesioonide moodustumine. Vodimalik, et on olemas ka
teisi aktiveerimisradu ning nende radade valik soltub rakutiilibist ning aktiveerivast stiimulist

(Somlyo ja Somlyo, 2003).

Lisaks GEF-idele, mis Rho GTPaase aktiveerivad, leidub rakkudes vastavaid valke
inaktiveerivaid tihendeid, mis kiirendavad GTP-de hiidroliiiisi. Neid kutsutakse GTPaas-
aktiveerivateks valkudeks (GAP) (Hakoshima et al., 2003). On niidatud, et kui aktiveeritud
pl90RhoGAP on seondunud RhoA-ga, inhibeeritakse nii in vitro kui in vivo RhoA
efektorvalkude signaal ning see viib rakusisese pinge (tension) ja aktiinitsiitoskeleti
kokkutombumise védhenemisele. Antud GAP inhibeerimine aga algatab Rho-vahendatud
aktiinitsiitoskeleti remodelleerimise ning suurendab rakkude kinnitumist ning migratsiooni
(Burgstaller ja Gimona, 2004). Kuigi védlja pakutud signaalirajad on veel suures osas tipselt
kirjeldamata, on teada juba kiimneid erinevaid RhoGAP-e, mis kas spetsiifiliselt voi
mittespetsiifiliselt Rho GTPaase inaktiveerivad. Samas on oletatud, et erinevad GAP-id
voivad vahendada ka erinevat raku diinaamikat voi kditumise suunamist (Lua ja Low, 2004).
Lisaks Rho GTPaase inaktiveerivatele GAP-idele on leitud rakkudes teisigi negatiivseid
regulaatoreid, nditeks RhoGDI-d, mis on oma nime saanud vdimest inhibeerida
guanosiinnukleotiidi dissotsiatsiooni. Kuid lisaks eelnevale on RhoGDI suuteline viima lébi

ka GTP hiidroliiisi (Hakoshima et al., 2003; Somlyo ja Somlyo, 2003).

Rho perekonna viikestest GTPaasidest enim uuritud liikmeteks on RhoA, Racl ja Cdc42
(Clark et al., 1998; Evers et al., 2000; Nikolic, 2002; Aspenstrom et al., 2004). Kuigi nad
koik mojutavad aktiini tsiitoskeleti ning adhesioonide moodustumist, toimivad nad iiksteisest
veidi erinevalt. Racl genereerib membraani lainetusi (membrane ruffles) ning viib
lamellipoodide tekkimisele (Hall, 1998; Tsubakimoto et al., 1999). Cdc42 stimuleerib aga
aktiini filamente sisaldavate filopoodide moodustumist (Kozma et al., 1995; Moorman et al.,
1999). Modlemad protsessid on olulised fokaalsete komplekside moodustumises. RhoA
funktsiooniks on indutseerida aktiini stressifiibrite teke vastusena mitmetele rakuvilistele
signaalidele (Izawa et al., 1998) ning suunata fokaalsete komplekside tugevdamist ja nende

ileminekut fokaalseteks adhesioonideks, kaasates kompleksidesse rohkem aktiini fiibreid



(Kaverina et al., 2002). Seega osalevad Racl ning Cdc42 rohkem substraadiga esmaste
kontaktide loomisel, kuid RhoA nende komplekside edasises arengus fokaalseteks
adhesioonideks. Fokaalseteks adhesioonideks nimetatakse rakukultuuris olevate rakkude
kontaktpunkte substraadi ning membraani vahel, kus pohiliseks “ankruks” on aktiinifiibrite
otste tugevdatud ning omavahel ristseotud vorgustik. Seega on aktiini tsiitoskeleti, fokaalsete
kontaktide ning adhesioonide formeerumine ja remodelleerimine diinaamiline protsess, mida

reguleerivad Rho perekonna viikesed GTPaasid (Parsons et al., 2000).

Rho-kinaas ehk ROCK

RhoA pohiline sihtmérkvalk on seriin-treoniin kinaas ROCK (Rho-kinaas), mis aktiveerimisel
RhoA-GTP-ga vahendab Rho-indutseeritud aktiinifiibrite moodustumist rakus (Watanabe et
al., 1999). Rho-kinaasidel (molekulmassiga umbes 160 kDa) on siiani kirjeldatud 2 isovormi
— ROCK2 ehk ROKa ja ROCKI1 ehk ROKP (Takaishi et al., 2000). Kuigi nende kahe
isovormi jérjestuse identsus on madal (64%), on mdlema valgu kinaasne domeen suhteliselt
tugevalt konserveerunud (90%), mis annab aluse arvata, et nende toime ja funktsioon

rakkudes on sarnane (Amano et al., 2000).

Rho-kinaasi pdhilisteks substraatideks rakus on miiosiini kerge ahel (MLC) ning miiosiini
fosfataas, millede fosforiiiilimine kadivitab aktiini tsiitoskeleti moodustumise ning
aktiinifiibrite tugevnemise (Amano et al., 2000). Aktiinifiibrite koostises oleva miiosiin-II
filamentide fosforiililimine on vajalik fiibrite moodustumiseks, mistottu Rho-kinaas osaleb
otseselt fiibrite tekitamisel. ROCK-vahendatud MLC fosforiiiilimine toimub (erinevalt MLC
kinaasist (MLCK-st)) Ca**-sdltumatu mehhanismi abil ning méngib olulist rolli sile-, siidame-
ja mittelihasrakkude kontraktsioonis (Fukata et al., 2001; Chiba ja Misawa, 2004; Ren ja
Fang, 2005; Meyer-ter-Vehn et al., 2006). Lisaks otsesele MLC fosforiiiilimisele mdjutab
ROCK-1 aktiivsus ka kaudselt fosforiiiilitud MLC stabiilsust, sest miiosiini fosfataasi
fosfortiiilimine inaktiveerib antud ensiilimi ning MLC defosforiililimine on seetdttu pérsitud
(Kimura et al., 1996; Maekawa et al., 1999). Rho-kinaas fosforiiiilib miiosiini fosfataasil
miiosiini siduva subithiku ning takistab nii antud valkude interaktsiooni ja fosfataasi
funktsioneerimisraja toimimist (Fukata et al., 2001; Velasco et al., 2002; Riento ja Ridley,
2003). ROCK-i toimel inhibeeritud miiosiini fosfataas ja suurenenud fosforiitilitud MLC hulk
pohjustab Rho-vahendatud aktiinifiibrite ning fokaalsete adhesioonide moodustumist ja

sdilumist mittelihasrakkudes (Totsukawa et al., 2000).



Veel iiheks oluliseks valguks, mis mingib rolli aktiinitsiitoskeleti moodustumises ning mille
aktiivsust mojutab Rho-kinaas, on LIM-kinaas. Rho-kinaas fosfortiiilib ning aktiveerib LIM-
kinaasi, mis omakorda fosforiiiilib ning inaktiveerib kofiliini. Kofiliin omab aktiini
depoliimeriseerivat toimet ning on seetdttu iiheks aktiini diinaamikat reguleerivaks
ensilitimiks. Seega viib kofiliini inaktiveerimine aktiini depoliimeriseerimise inhibeerimisele
ning aktiinifiibrite tdiendavale stabiliseerimisele (Takaishi et al., 2000; Mackawa et al.,
1999). LIM-kinaasi iileekspressioon HeLa rakkudes indutseerib tugevate, paksude, kimpjate
stressifiibrite moodustumise, mis on sarnased nendele fiibritele, mis tekivad aktiivse Rho voi
ROCK-i vahendusel (Maekawa et al., 1999). Nii on ROCK-indutseeritud stressifiibrite
formeerumine reguleeritud MLC fosforiitilimise ja fosforiiiilitud vormi sdilumise ning lisaks
kofiliini inaktiveerimise kaudu (Takaishi et al., 2000; Riento ja Ridley, 2003; Sachdev et al.,
2002).

Lisaks eelpoolmainitud substraatidele ning radadele, on Rho-kinaasil kirjeldatud teisigi
sthtmirke rakkudes, millede fosforiiiilimine ROCK-i poolt on oluline aktiini tsiitoskeleti
alalhoiuks ning modelleerimiseks. Seega méngib ROCK tdhtsalt rolli mitmetes rakulistes
protsessides, mille toimumiseks on vajalik aktiini tsiitoskeleti moodustumine, regulatsioon ja
diinaamika, nagu rakkude kinnitumine ja liikumine, tsiitokinees jne (Amano et al., 2000;

Riento ja Ridley, 2003; Nelson et al., 2004).

Rho-kinaasi inhibiitorid

Proteiinkinaaside kompleksne regulatsioon ning nende valkude sagedane ebanormaalne
aktivatsioon/inhibitsioon erinevate haiguste korral on teinud nendest olulise sihtmérgi nii
teadustegevuses kui ravimitodstuses. Proteiinkinaaside inhibiitorid on seetdttu dratanud suurt
tdhelepanu kui potentsiaalsed ravimid, samas on nad kasulikud vahendid teadustdds, uurimaks
erinevate kinaaside funktsioone ja tdhtsust nii in vitro kui in vivo. Enamus disainitud
kinaaside inhibiitoreid mimikeerivad ATP-d ning konkureerivad sellega ensiiimi ATP-

sidumistsentrisse seondumisel (Ishizaki et al., 2000; Senderowicz, 2002; Takami et al., 2004).

Y-27632
Rho-kinaasidele on siinteesitud hulganisti erineva struktuuri ning selektiivsusega inhibiitoreid,

et suurendada efektiivsust ja samas ka tosta selektiivsust. Takami on oma grupiga siinteesinud



kolme tiilipi inhibiitoreid, mis (i) konkureerivad ATP-ga voi (ii) fosfaadi aktseptoriga
(kinaasi substraadiga) voi (iii) ei kuulu kummagi kategooria alla (Takami et al., 2004).
Enimtuntud  spetsiifiline Rho-kinaasi inhibiitor on Y-27632 [(+)-(R)-trans-4-(1-

8] I ._NHE
— <
M / \;j_ MH T
Y-27632

Joonis 1. Rho-kinaaside inhibiitori Y-27632 struktuur.

aminoetiiiil)-N-(4-ptiridiitil stsitkloheksaankarboksamiid dihiidrokloriid] (Joonis 1) (Uehata et
al., 1997), mis moduleerib nii ROCK2 kui ROCK1 aktiivsust nii in vitro kui in vivo (Ishizaki
et al., 2000). Y-27632 sisaldab piiridiinirithma, mistottu ta konkureerib ATP-ga, seondudes
kinaasi kataliiiitilisse saiti, blokeerides selle ATP-le ning inhibeerides seega kinaasi aktiivsust
substraatide fosforiiiilimisel (Ishizaki et al., 2000; Narumiya et al., 2000; Fukata et al., 2001).
Esmalt kasutati Y-27632-¢ kaltsium-soltumatu vaskulaarsete ning bronhiaalsete silelihaste
kokkutdmbumise efektiivseks inhibeerimiseks. Hiljem avastati kokkutdombumise mehhanism
— Rho-ROCK rada — ning niiiid kasutatakse dominantselt negatiivsete ja konstitutiivselt
aktiivsete ROCK konstruktide korval Y-27632 efektiivselt ka Rho-kinaaside osaluse ja

funktsioonide uurimiseks erinevates rakulistes protsessides (Ishizaki et al., 2000).

Y-27632 kasutamisega on ndidatud ROCK-i rolli erinevates rakufunktsioonides. Mitmed
grupid on demonstreerinud, et Y-27632 lisamine juba madalatel kontsentratsioonidel viib
rakkudes ROCK-i aktiivsuse inhibitsioonile, millega kaasneb aktiinifiibrite moodustumise
blokeerimine ning olemasolevate fiibrite dissotsicerimine (Watanabe et al., 1999; Totsukawa
et al., 2000; Scaife et al., 2003). Fiibrid kadusid 1-tunnilisel t66tlemisel Y-27632-ga, kuid
pérast inhibiitori eemaldamist lahusest tekkisid fiibrid taas. See néitab kui oluline on Rho-
kinaasi aktiivsus raku stressifiibrite terviklikkuse sdilimisel (Katoh et al., 2001). Lisaks
fiibrite kadumisele tdheldas Shah grupp NIH3T3 rakkude suuruse védhenemist, mis oli
margatav juba pérast 30 minutilist inkubatsiooni inhibiitoriga (Shah et al., 2001). Lisaks
stressifiibrite intaktsusele omab Y-27632 negatiivset toimet ka fokaalsete adhesioonide
moodustumisele. Katoh ja kolleegid on nédidanud, et fibroblastide to6tlemine Y-27632-ga viib
fokaalsete adhesioonide hdirumisele ning rakkudes vdheneb mehhaaniline pinge (tension)

(Katoh et al., 2001).



Seega on korduvalt kirjeldatud Y-27632 voimet takistada aktiini tsiitoskeleti moodustumist
ning sellest ldhtuvate protsesside toimumist, néiteks silelihas- (Uehata et al., 1997; Tomasek
et al., 2006) ning mittelihasrakkude kontraktsiooni, adhesiooni ning rakkude liikumist
(Shiokawa et al., 2002; Koga et al., 2006). Siiski on leitud, et Y-27632 omab vorreldavat
afiinsust ning inhibeerimisvoimet mitmete teistegi kinaaside suhtes (nditeks PRK2-le (protein
kinase C-related kinase 2) (Davies et al., 2000)), mis rohutab vajadust spetsiifilisemate Rho-

kinaasi (aga ka teiste kinaaside) inhibiitorite jirele.

ARC-341

Uutlaadi proteiinkinaaside bisubstraat-analoogsete inhibiitorite disainimisel voeti aluseks
adenosiin-5’-karboksiililhappederivaadid, mille riboosi 5’-siisiniku aatomi kiilge lisati lithike
peptiidne jérjestus. Antud iihendi loomisel ldhtuti pohimottest, et inhibiitor seonduks
tiheaegselt nii kinaasi ATP- kui substraadi sidumiskohta, olles vdimeline blokeerima ensiilimi
mdlemast positsioonist (Loog et al., 1999; Uri et al.,, 2002). Antud t66s kasutatud
bisubstraatse inhibiitori ARC (adenosine oligo-arginine conjugate) peptiidne motiiv koosneb
kuuest arginiinijdédgist. Lisaks substraadi sidumissaiti seondumisele, aitab tugevalt positiivset
laengut kandev ning rakku penetreeruvate peptiidide (RPP) perekonda kuuluv oligoarginiini
jarjestus Uhendil ldbida plasmamembraani ning siseneda rakkudesse. ARC-i
translokatsioonivoimet on demonstreeritud erinevate rakkudega (Uri et al., 2002; Viht et al.,
2003). Kuigi ARC on vdimeline efektiivselt inhibeerima Rho-kinaasi (ja vihemal mééral teisi
kinaase) in vitro (Enkvist et al., 2006), pole tema toimet sihtmérkensiiiimidele rakukultuuris

veel kirjeldatud.

(L-Arg)s-X-NH,
HN/M(

ARC-341, X = -

ARC-342, X = Lys

ARC-343, X = Lys(5-TAMRA)
Affi-Gel-(ARC-342), X = Lys(Affi-Gel)

Joonis 2. Rho-kinaasi inhibiitori ARC struktuur.
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Rakku penetreeruvad peptiidid (RPP)

Mitmete valkude, peptiidide, oligonukleotiidide ja ravimite terapeutilise kasutamise
potentsiaal on olnud limiteeritud nende vihese vdimega lébida rakkude plasmamembraane.
1990ndate aastate keskpaiku avastati, et mitmed valgud ning valkudest parinevad peptiidid on
voimelised efektiivselt vahendama erinevate lastmolekulide translokatsiooni nii in vitro kui in
Vvivo, tehes neist lootustandvad molekulaarsed transportervektorid (Fawell et al., 1994; Vivés
et al., 1997; Lindgren et al., 2000; Lundberg et al., 2003; Jarver ja Langel, 2004). Rakku
penetreeruvad peptiidid (RPP-d) koosnevad kuni 30 aminohappest, mille fiilisikalis-
keemilised omadused (nagu laeng, selle kontsentratsioon peptiidil, aminohappe ja peptiidse
motiivi struktuur jms) mingivad olulist rolli nende internalisatsioonivdimes ning
sisenemismehhanismis (Rothbard et al., 2002). Enamike RPP-de iihiseks tunnuseks on
mitmete aluseliste aminohapete olemasolu peptiidses jérjestuses, mis annab neile
fiisioloogilistest tingimustes tugeva positiivse laengu (Vivés et al., 1997; Futaki et al., 2001;
Soomets et al., 2000). Lisaks positiivsele laengule on osade penetreeruvate peptiidide
efektiivseks translokatsiooniks vajalik veel triiptofaani voi feniiiilalaniinijadkide (voi muude
planaarsete struktuuride) esinemine kindlates positsioonides (Derossi et al., 1994; Christiaens

et al., 2004) ja poliipeptiidahela pikkus (Vivés et al., 1997; Geisler ja Chmielewski, 2007).

Arginiinirikkad peptiidid

Looduslikest valkudest parinevate RPP-de (Tat, Penetratin) kdrval on oma koha leidnud ka
mitmed siinteetilised ning disainitud peptiidid, niiteks oligoarginiini jarjestused, millede
internalisatsioonivéime  voib  iiletada  mitmekordselt  eelpoolmainitud  RPP-de
sisenemisefektiivsust (Jones et al., 2005). Vorreldes erinevaid positiivse laenguga
aminohapetest koosnevate poliimeeride sisenemist rakkudesse, leiti, et poliiarginiinid on
efektiivsemad internaliseerujad kui peptiidid, mis sisaldavad oma jirjestuses liisiini, ornitiini
vOi histidiini. Voimalik, et suurenenud sisenemisefektiivsus tuleneb hargnenud struktuuriga
guanidiinriihma vdimest moodustada rakupinna anioonsete struktuuridega iiheaegselt kahte
ioonset voi vesiniksidet, kuna arginiinil on erinevalt teistest positiivselt laetud aminohapetest
korvalahelas kaks aminoriihma. Seega on arginiiniriihm oluline struktuuri komponent, mis
suures osas vastutab kogu peptiidse iihendi internalisatsiooni eest (Mitchell et al., 2000; Zaro
ja Shen, 2003; Futaki, 2005). Maksimaalne internalisatsioon ning akumuleerumine

rakkudesse on kirjeldatud 6 kuni 9-st arginiinijdégist koosnevate oligomeeride korral, mis
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tahendab, et siingi médngib rakkudesse sisenemisel olulist rolli peptiidahela pikkus (Mitchell et
al., 2000; Wender et al., 2000; Futaki et al., 2001).

Arginiini oligomeeride sisenemismehhanism on (nagu mitmete teistegi RPP-de puhul) veel
tapselt kirjeldamata. Mitmed grupid on ndidanud, et arginiinirikkad peptiidid sisenevad
rakkudesse enamasti temperatuurist ning energiast soltuva endotsiitoosi teel (Vivés et al.,
2003; Lundberg et al., 2003; Drin et al., 2003; Maiolo et al., 2005; Abes et al., 2007), kuid
puudub konsensus, millist endotsiitoosi alaliiki katioonsed RPP-d kasutavad. Olenevalt
peptiidi ja lastmolekuli kompleksi suurusest on kirjeldatud nii makropinotsiitoosi (Wadia et
al., 2004; Nakase et al., 2004; Kaplan et al., 2005) kui lipiidsete parvekeste poolt vahendatud
kaveolaarse endotsiitoosi osalust arginiinirikaste RPP-de sisenemisel rakkudesse (Ferrari et
al., 2003; Fittipaldi et al., 2003; P. Sailik, avaldamata andmed). Lisaks sellele on nédidatud, et
endotslitoosi osaluse ulatus peptiidi sisenemisel sdltub molekulis leiduvate positiivsete
laengute arvust ehk ahela pikkusest, samas kui mitte-endotsiitootiliseks internalisatsiooniks on
olulised arginiini guanidiinstruktuurid (Zaro ja Shen, 2003). Guanidiinriihm on vdéimeline
moodustama sidet membraanides sisalduvate negatiivselt lactud lipiidide pearithmadega ning
vahendama guanidiinrithma-rikaste oligomeeride sukeldumist bilipiidkihti (Sakai ja Matile,

2003; Sakai et al., 2005)

Péarast endotsiitootilist sisenemist rakkudesse, koguneb poliiarginiin kiipsevatesse
endosoomidesse, kust osa peptiidist (saavutades piisavalt korge vesiikulisisese
kontsentratsiooni/peptiidi-lipiidi suhte) on vdimeline destabiliseerima vesiikulite membraani
ning antud struktuuridest vélja lekkima (Fuchs ja Raines, 2004). Suurem osa RPP-dest jddb
aga endosomaalsetesse struktuuridesse, kus nad on vastuvdtlikud proteoliiiitilisele
lagundamisele ning pole suutelised seetdttu oma funktsiooni rakus tditma. Et suurendada
vesiikulitest vabanemist ning rakulisi efekte vastusena sisseviidud lastmolekulide aktiivsusele,
on mitmetes toddes kasutatud endosoomide kiipsemist takistavaid {ihendeid. Malaariavastane
ravim, klorokviin, takistab endosoomide hapustumist ning soodustab vesiikulites 1dksus
olevate molekulide vabanemist tsiitosooli (Accapezzato et al., 2005). Kiisimuses, kas
klorokviin pohjustab ainult endosoomide lekkimist voi viib ka osade vesiikulite purunemisele,
pole suudetud veel kokkuleppele joua. Voimalik, et madalamatel kontsentratsioonidel (25
uM) ei 16hu klorokviin endosoome, vaid destabiliseerib vesiikulite membraani (Accapezzato
et al., 2005), samas kui korgem kemikaali kontsentratsioon (kuni 200 puM) pdhjustab

vihemalt osade endosoomide katki minemist (Wadia et al., 2004). Transduktsioonil voi
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endosoomidest vilja lekkides tsiitosooli joudnuna suunduvad mitmed positiivselt lactud RPP-
d (tuuma lokalisatsiooni signaali (NLS-i) jdljendades) tuuma struktuuridesse (Ziegler et al.,

2005).
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TOO EESMARGID

v Uurida TAMRA-ga mérgitud ARC-i (ARC-343) sisenemismehhanismi rakkudesse
ning lokalisatsiooni rakkudes

v Kontrollida ARC-i vdimet seondada Rho-kinaasi rakulisest keskkonnast

v’ Kirjeldada ARC-i efekte aktiini tsiitoskeletile, fokaalsetele kontaktidele raku ja
substraadi vahel ning rakkude migreerumisele vorreldes Y-27632-ga

v Todendada, et ARC ei ole rakkude metaboolsele aktiivsusele pérssiva toimega ega oma

toksilist efekti
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KASUTATUD MATERJALID JA METOODIKA

Rakud

Inimese emakakaela kartsinoomist parinevaid HeLa rakke kultiveeriti IMDM (Iscove’s
Modified Dulbecco’s Medium) séotmes (Gibco, Invitrogen, USA), mis sisaldas 10%
veiseloote vereseerumit (FCS) (PAA Laboratories, Austria), 100 IU/ml penitsilliini ja 100
pg/ml streptomiitsiini (Gibco, Invitrogen, USA). Rakke kasvatati inkubaatoris 5% CO,

keskkonnas veeauruga kiillastatud atmosfaéris temperatuuril 37°C.

Kasutatud inhibiitorid ja kemikaalid

Positiivse kontrollina kasutati Rho-kinaaside spetsiifilist inhibiitorit Y-27632 sdltuvalt katsest
kontsentratsioonivahemikus 1 — 30 uM. Uuritavaks inhibiitoriks oli ARC, mida kasutati
samades kontsentratsioonides. Y-27632 osteti firmalt Tocris (MO, USA). ARC-341,
agaroosmaatriksiga seotud ARC-341 (ARC-342) ning TAMRA-ga mirgitud ARC-341 (ARC-
343) siinteesiti Dr. Uri toorithma poolt (Enkvist et al., 2006). Afiinsuskromatograafias
kasutatud proteaaside inhibiitorite segu osteti firmalt Roche (Saksamaa), PMSF ja teised
kasutatud iihendid périnevad firmalt Sigma (MO, USA). To66s kasutatud lahused on
valmistatud firma AppliChem (Saksamaa) kemikaalidest (kui pole deldud teisiti).

Fluorestsentsmikroskoopia

ARC-343 sisenemine rakkudesse ja klorokviini efekt ARC-i sisenemisele

HeLa rakud (25 000 rakku/klaas) kiilvati 24-kaevulise plaadi (Grenier bio-one, Saksamaa)
kannudesse iimmargustele alusklaasidele (@ 12 mm, Menzel-Glédser, Saksamaa) ning lasti
kinnituda ja paljuneda 24-48 tundi 60-70% konfluentsuseni. Rakke inkubeeriti 3 uM
TAMRA-ga mérgitud ARC-iga (ARC-343) ilma vdi koos 100 uM klorokviiniga (Sigma, MO)
seerumvabas so0tmes 37 °C juures 30 min ning pesti 3 korda PBS-iga (4 3 minutit). Elusrakud
sulundati 33% gliitserooli sisaldavas PBS-i lahuses ning fluorestsentskujutised salvestati CCD
Olympus DP70 kaameraga varustatud Olympus BX61 fluorestsentsmikroskoobiga.
Fluorestsentsfotode viimistlemiseks ning 10plikuks vormistamiseks kasutati arvutiprogrammi
Adobe Photoshop 6.0.

Aktiinifiibrite dissotsiatsioon HeLa rakkudes ARC-341 voi Y-27632 toimel

HeLa rakud kiilvati alusklaasidele eespool kirjeldatud viisil. 60-70% konfluentsed rakud
transfekteeriti pAcGFP-actin plasmiidiga (Clontech Laboratories, CA) ExGen 500

transfektsioonireagendiga (Fermentas, Leedu) kasutades tootjapoolset protokolli. 24 tundi
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hiljem inkubeeriti rakke 10 uM ARC-341 véi 10 uM Y-27632-ga ilma voi koos 100 pM
klorokviiniga seerumvabas s66tmes 37 °C juures 15 min kuni 7 tundi. Kontrollrakke
inkubeeriti samade vahemike jooksul seerumiga v0i seerumita sootmes. Rakud pesti,
sulundati ning kujutised salvestati ja tdddeldi eespool kirjeldatud viisil.

ARC-i sisaldavate vesiikulite happelisuse maaramine LysoSensoriga

HeLa rakud (50000 rakku/klaas) kiilvati alusklaasidele eespool kirjeldatud viisil. 60-70%
konfluentseid rakke inkubeeriti 1 M LysoSensoriga (Molecular Probes, OR) ilma vdi koos
100 uM klorokviiniga ning ilma vdi koos 3 pM ARC-341-ga 1 kuni 2 tundi 37 °C juures.
Rakud pesti, sulundati ning kujutised salvestati ja toodeldi eespool kirjeldatud viisil.
Fokaalsete kontaktide ning adhesioonide visualiseerimine ARC-341 vdi Y-27632 toddeldud
rakkudes

HeLa rakud (15000 rakku/klaas) kiilvati alusklaasidele eespool kirjeldatud viisil ning lasti
kinnituda ja paljuneda 48-72 tundi. Rakke t66deldi 10 v3i 20 uM ARC-341 vdi Y-27632-ga 4
tundi seerumvabas so0tmes, fikseeriti 4 % paraformaldeiitidi (PFA) lahuses PBS-is 30 min
jaal, pesti TBS-iga 2x ning permeabiliseeriti rakud 0,1% Triton X-100-ga PBS-is 10 min j4il.
Mittespetsiifiliste seondumiste vihendamiseks blokeeriti 10% veise seerumi albumiini (BSA)
lahusega TBS-is 40 min toatemperatuuril. Fokaalsetes kontaktides olev fosfotiirosiin margiti
5 pg/ml fosfotiirosiini vastase hiire monoklonaalse antikehaga (PY20, Abcam, UK) ning
fokaalsetes adhesioonides paiknev zyxin kiililiku poliiklonaalse zyxin’i vastase antikechaga
(zyxin, Abcam, UK) 1% BSA lahuses TBS-is 1 tund toatemperatuuril. Rakud pesti 5x 3min
TBS-iga ning inkubeeriti 20 pg/ml kiiilikuvastase Alexa-594-ga konjugeeritud  ning
hiirevastase Alexa-488-ga konjugeeritud sekundaarsete antikehadega 1% BSA TBS-is 30
min. Rakud pesti 5x 3 min TBS-iga, sulundati 33% gliitserooli PBS-is, fluorestsentskujutised
salvestati Nikoni konfokaalmikroskoobiga EZ-C1 ning t66deldi 3.30 FreeViewer ning Adobe
Photoshop 6.0 programmidega.

ROCKZ2 afiinsuskromatograafia

Koekultuuri tassidele (@ 10 cm) kinnitunud rakke lasti kasvada 80-90% konfluentsuseni.
Katsepédeval pesti rakke 2 korda PBS-iga, rakud eemaldati plastikult kummispaatliga ning
koguti tsentrifuugides 190xg 20°C juures 5 minutit. Saadud rakusade kiilmutati ning litisiti
jaakilma luisipuhvriga (50 mM Tris-HCl pH 7,2, 100 mM NaCl, 5mM MgCl2, 0,5 mM
EDTA, 1mM DTT, 2,5x proteaaside inhibiitorite segu, 2 mM PMSF, 1% Triton X-100) 10

minutit jddl (vahepeal suspendeerides). Rakuliisaati tsentrifuugiti esmalt 2375xg 4°C juures 5
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minutit, et eemaldada suuremad rakumembraani osad ning tuumad (sade 1). Supernatant
(sup.1) koguti ja tsentrifuugiti uuesti 16060xg 4°C juures 10 minutit, et eemaldada rakkude
tsiitoskelett (sade 2). Saadud supernatandist (sup.2) eemaldati ATP geelfiltratsioonil Sephadex
G-25-1 kolonnis HR10/10 (Farmacia Fine Chemicals AB, Rootsi), mis tasakaalustati eelnevalt
geelfiltratsiooni (GF) puhvriga (25 mM Tris HCI pH 7,2, 100 mM KCI, 10 mM MgCl,, 0,5
mM EDTA, 1mM DTT, 0,1% Tween-20). Geelfiltratsioonil koguti 3 fraktsiooni (fr.1-3),
millele lisati koheselt inhibiitorid (tootja poolt soovitatav kogus (1x) proteaaside inhibiitorite
segu (Roche, Saksamaa), | mM PMSF, 1 mM DTT), et vihendada proteoliiiisi. Fraktsiooni,
mis sisaldas kdige rohkem Rho-kinaasi, kanti ARC-342-maatriksile ning inkubeeriti segu 4°C
juures segades (15 rpm end-over-end Labino B.V.) 1 tund. Maatriks eemaldati
tsentrifuugimisel 900xg 4°C juures 5 minutit, pesti 5 korda PD puhvriga (GF puhver, 1x
proteaaside inhibiitorite segu, 1 mM PMSF) (&4 1 ml), tsentrifuugiti vahepeal 5 minutit 900xg
4°C juures ning kdik supernatandid koguti (pesu 1-5). Maatriksile seondunud valgud elueeriti
poole geeli mahu (50 pul SDS-proovipuhvrer/100 upl agaroosgeel) 4x virvitu SDS-
proovipuhvri lisamisel. Saadud sademetele (sade 1, sade 2) lisati 1 ml 4x SDS-proovipuhvrit
50 mg rakusademe kohta, supernatantidele ja pesulahustele lisati pool mahust 4x SDS-
proovipuhvrit. Proovid lahutati geelelektroforeesil ning analiilisiti Western blot’il ROCK2
vastaste kiiiiliku poliiklonaalsete antikehadega (Rock-2 (H-85), Santa Cruz Biotechnology,
CA).

Western blot afiinsuskromatograafia fraktsioonide analtisimiseks

Valgud lahutati 8% akriitilamiidgeelis (Laemmli, 1970) ning kanti iile PVDF (polyvinylidene
difloride) membraanile (Pro Blot, ABI). Membraani blokeeriti mittespetsiifilise seondumise
viahendamiseks 3 tundi 6% BSA-ga TBS-is (pidevalt segades) ning pesti pesulahusega (0,1%
Tween-20 TBS-is). Membraani inkubeeriti 1-2 pg/ml ROCK2 vastase kiitiliku poliiklonaalse
antikehaga (Rock-2 (H-85), Santa Cruz Biotechnology, CA) TBS-is 4°C juures iile6o
(pidevalt segades), pesti 3 korda 10 minutit pesulahusega ning inkubeeriti aluselise
fosfataasiga (AP) konjugeeritud sekundaarse kiililikuvastase IgG antikehaga lahjendusel
1:2000-1:3000 (Vector Laboratories, CA) 1% BSA lahuses TBS-is toatemperatuuril 1 tund
(pidevalt segades). Membraani pesti pesulahusega 3 korda 10 minutit ja loputati aluselise
fosfataasi (AP) puhvris (100 mm NaCl, 5 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 9,5). Signaal ilmutati
kasutades substraadina 300 pg/ml NBT (nitrobluetetrazolium) ja 165 pg/ml BCIP (5-bromo-
4-kloro-3-indoliiiilfosfaat) AP puhvris.
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Toksilisuse test MTT meetodil

HeLa rakud kiilvati tihedusel 50000 rakku 24-kaevulise plaadi (Grenier bio-one, Saksamaa)
kannu kohta ja kasvatati {ile66 IMDM-is. Rakke inkubeeriti 10 pM LPA v6i 1 — 30 uM Y-
27632 vdi ARC-341-ga seerumvabas sootmes 1 tund 37°C juures. Rakud pesti PBS-iga 2x
ning  inkubeeriti 0,5 mg/ml MTT  [3-(4,5-dimetiiiiltiasool-2-iiiil)-2,5-difentiiil-
tetrasooliumbromiid] seerumiga sootmes 4 tundi 37°C juures. Sadenenud MTT formasaan,
mis tekib rakkudes mitokondriaalse aktiivsuse toimel, lahustati samas mahus 20% SDS-iga
0,02 M HCl-s {ile6d toatemperatuuril. Moodustunud lahuste optiline tihedus moddeti
spektrofotomeetril (Genios plus, Tecan, Austria) lainepikkusel 540 nm. Uhendite pikaajalise
efekti mootmiseks toddeldi rakke eelpool kirjeldatud viisil. Pdrast 1-tunnilist inkubatsiooni
vahetati so6de 10% FCS-iga rikastatud so6tme vastu ning lasti rakkudel kasvada 24 tundi,
misjdrel teostati MTT t66tlus. Saadud andmed kanti iile ja téodeldi arvutiprogrammis

Microsoft Excel.

ARC-341 ja Y-27632 toimel dissotsieerunud aktiini hulga kvantifitseerimine Western
blot anallilisiga

HeLa rakud (100000 rakku/kann) kiilvati 12-kannulistele plaatidele (Grenier bio-one,
Saksamaa). Jargmisel pdeval inkubeeriti rakke 20 uM ARC-341 vdi Y-27632-ga seerumvabas
s60tmes 37°C juures 15 min, 30 min, 1 tund vdi 7 tundi. Rakud pesti, toodeldi 0,1% Triton X-
100-ga PBS-is 5 min jddl ning koguti supernatandid. Supernatandis olevad valgud
kontsentreeriti (Darbre, 1986). Rakkudest vabanenud B-aktiini hulk kvantifitseeriti Western
blot’il, kus membraani mittespetsiifilised seondumiskohad blokeeriti esmalt 5% rasvavaba
piima pulbriga (NFDM) PBS-is 4°C juures iiletd ning inkubeeriti seejarel 0,05 pg/mL hiire
poliiklonaalse B-aktiini vastase antikehaga (beta Actin antibody [ACTNOS5 (C4)], Abcam, UK)
5% NFDM PBS-is | tund toatemperatuuril. Membraani pesti 3x 7 min pesulahusega (0,1%
Tween-20 TBS-is) ning inkubeeriti aluselise fosfataasiga konjugeeritud sekundaarse
hiirevastase IgG antikehaga (Vector Laboratories, CA) (1:2500 lahjendus 5% NFDM PBS-is)
1 tund toatemperatuuril. Membraan pesti 3x 7 min pesulahusega ning signaal ilmutati eelpool

kirjeldatud viisil.

Rakkude liikumise mdotmine haava paranemise katsega (wound healing assay)
HeLa rakud kiilvati 8-augulise eemaldatava kambriga klaasidele ning lasti kasvada 100%
konfluentseks. 0,5-20 pl-ise mahutavusega véikese pipeti otsikuga tdmmates tekitati rakukihti

,haav”. Rakke inkubeeriti 5 — 20 uM ARC-341 vdi Y-27632-ga 0, 4 vdi 9 tundi 37°C juures.
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,Haava” 14bimdot moddeti kasutades CCD Olympus DP70 kaameraga varustatud Olympus
BX61 fluorestsentsmikroskoopi ning DP Controller programmi. Tulemused t66deldi
programmiga Microsoft Excel, vottes 0 ajapunkti (esialgse 14bimdddu) haava

maksimumlaiuseks (100%).

ARC-343 lokalisatsioon HeLa rakkudes parast mikrosustimist

HeLa rakud (400000 rakku/tass) kiilvati tassidel (@ 35 mm, Grenier bio-one, Saksamaa)
olevatele klaasidele (@ 8 mm, Menzel-Gléser, Saksamaa) ning lasti kinnituda ja paljuneda 48
tundi. Valmistati 250 puM ARC-343 lahus ning tsentrifuugiti 16000xg 10 min, et eemaldada
lahusest agregaadid, mis voiksid siistimise ajal ndela ummistada. Mikrosiistimisel kasutati
Eppendorffi mikromanipulaatoritega varustatud Zeiss Axiovert S 100 invertmikroskoopi,
automaatset Transjector 5246 mikrosiistimismasinat (Eppendorff, Saksamaa) ning Femtotips
mikrosiistimisndelu (@ 15 pm vdi @ 0,5 pum, Eppendorff, Saksamaa), millega siistiti
rakkudesse 150 Pa juures 0,5 sek jooksul 250 uM-set ARC-343. Mikrosiistitud rakud pesti,

sulundati ning kujutised salvestati eelpool kirjeldatud viisil.
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TULEMUSED

ARC siseneb rakkudesse enamasti endotsitoosi teel, kuid vabaneb hiljem vesiikulitest.
Klorokviin soodustab ARC-i vabanemist vesikulaarsetest struktuuridest.

ARC-i sisenemise uurimiseks inkubeeriti rakke tetrametiitilrodamiiniga (TAMRA) maérgitud
ARC-iga (ARC-343) ilma voi koos klorokviiniga 30 min vdi 2 tundi ning vaadeldi elusrakke
fluorestsentsmikroskoobis. ARC-343 sisenes efektiivselt HeLa rakkudesse juba 30 min
jooksul, mil oli ndha fluorestsentsmérgise koondumist vesikulaarsetesse struktuuridesse, mis
olid kogunenud voi suundusid perinukleaarsesse piirkonda (Joonis 3A). Kuigi enamus ARC-
343 esines rakus granulaarselt, oli mingil méddral esindatud ka difuusne tsiitoplasma
mérkumine. Pidrast 2-tunnilist inkubatsiooni oli aga mérgata oluliselt rohkem
fluorestsentssignaali sisaldavaid vesiikuleid, mis paiknesid samuti tuuma iimbruses

(avaldamata andmed).

Klorokviini t66tlus mdjutas ARC-343 sisaldavate vesiikulite suurust, muutes nad suuremaks
ning fluorestsentssignaali suhtes intensiivsemalt virvunumaks kui klorokviinita toddeldud
rakkudes (Joonis 3B). ARC-i sisaldavate vesiikulite lokalisatsiooni muutust ei olnud aga
margata ning ka klorokviiniga toddeldud rakkudes akumuleerusid fluorestsentsmirkega
tthendit sisaldavad endosoomid perinukleaarsesse piirkonda. Lisaks endosoomide
morfoloogia muutumisele oli klorokviiniga t6ddeldud rakkude tsiitoplasmas mairgata

tugevamat difuusset ARC-343 mirkumist.

Mikrostistimisega HeLa rakkude tsiitoplasmasse viidud ARC-343 hajus iile kogu raku
tsiitoplasma ning koondus seejérel tuuma ja tuumakestesse (Joonis 3C). Lokalisatsiooni voi
siirdumist konkreetsetesse teistesse rakulistesse kompartementidesse ega membraanidesse ei

olnud mérgata.
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Joonis 3. TAMRA-ga mérgitud ARC-i sisenemine ning lokalisatsioon HelLa rakkudes.

HeLa rakke inkubeeriti 3 pM ARC-343-ga ilma (A) voi koos 100 puM klorokviiniga (B)
temperatuuril 37 °C 30 minutit. Mdlemal juhul koondus ARC-343 vesiikulitesse, kuid paiknes ka
hajusalt tsiitoplasmas. Klorokviiniga to6deldud rakkude vesiikulid olid suuremad ning tsiitosoolse
fluorestsentsi intensiivsus oli korgem. ARC-343 mikrosiistimisel HelLa rakkudesse (C) jii osa
ithendist tsiitosoolsesse kompartementi, samas toimus tugev koondumine tuuma ja tuumakestesse.
Mootlsik 50 pm.

ARC esineb rakkudes eelkdige varasemates ja hilisesmates endosoomides ning takistab
mdningal maaral lisosoomide kiipsemist.

Et uurida ARC-i sisaldavate endosoomide kiipsusastet ning tihendi suunamist liisosoomidesse,
inkubeeriti rakke 1 pM LysoSensoriga ilma voi koos 3 puM ARC-341 voi 100 uM
klorokviiniga 1 kuni 2 tundi ja vaadeldi elusrakke fluorestsentsmikroskoobis. LysoSensor
siseneb elusatesse rakkudesse endotsiitoosiga ning tema fluorestsentssignaali gamma muutub
endosoomide kiipsemisel, mil toimub pH alanemine ning vesiikulite muundumine
liisosoomideks. LysoSensoriga toddeldud rakkudes oli 1 tunni mdddudes mérgata suuremas
osas vaid heledamalt siniselt mérkunud endosoomseid vesiikuleid, mille pH ei olnud veel
joudnud langeda, kuid 2-tunnilise inkubatsiooni jdrel olid enamus vesiikuleid siigavsinised
madala pH-ga tuuma iimbrusesse kogunenud liisosoomid (Joonis 4, {ilemine rida).
Klorokviini-to6tlus takistas vesiikulite hapustumist ning 2 tunni moéddumisel oli valdav

enamus vesiikuleid tugevalt helesinised ja mirgata oli vaid iiksikuid tumesiniseid happelisi
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1h LysoSensor 2h LysoSensor

2h LysoSensor + 2h LysoSensor +
100 pM klorokviin 3 uM ARC-341

Joonis 4. ARC takistab mdningal méaral endosoomide kiipsemist Iisosoomideks.

HeLa rakke inkubeeriti 1 uM pH-st sdltuvalt fluorestseeruva LysoSensoriga temperatuuril 37 °C
1 tund vdi 2 tundi ilma v&i koos 100 puM klorokviini voi 3 pM ARC-341-ga. 1 tunni
moddudes esines rakkudes peamiselt keskmise sinise varjundiga vesiikuleid, vihem siigavsiniseid
madala pH-ga liisosoome, samas kui 2 tunni pérast prevaleerisid kontrollrakkudes perinukleaarsed
liisosoomid. Klorokviin takistas vesiikulite hapustumist, pdhjustades helesiniselt mérkunud
varasemate (korgema pH-ga) endosoomide prevaleerimise. ARC-341-t66tlus ei andnud
klorokviiniga vorreldavat efekti, kuid vesiikulid sarnanesid pigem 1 tund LysoSensoriga
toodeldud rakkudega, st. liisosoomide moodustumine oli moningal mééral takistatud. Mo6tloik 50
um.

liisosoome. Samuti oli klorokviiniga t66deldud rakkudes detekteeritavad mitmed suuremad
endosoomid ning paisunud vesiikulid. Rakkude 2-tunnisel inkubeerimisel ARC-341-ga oli
mérgata nii veidi heledamalt kui tumedamalt virvunud vesiikuleid, kuid liisosoome tundus
olevat moningal méiral vihem kui ainult LysoSensoriga toddeldud rakkudes (Joonis 4). 2-
tunnine ARC-341 t66tlus ei andnud nii drastilist erinevust kui klorokviini t66tlus, kuid

meenutas pigem I-tunnilise inkubatsiooniga LysoSensoriga t66deldud rakke.
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ARC seob Rho-kinaasi rakultsaadis

ARC on disainitud nii, et ta suudab efektiivselt siduda ning inhibeerida Rho-kinaasi in vitro
(Enkvist et al., 2006). Et kontrollida ARC-i voimet seondada ROCK-i ning moodustada oma
sihtmérgiga stabiilset kompleksi rakulises keskkonnas, kasutati agaroosi kiilge konjugeeritud
ARC-341 (ARC-342) afiinsusmaatriksina Rho-kinaasi pretsipitatsioonil ja saadud proovid
analiilisiti Western blot meetodil. Rakuliisaadi fraktsioneerimisel tsentrifuugimisega ilmnes, et
suurem osa Rho-kinaasist lokaliseerub tsiitoplasmas ning ainult minoorne osa ensiilimist on
otseselt assotsieerunud raku membraansete komponentide ning tsiitoskeletiga (avaldamata
andmed). Seetottu kasutati ARC-342 afiinsusmaatriksiga pretsipiteerimisel rakuliisaadi
tsiitosoolset fraktsiooni, millest eemaldati eelnevalt {ihendiga Rho-kinaasi ATP-sidumissaiti

konkureeriv ATP geelfiltratsioonil.

Agaroosile immobiliseeritud ARC seob efektiivselt Rho-kinaasi ning on vdimeline seda
rakuliisaadist kontsentreerima, tuvastades maatriksiga seondunud valke hobetatud geelis
(avaldamata andmed) vdi ROCK vastase antikehaga Western blot’il (Joonis 6B). Viike osa
ROCK-ist ei seondunud afiinsusmaatriksiga, sest ROCK-i oli moningal miiral vdimalik
detekteerida maatriksilt eemaldatud lahuses. Samuti voib moodustunud ARC-ROCK
kompleksi lugeda stabiilseks, kuna kontsentreeritud maatriksi pesuproovid ei sisaldanud Rho-

kinaasi.

Hobetamisega afiinsusmaatriksile seondunud valkude visualiseerimisel selgus, et lisaks Rho-
kinaasile seondusid ARC-iga mitmed teisedki valgud, niditeks PKA kataliiiitiline subiihik,
mida oli voimalik detekteerida ka Western blot meetodil (avaldamata andmed). PKA
kataliititiline subiihik oli vdimeline kiill sconduma ARC-iga, kuid seondumine oli ndrk ja

liihiajaline, sest suur osa seondunud valgust vabanes maatriksi pesemisel pesulahustesse.

ARC takistab aktiini tstitoskeleti moodustumist

Eelnevalt on ndidatud, et ARC kui bisubstraatne inhibiitor suudab efektiivselt maha suruda
Rho-kinaasi aktiivsust in vitro (Enkvist et al., 2006). Et kontrollida ARC-341 inhibitoorset
efekti Rho-kinaasile koekultuuris, transfekteeriti Hela rakud eelnevalt aktiin-GFP
plasmiidiga ning aktiinifiibrite kadumist vastusena ROCK aktiivsuse maha surumisele Y-
27632 vdi ARC-341 toimel vaadeldi elusrakkudes fluorestsentsmikroskoobiga. ARC-341

efekt ilmnes juba 15 min méodudes, mil kogu raku ulatuses olid detekteeritavad peenemad
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filamendid (Joonis 5, keskmine rida). Siiski ei olnud tiheski rakus ndha fiibrite tdielikku
kadumist. Y-27632 toime aktiini tsiitoskeletile oli tugevam — juba 15-minutiline to6tlus
dissotsieeris enamuse aktiini fiibritest ja médrgata oli difuusse aktiin-GFP signaali hajusalt
tsiitoplasmas ning selle koondumist perinukleaarsesse piirkonda (Joonis 5, alumine rida). Y-
27632-t66tluse puhul koondus osa aktiin-GFP-st plasmamembraani ldhedusse ning eriti just

lamellipoodidesse.

Tugevam ARC-341 efekt oli mérgatav 1-tunnilise inkubatsiooni moéddudes, kus aktiini fiibrid
veel eksisteerisid, kuid nad olid selgelt hapramad ning katkenumad (Joonis 5, keskmine rida).
Alates 1 tunnist muutusid aktiini filamendid jirjest narmendavamateks kuni enamus neist
kadus 7 tunni jooksul. ARC-341-t66tlusele omaselt toimus aktiini tsiitoskeleti
dissotsieerimine rakkude tsentraalsemas osas, samas kui kortikaalsed fiibrid olid alati olemas
ning nende intaktsust inhibiitoriga todtlemine ei mdjutanud. Perifeersed aktiini ,,kaablid”
plasmamembraani all sdilusid ka 20 uM ARC-341 korral (avaldamata andmed). 7-tunnilise
ARC-341-t66tluse moddudes kadus rakkude normaalne kuju ning nad omandasid ,,karvase”
fenotiilibi. Karvase fenotiilibi kutsus esile rohkete filopoodide esinemine ARC-341-ga

toodeldud rakkude pinnal.

Y-27632 tootlus omas tugevat efekti rakkude aktiini tsiitoskeletile juba 15 min jooksul, samas
kui rakkude poolt omandatud lamestunud morfoloogia sdilus kdikide ajapunktide jooksul. Y-
27632 puhul oli selgelt mérgata koikide, ka kortikaalsete aktiinifiibrite kadumist ning
lamellipoodide induktsiooni (Joonis 5, alumine rida). Siiski oli 7 tunni parast mérgata rakkude
morfoloogia muundumist lamellipoodiderikkast olekust jdtkeid omavateks rakkudeks.
Moodustunud jitked olid kaetud horedate lithikeste mikroogadega, kuid neid oli vihem ja nad
olid lithemad kui ARC-341-ga toddeldud rakkudes detekteeritud filopoodid. Samuti oli 7
tunni moddudes mirgata Y-27632-ga toodeldud rakkude puhul moningast rakkude

kokkutdmbumist ning rakusuuruse vihenemist.

ARC-341 oli lisaks olemasolevate aktiini fiibrite dissotsieerimisele vdimeline takistama ka
aktiini tstitoskeleti de novo teket rakkudes, kus aktiini tsiitoskelett oli eelnevalt dissotsieeritud
pikaajalise (24 tundi) seerumvabas so6tmes inkubeerimisega ning seejérel selle moodustumist
indutseeritud  liisofosfatidiitilhappega  (LPA). ARC-341-t66tlus  vdhendas  oluliselt
aktiinifilamentide arvu ning jamedust, kuid ithendi toime ei olnud nii tugev kui Y-27632

korral. Y-27632-t60deldud rakkudega samavéirse efekti saavutamiseks oli vaja kasutada
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kdrgemat ARC-341 kontsentratsiooni. ARC-341 blokeeris aktiini tsiitoskeleti moodustumise
20 uM kontsentratsiooni juures, andes analoogsed tulemused 10 uM Y-27632-ga (avaldamata

andmed).

LD T h efIM DI

ARC-341

T-27632

Joonis 5. ARC-341 ja Y-27632 toime aktiini tsttoskeletile.

HeLa rakud transfekteeriti aktiin-GFP-d ekspresseeriva plasmiidiga ning t66deldi seejarel 10 uM
ARC-341 vdi Y-27632-ga temperatuuril 37 °C 15 minutit, 1 tund vdi 7 tundi. Aktiinifiibrite
dissotsieerumine oli ndhtav mdlema Rho-kinaasi inhibiitori puhul, kuigi Y-27632 oli mérgatavalt
tugevama toimega. Lisaks sellele indutseeris Y-27632-t06tlus rohkete lamellipoodide (ja jatkete)
tekke ning aktiini koondumise nendesse struktuuridesse. ARC-341 pohjustas lithemaaegsetel
inkubatsioonidel aktiinifiibrite narmendamist, pikematel aga tsentraalsete filamentide kadumise
ning arvukate filopoodide (ja “karvase” fenotiiiibi) tekke. 7 tundi seerumivabas keskkonnas
kasvanud (7 h sfIMDM) rakude aktiinifiibrid olid peenemad kui toétlemata rakkudes, kuid
sdilunud olid nii tsentraalsed kui kortikaalsed filamendid. M66t16ik 50 pm.
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Klorokviin tugevdab ARC-341 inhibitoorset efekti

ARC-i rakkudesse sisenemise katsetes selgus, et klorokviin tdstab ARC-343 kontsentratsiooni
tsiitoplasmas, mistdttu kontrollisime klorokviini vdimet tugevdada ARC-341 inhibitoorset
moju aktiini tsiitoskeletile rakkudes, mis ekspresseerisid aktiin-GFP valku. 15-minutiline
inkubatsioon 10 uM ARC-341-ga koos klorokviiniga kaotas enamuse aktiinifiibritest ning
jérelejddnud tsiitoskelett narmendas tugevalt (Joonis 6A). Lisaks olid osad rakud kaotanud
ARC-341-to6tlusele omase kortikaalse aktiini ning rakkudele, kus oli mérgata suurimat
inhibitoorset efekti, oli moodustunud hulganisti pikki filopoode. Leidus ka rakke, millele
klorokviin ei olnud koos ARC-341-ga suurenenud efekti andnud, mistottu nende aktiinifiibrid
olid ndhtavad, kuigi peenemad ning meenutasid ainult ARC-341-ga toddeldud rakke. 30
minuti méddudes sarnanesid rakud enamasti Y-27632-t66deldud rakkudega, olles kaotanud
kogu oma aktiini tsiitoskeleti ning omasid moningal méiéral neile tiiiipilisi lamellipoode
plasmamembraani all (Joonis 6A). Aktiin-GFP lokaliseerus difuusselt tsiitoplasmas, olles
moningal mééral koondunud lamellipoodidesse, ning pikad ohtrad filopoodid olid asendunud
liithemate mikroogadega. 1-tunnilise inkubatsiooni jérel sarnanesid rakud samuti Y-27632-
toodeldud rakkudega, kuid nende plasmamembraanil oli rohkem mikroogasid ning vihem
lamellipoode. Kuigi klorokviini koostoimel muutis ARC-341 rakud sarnaseks Y-27632-
toodeldud rakkudele, ei leidunud ARC-341 korral rakke, mille pinnal oleksid eksisteerinud
jétked (isegi pikaajalisema inkubatsiooni jirel). Y-27632 toimele ei avaldanud klorokviin aga

mitte mingit efekti (avaldamata andmed).
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Joonis 6. (A) Klorokviinitottlus tugevdab ARC-i inhibitoorset efekti.

Aktiin-GFP plasmiidiga transfekteeritud HeLa rakke inkubeeriti 10 uM ARC-341-ga koos 100
uM klorokviiniga 37 °C juures 15, 30 vdi 60 minutit. Enamus rakkudes olevaid fiibreid kadus
juba 15-minutilise todtluse jarel, alates 30 minutist dissotsieerusid ka kortikaalsed fiibrid ja rakud
sarnanesid Y-27632-ga toddeldud rakkudele. Samas esines ARC-341 ja klorokviini koostoimel
rohkem mikroogasid ning Y-27632-to6tlusele omaseid jétkeid ei moodustunud. Mootldik 50 pm.
(B) ARC-agaroosi maatriks (ARC-342) seob efektiivselt ja tugevalt Rho-kinaasi.

HeLa rakuliisaati inkubeeriti 1 tund ARC-agaroosiga 4 °C juures. Enamus Rho-kinaaasi seondus
afiinsusmaatriksile (rada 1) ning ainult vdike osa ROCK-ist ei olnud vdimeline 1 tunni jooksul
maatriksile kinnituma (rada 2). Moodustunud ARC-ROCK kompleks oli tugev ja stabiilne, sest
afiinsusmaatriksi pesemisel ei eraldunud kinaasi pesulahustesse (rada 3, esimene pesulahus; rada
4, viies pesulahus).

(C) ARC-341 pdhjustab aktiinifiibrite dissotsieerimist oligomeerideks efektiivsemalt kui Y-
27632.

HeLa rakke inkubeeriti 20 uM ARC-341 vdi Y-27632-ga 37 °C juures 15, 30 minutit, 1 voi 7
tundi, toddeldi seejdrel Triton X-100-ga, et muuta rakumembraan osaliselt l1dbilaskvaks ning
soodustada lithemate aktiini fragmentide lekkimist rakkudest vélja. ARC-341-t66tlus produtseerib
rohkem aktiini oligomeere ning erinevalt Y-27632-st, suudab dissotsieerimisefekti séilitada ka
pikemaajaliselt.

ARC-341 pbhjustab aktiinifiibrite dissotsieerimist oligomeerideks efektiivsemalt kui Y-
27632
Kuigi aktiinifiibrite dissotsieerimisel andis ARC-341 ndrgema efekti kui Y-27632, hinnati
molema inhibiitori toimel tekkinud monomeerse aktiini hulka Western blot analiiiisiga.
Selleks toodeldi rakke 20 uM ARC-341 vdi Y-27632-ga 15 min, 30 min, 1 tund v&i 7 tundi
ning inkubeeriti Triton X-100-ga, et muuta rakumembraan auklikuks. Plasmamembraanis

olevatest aukudes véljuvad rakkudest lithemad aktiini fragmendid, samas kui pikemad ning
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plasmamembraaniga seotud tsiitoskeleti fragmendid sealt 1dbi ei mahu. Ekstratsellulaarsesse

keskkonda kogunenud aktiini hulka kvantifitseeriti Western blot’il.

Olenemata sellest, et ARC-341 omas aktiini tsiitoskeleti lagunemisele mérksa véiksemat
efekti, oli 20 uM ARC-341-ga inkubeerimise jérel selgelt ndha suuremat hulka lithikesi aktiini
oligomeere kui Y-27632-ga toodeldud rakkudes. Kirjeldatud efekti oli mérgatav juba 15
minuti jirel, kuid tendents séilus kuni 7 tunnise inkubatsiooniaja 16puni (Joonis 6C). Mdlema
inhibiitori korral oli ndha ajas suurenevat aktiini monomeriseerimise vdimet, mis joudis
maksimumpunktini 30 minuti pérast ning piisis 7 tunnini. Siiski, Y-27632 efekt vdhenes
oluliselt pikemaajalise inkubatsiooni (7 tunni) kiigus, kuid ARC-341 suutis efektiivselt

sdilitada korge aktiini dissotsieerimise aktiivsuse ka 7 tunni méodudes.

Y-27632- ning ARC-341-t66tlus muudavad rakud liikuvaks

Rho-kinaaside osalust rakuliikumises on ndidatud mitme grupi poolt (Shiokawa et al., 2002;
Koga et al., 2006), siiski pole tdicliku konsensuseni joutud, kas ROCK-i inhibeerimine
soodustab voi pirsib rakkude liikumist. Rakkude morfoloogia ja kuju vaatlemisel aktiini
tsiitoskeleti dissotsieerimisel oli selge, et Y-27632-t66tlus muudab rakud lamedamaks ning
soodustab litkumise alustamiseks vajalike lamellipoodide tekkimist plasmamembraanile. Et
kontrollida kasutatud Rho-kinaaside toimet rakkude migratsioonile, viidi 14dbi ,haava
paranemise” katse, kus 100% konfluentsesse rakukultuuri tekitati pipetiotsikuga ,,haav”, mille
laiust moddeti enne (0O-tunniline td6tlus) ja pirast 4- ja 9-tunnilist inkubatsiooni Y-27632 voi
ARC-341-ga. Mbdlema inhibiitori juuresolekul vdhenes haava laius soltuvalt
inkubatsiooniajast ning oli maérgata rakkude migratsiooni aktiivsuse jérkjargulist tousu
pikenevate tootlusperioodide puhul (Joonis 7A). ARC-341-todtlusega toimus tugevam
,haava” paranemine 4 tunni jooksul (kus haava esialgsest laiusest oli jérel ligi 80-85%),
samas kui 9-tunniline inkubatsioon kiill vihendas veelgi ,.haava” laiust, kuid muutus oli
vidiksem. ARC-341 puhul oli lisaks ajalisele soltuvusele ndha moningal maééral
kontsentratsioonist sdltuvat liikumise aktiveerumist, saavutades 10 uM ja 20 uM

kontsentratsiooni juures umbes 25-30%-lise ,,haava paranemise”.

Y-27632-t66tlus muutis rakud esimese 4 tunni moodudes enamvidhem sama litkuvaks kui
ARC-341 korral, kus haava laius moodustas 75-85% esialgsest moddust. Drastiline muutus
oli mérgata 9-tunnilise inkubatsiooni jdrel, kui ,,haav” oli vaid 50-60% esialgsest laiusest. Y-

27632 omas seega tugevamat ajast sdltuvat toimet rakkude mobiilsusele kui ARC-341 ning
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suutis lisaks esimesele 4 tunnile mdjuda liikumisele soodustavalt ka jargmised 5
inkubatsioonitundi. Y-27632 korral ei olnud nidha olulist kontsentratsiooni-soltuvust litkumise
kdivitamisele ning koik kasutatud Y-27632 kontsentratsioonid (5 - 20 pM) suutsid esile

kutsuda samaviirse rakkude migratsiooni taseme.

A HeLa rakkude migratsioon
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Joonis 7. (A) ARC-341 ja Y-27632 aktiveerivad rakkude liikumist.

Konfluentsesse HeLa rakukultuuri tekitati pipetiotsikuga “haav”, mille laiust moddeti enne (0
tundi) ja pérast 4- ja 9-tunnilist inkubatsiooni 5 - 20 uM ARC-341 vdi Y-27632-ga 37 °C juures.
Moélemad ihendid aktiveerisid rakkude liikumist, kuid ARC-341-indutseeritud aktiivne
migratsioon toimus pdohiliselt 4 tunni jooksul, samas kui Y-27632 korral toimus “haava
paranemine” {ihtlases tempos kuni 9 tunnini.

(B) ARC-341 ja Y-27632 ei parsi rakkude metaboolset aktiivsust.

HeLa rakke inkubeeriti 1, 3, 10 voi 30 uM ARC-341 v&i Y-27632-ga 37 °C juures 1 tund,
misjarel moddeti rakkude metaboolne aktiivsus MTT analiiiisiga. Kumbki kasutatud iihend ei
vihendanud rakkude metaboolset aktiivsust kasutatud kontsentratsioonidel vdrreldes
kontrollrakkudega.
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Kontrollrakkudel oli samuti médrgata moningast rakkude mobiilsust, kuid liikumine oli vdhene
ning ,.haava” laius muutus enamasti vaid 5-10% ulatuses. Lisaks rakkude migratsiooni
aktiivsuse madaadramisele vastusena ROCK-i inhibeerimisele, uurisime Rho-kinaasi
lokalisatsiooni liikuvates rakkudes nii immunofluorestsmikroskoopiliselt kui ekspresseerides
rakkudes ROCK-EGFP-d. Rho-kinaasi koondumist kindlatesse rakulistesse piirkondadesse
vOi kompartementidesse migratsioonil vOi ensiilimi aktiivsuse inhibeerimisel ei olnud
voimalik kasutatud vahenditega detekteerida. Hajus tsiitoplasmaatiline Rho-kinaasi signaal ei
kadunud tootluste kdigus ning sdilus ka pikemaajaliste inkubatsioonide korral (avaldamata

andmed).

Y-27632-t60deldud rakkude fokaalsed kontaktid on ndrgenenud, ARC-341-ga
inkubeeritud rakkudel on fokaalsed kontaktid tugevamad

Rakkude liitkumisega kaasneb raku lamestumine ning lamellipoodi(de) moodustumine
juhtivale otsale (Kraynov et al., 2000; Small et al., 2002). Migreerumise hetkel moodustuvad
fokaalsed kontaktid raku juhtiva otsa ning substraadi vahele. Formeeruvad fokaalsed
kontaktid on diinaamilised ning vdivad nii katkeda kui areneda kiipseteks adhesioonideks,
likkudes jérkjargult raku tagumise osa poole (Kaverina et al., 2002). Eelnevatest katsetest
selgus, et Y-27632 soodustab HeLa rakkude lamestumist, lamellipoodide moodustumist ning
rakkude migreerumist, samas kui ARC-341-t66tlus muutis rakud filopoodiderikkaks ning
mdjus migreerumise aktiveerumisele ndrgemini. Seda, kuidas vastavad inhibiitorid mdjuvad
rakulistele fokaalsetele kontaktidele ja adhesioonidele, vaadeldi
immunofluorestsentsmikroskoopiliselt, kasutades kontaktide ja adhesioonide mirkimiseks
antud struktuuridesse koondunud markereid — vastavalt fosfotiirosiinivastast voi zyxin’ivastast
antikeha. Seerumiga so0tmes kasvatatud rakkudes esinesid tugevad fokaalsed kontaktid, mis
paiknesid enamjaolt kimpudena raku plasmamembraani all v4i ldheduses. Lisaks sellele oli
paljude rakkude puhul mirgata rakkude all olevaid kontakte, mis olid kiillaltki tugevad ning
asusid sageli paralleelsete ridadena (Joonis 8, iilemine rida). Seerumivabas keskkonnas olid
paralleelsetena paiknevad fokaalsete kontaktide read kadunud, kuid mdningad hajusalt raku
all olevad iiksikute puktidena mérkunud kontaktid olid sdilinud. Tugevad fokaalsete
kontaktide kimbud plasmamembraanil olid alles jidnud ning need &éaristasid rakkude servi

nagu seerumit sisaldavas so6tmes kasvatatud rakkude puhul (Joonis 8, iilemine rida).

10 uM ARC-341 to6tlus kaotas koik rakkude all paiknevad kontaktid ning alles jdid vaid

plasmamembraani ddristavad tugevad fokaalsete kontaktide kimbud, mis olid vdrreldes
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kontrollrakkudega ndrgemad, kuid diristasid iihtlaselt kogu rakku (Joonis 8, keskmine rida).
Plasmamembraani kuju jargi hinnates, omandasid rakud veidi lamestunud ilme ning kohati oli
ndha lamellipoodidelaadsete moodustiste formeerumist. 20 uM ARC-341 soodustas
silmndhtavalt filopoodide teket ning kdik moodustunud filopoodid olid tdidetud fokaalsete
kontaktide markeri fosfotiirosiiniga (Joonis 8, keskmine rida). Tekkinud filopoodid paiknesid
plasmamembraanil kimpudena, st. nad ei paiknenud mitte hajusalt iile kogu rakumembraani,
vaid olid kogunenud kindlatesse regioonidesse. Uksikud kontaktid paiknesid ka rakupinna all,

mis enamjaolt koondusid tuumaalusesse piirkonda.

Y-27632-to6tluse puhul ei olnud mairgata kontsentratsioonist soltuvat vahet fokaalsete
kontaktide lokalisatsioonis. Enamus olemasolevaid kontakte oli vidikesed ning paiknesid
horedalt iile kogu raku ja substraadi vahelise piirkonna (Joonis 8, alumine rida). Vorreldes
kontrollrakkudega, moodustusid Y-27632-t66tluse tagajérjel oluliselt ndrgemad fokaalsed
kontaktid ning tiitipilised tugevate kontaktide kimbud olid plasmamembraanil asendunud

hajusate, punktiliste ja vaevumérgatavate fosfotiirosiini markumistega.

Fokaalsete adhesioonide muutumist ei olnud vdimalik kasutatud tootluste kdigus tuvastada
ning kdikidel juhtudel oli mirgata difuusse signaali esinemist tsiitoplasmas, mis suuremas
jaos koondus tuuma perifeersesse piirkonda (Joonis 8). Samuti ei olnud voimalik defineerida
seda, kas zyxin’ivastase antikehaga margitud fokaalsed adhesioonid paiknesid migreerumise
suuna alusel tuumast ees- vOi tagapoolses osas, jdddes vastavalt raku juhtivasse voi

mahajidvasse/jareleveetavasse alasse.

31



IMDM 4 h st IMDM

10 uM ARC-341 20 uM ARC-341

10 |M Y-27632 20 |M Y-27632

Joonis 8. ARC-341 indutseerib raku all olevate fokaalsete kontaktide, aga mitte
kortikaalsete kontaktide dissotsieerumist.

HeLa rakke inkubeeriti 4 tundi 10 vdi 20 pM ARC-341 vodi Y-27632-ga 37 °C juures ning
fokaalsed kontaktid (roheline) ja adhesioonid (punane) visualiseeriti vastavalt fosfotiirosiini ja
zyxin’ivastase antikehaga. ARC-341-t66tluse tagajérjel koondusid fokaalsed kontaktid raku alt
plasmamembraani servadesse ning filopoodide tekkimisel antud struktuuridesse. Y-27632-
tootluse tagajérjel paiknesid norgad fokaalsed kontaktid hajusalt ile kogu raku ning
kontsentreerumist kindlatesse piirkondadesse ei olnud mérgata. Fokaalsete adhesioonide signaal
oli kdikide rakkude puhul iihtlaselt difuusne, koondudes enamasti tuuma ldhedusse.
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ARC-341 ei ole rakkudele toksiline

Arginiini oligomeerid vodivad kdrgematel kontsentratsioonidel omada rakkudele toksilist
efekti (Pooga et al., 2002; Jones et al., 2005). Kuna ARC-341 sisaldab oma struktuuris 6
arginiinijadki, kontrolliti ithendi toimet rakkude metaboolsele aktiivsusele. MTT test niitas, et
I-tunniline inkubatsioon ARC-341-ga ei oma pérssivat toimet HeLLa (Joonis 7B) ega NIH3T3
(avaldamata andmed) rakkude elulemusele isegi 30 uM kontsentratsiooni juures.
Kontrollrakkudega vorreldavad tulemused saadi kdigi kasutatud iihendi kontsentratsioonide
juures. Lisaks kontrolliti ARC-341 pikaajalist mdju rakkudele, inkubeerides neid 1 tund
ithenditega ning seejirel 24 tundi seerumiga s06tmes, misjarel moddeti rakkude metaboolne
aktiivsus. Erinevused kontrollrakkudega ei olnud tuvastatavad iihegi kasutatud ARC-341
kontsentratsiooni juures ning rakkude metaboolne aktiivsus oli identne todtlemata rakkude

tasemega (avaldamata andmed).

Kuna osad penetreeruvad peptiidid on vdimelised korgematel kontsentratsioonidel
destabiliseerima plasmamembraani (Pooga et al., 2002), kontrolliti ARC-341-t66deldud
rakkude plasmamembraani terviklikkust LDH testiga. Jargides MTT testis kasutatud
katseskeemi, leiti, et ARC-341 ei destabiliseeri rakkude plasmamembraani ka 30 uM
kontsentratsiooni juures, kuna laktaadi dehiidrogenaasi (LDH) lekkimist to6deldud rakkudest

ei olnud indutseeritud (avaldamata andmed).
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ARUTELU

Proteiinkinaasid on vdtmeensiilimid enamikes rakulistes protsessides ning nende
tileekspressioon voi vale reguleerimine voib esile kutsuda erinevate tervisehdirete voi haiguste
tekkimise (Senderowicz, 2003; Michie ja Nakagawa, 2005; Anderson et al., 2006). Antud
to0s uuritud proteiinkinaasid Rho-kinaasid ehk ROCK-id osalevad aktiini tsiitoskeleti
reguleerimisel, fosforiililides mitmeid substraate. ROCK-ide aktiivsus on seega vajalik
arvukates raku elutegevuse protsessides, mille normaalseks toimimiseks on tarvis aktiini
filamentide formeerumist, regulatsiooni ning diinaamikat, niiteks rakkude kinnitumine,
litkumine, kontraktsioon voi tsiitokinees (Amano et al., 2000; Riento ja Ridley, 2003; Nelson
etal., 2004).

Kuna proteiinkinaasid méngivad tdhtsat rolli rakkude ning kogu organismi normaalse
funktsioneerimise seisukohalt, on oluline disainida ning vélja to6tada neile erinevaid
spetsiifilisi inhibiitoreid, et saavutada taas kontroll rakuprotsesside iile ning hdvitada vélja
kujunenud haiguste kolded. Ténaseni on enamuse proteiinkinaaside inhibiitorite disainimisel
voetud aluseks ATP mimikeerimise strateegia (nditeks t00s kasutatud Y-27632), et luua
konkurents kahe molekuli vahel seondumisel ensiitimi ATP-sidumistsentrisse (Ishizaki et al.,
2000; Senderowicz, 2002; Takami et al., 2004). Antud t66s uuriti ja kirjeldati uutlaadi
bisubstraatse inhibiitori ARC (adenosine-oligoarginine conjugate) voimet maha suruda Rho-
kinaaside aktiivsust, olles vOimeline seonduma ning blokeerima nii kinaasi ATP- kui
substraadi sidumissaidi. Antud pohimottel ja strateegial disainitud iihendi vdimet inhibeerida
mitmete basofiilsete kinaaside aktiivsust (nditeks ROCK, PKA, akt/PKBa jm) in vitro on
eelnevalt ndidatud dr. Uri t66grupi poolt (Enkvist et al., 2006). Kdesolevas t60s vorreldi
ARC-i toimet ning efektiivsust Rho-kinaaside aktiivsuse mahasurumisele laialdaselt kasutuses
oleva ROCK-ide inhibiitori Y-27632-ga rakukultuuris/elusates rakkudes, et saada tdpsemat

iilevaadet antud iihendite efektist rakkude aktiini tsiitoskeletile ning migratsioonile.

Antud t66s kasutatud ARC-341 peptiidne osa sisaldab 6 arginiinijadki, mis indutseerib tema
sisenemist rakkudesse. TAMRA-ga mairgitud ARC (ARC-343) sisenes efektiivselt HelLa
rakkudesse, lisaks on niidatud tema voOimet internaliseeruda ka NIH3T3 rakkudesse
(avaldamata andmed). Oligoarginiinirikaste rakku penetreeruvate peptiidide (RPP)
sisenemismehhanism ning —transport rakus on siiani veel selgusetud ja tépselt kirjeldamata.

Siiski on kirjanduses ndidatud, et oligoarginiinist koosnevad ja tugevalt laetud katioonsed
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penetreeruvad peptiidid jddvad peamiselt vesikulaarsetesse stuktuuridesse, sisenedes
rakkudesse mingi endotsiitoosiraja kaudu (Vivés et al., 2003; Futaki et al., 2004; Nakase et
al., 2004; Fotin-Mleczek et al., 2005), ning vaid osa nendest on vdimelised vesiikulitest ,,vélja
lekkima®“ (Fuchs ja Raines, 2004). ARC-343 internalisatsioon oli samuti enamjaolt
endotsiitootiline, kuna fluorestsentsmirgis koondus vesiikulitesse ning punktiline signaal
tstitoplasmas oli detekteeritav nii 30 minuti kui 2 tunni méddudes. TAMRA puhul on aga
ndidatud, et mirgis ise soodustab mingil mééral peptiidi (nditeks Tat) agregeerumist raku
pinnal ning tdstab seega kunstlikult endotsiitoosi osalust iihendi sisenemisel. Sellisel juhul
kaldub peptiid jddma I0ksu moodustunud endosoomidesse rohkem kui niiteks FITC-
mérgisega konjugeeritud kujul (Fischer et al., 2002). Tdepoolest, FITC-iga konjugeeritud 4-
arginiinijadki sisaldava ARC-iga olid tekkinud fluorestsentsmérgist sisaldavad vesiikulid
védiksemad ning translokatsiooni ldbi plasmamembraani tundus olevat rohkem (avaldamata
andmed). ARC-343 puhul oli lisaks endosoomides sisalduvale signaalile médrgata mdningast
hajusat tsiitoplasma mairkumist, mis viitab sellele, et ARC-i esines rakkudes ka
ekstravesikulaarselt. Tsiitoplasma fluorestsentssignaal viitab ka endotsiitoosist soltumatu
sisenemisraja kasutamisele rakkudesse internaliseerumisel. Endotsiitoosist sdltumatu
sisenemine vdib olla (i) vahendatud adenosiini planaarse struktuuri poolt, mis vdib pohjustada
translokatsiooni ldbi plasmamembraani ilma endotsiitootiliste vesiikulite moodustumiseta
(Derossi et al., 1994; Christiaens et al., 2004) voi (ii) indutseeritud oligoarginiini enese poolt
(Zaro ja Shen, 2003; Rothbard et al., 2004). Rakkude toGtlemine iiheaegselt ARC-343 ja
klorokviiniga suurendas ARC-i sisaldavaid vesiikuleid ning intensiivistas vesiikulitesse
koondunud signaali. Klorokviin mdjub endotsiitootiliste vesiikulite kiipsemisele, takistades
nende hapustumist (Joonis 4), mis viib vesiikulite paisumisele ning voib indutseerida varaste
endosoomide fuseerumist. Kuna ARC-i sisaldus klorokviiniga téddeldud rakkudes olevates
vesiikulites paistis olevat suurem, vdisid nende vesiikulite membraanid olla ebastabiilsemad
ning pohjustada suuremat tihendi lekkimist, nagu varemgi on kirjeldatud (Fuchs ja Raines,
2004). ARC-343 signaal oli klorokviiniga téddeldud rakkude tsiitoplasmas monevorra
tugevam, mis tdhendab, et vdhemalt osa vesiikulites 10ksus olnud ARC-ist oli suuteline
vabanema klorokviini juuresolekul. Klorokviini toimel muutus ARC-i sisaldavate vesiikulite
struktuur ning nende membraan v3is muutuda ldbilaskvamaks, mis pohjustas (i) ARC-i
lekkimist koikidest vesiikulitest voi (i1) pohjustas osade vesiikulite purunemise ja nendes
sisalduva materjali sattumise tsiitoplasmasse. Huvitav on see, et LysoSensoriga toddeldud
rakkudes suutis ka ARC ise indutseerida moningal méédral klorokviinile sarnaseid efekte, kus

endosomaalsete vesiikulite hapustumine oli moningal maiiral takistatud. See aga vodib
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tdhendada, et ARC on voimeline ise indutseerima lekkivamate vesiikulite moodustumist
rakus, mis vois olla itheks mitmest voimalusest, kuidas ARC hajusalt tsiitoplasmasse kogunes.
Mikrostistimisel selgus, et rakkude tsiitoplasmasse viidud ARC-343 lokaliseerus kdigepealt
hajusalt iile kogu tsiitosooli ning koondus seejérel tuuma ja tuumakestesse, nagu on nédidatud
mitmete teistegi tugevalt lactud katioonsete molekulide puhul (Fagerlund et al., 2002;
Moulton ja Moulton, 2004; Fabre ja Collins, 2006). Kuna mikrosiistimisel viidi ARC-343
rakkudesse Rho-kinaasi kontsentratsiooni suhtes iilehulgas, on véimalik, et tsiitoplasmasse jdi
plisima ainult see osa ARC-ist, mis oli seondunud oma sihtmirgiga ning kéivitas seal
eesmirgipdraseid efekte. ToOendoliselt liikus {ilejidnud osa inhibiitorist vastavalt oma
fitisikalis-keemilistele omadustele raku poolt juhitud transpordiraja kaudu tuumakestesse, kus

tema funktsioon ning toime on veel teadmata.

ARC-i efektiivsus siduda oma sihtmarki, Rho-kinaasi, rakkudes, tuvastati afiinsusmaatriksi
abil. Maatriksile seondunud materjali analiilisil selgus, et ARC on vdimeline tdhusalt
seondama ning kontsentreerima ROCK-i ning moodustunud kompleks kahe molekuli vahel
osutus tugevaks. Lisaks Rho-kinaasile, sidus kasutatud ARC-agaroos maatriks (ARC-342)
teisigi molekule (nditeks PKA kataliiiitilist subiihikut (avaldamata andmed)), mis vodis olla
tingitud (i) ihendi peptiidse osa tugevast positiivsest laengust ja/voi (ii) tema
adenosiinigrupist. Markimisvddrne osa rakus leiduvatest ensiliiimidest kasutab ATP-laadset
induktorit voi katioonset substraati, mistdttu on voimalik, et ARC seondub mittespetsiifiliselt
ka nende valkudega. Samas ei pruugi itihendi seondumine eelpoolmainitud omadustega
molekulidega veel pdhjustada nende aktiivsuse muutumist voi hiiritud reguleerimist. Kuna
afiinsuskromatograafia katsetes kasutati ARC-agaroos maatriksit vorreldes rakusisese Rho-
kinaasi kontsentratsiooniga mitmekordses iilehulgas, voime oletada, et enamus ROCK-i seoti
afiinsusmaatriksile (tinu korgemale afiinsusele) eelisjirjekorras. Seega, sidudes enamuse
rakuliisaadis sisalduvast Rho-kinaasist, tdidab kasutatud inhibiitor efektiivselt oma

funktsiooni ja on véimeline andma soovitud efekte ka rakulises keskkonnas.

Mitmed erinevad t66grupid on ndidanud, et Y-27632 omab toimet aktiini tsiitoskeletile, suutes
efektiivselt lagundada rakkudes olevaid aktiini filamente (Ishizaki et al., 2000; Honjo et al.,
2001; Katoh et al., 2001). Antud t66s saadud tulemused kinnitavad seda, et Y-27632 on
efektiivne Rho-kinaaside inhibiitor, dissotsieerides aktiinifiibrid juba 15-minutilise
inkubatsiooni jooksul. Y-27632 toimel inhibeeritud ROCK-i aktiivsus viis aktiini tsiitoskeleti

kadumisele ning aktiin-GFP koondumisele lamellipoodidesse, viidates Racl aktiivsuse
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prevaleerimisele. Mitmed erinevad grupid on kirjeldanud RhoA ning Racl vastastikust
reguleerimist, mistottu RhoA-st ldhtuva raja inhibeerimine soodustab Racl-raja
domineerimist ja vastupidi (Moorman et al., 1999; Rottner et al., 1999; Salhia et al., 2005).
See seletab saadud tulemusi, et ROCK-ide inhibeerimine viib Racl poolt indutseeritud
lamellipoodide tekkele ja plasmamembraani lainetamisele (membrane ruffling). Pikemaajaline
inkubatsioon Y-27632-ga pohjustas jiatkete moodustumise rakumembraanil, mis viitab aga
lilkuva fenotiilibi omandamisele (Holtje et al., 2005; Koga et al., 2006). RhoA/ROCK
signaaliraja katkestamine takistab fokaalsete adhesioonide kiipsemist ning pohjustab
mittepiisivate kontaktide prevaleerimise raku ja substraadi vahel. Nagu eelnevaltki ndidatud,
soodustas Y-27632 rakkude migreerumist, norgendades fokaalseid kontakte ja/voi kaotades
need rakkudes tdielikult ning lagundades tugevad fokaalsed kontaktid rakuédérealadelt. Kuna
kontakt substraadiga ndrgeneb ja raku juhtivale otsale moodustuvad liitkumist indutseerivad
lamellipoodid, on rakkude liikumine indutseeritud. Lisaks eelnevale oli Y-27632 puhul
mérgata moningat rakkude suuruse vdhenemist, mis vdib olla tingitud samuti fokaalsete
kontaktide ning adhesioonide ndrgenemisest, mis takistab rakkudel laiali sirutumast ning neile

omast rakukuju ning suurust omandamast.

ARC-341 mojus rakkude aktiini tsiitoskeletile teisiti ja moningal mééral ndrgemini, kuna
ndhtavad inhibitoorsed efektid aktiini tsiitoskeletile ilmnesid alates 60-minutilisest
inkubatsioonist. ARC-i madalam inhibitoorne efekt lithiajalisematel inkubatsioonidel vdib
olla tingitud asjaolust, et méirkimisvddrne osa ARC-ist paikneb siis veel alles vesikulaarsetes
struktuurides ning tema tsiitosoolne kontsentratsioon ei ole veel piisav Rho-kinaaside
aktiivsuse tdielikuks parssimiseks. ARC-341-t66tlusele omased norgad ning narmendavad
aktiinifiibrid olid detekteeritavad kuni 4 tunnilise inkubatsioonini (avaldamata andmed). 7-
tunniline ARC-341 t66tlus kaotas tdielikult enamike rakkude tsentraalsed fiibrid, kuid tugevad
kortikaalsed aktiinikaablid olid alati olemas. Teinegi mirgatav erinevus Y-27632- ja ARC-
341-to6tluse vahel oli see, et viimasega oli eelistatult indutseeritud hoopis filopoodide (mitte
lamellipoodide) teke ning rakud omandasid ,karvase” fenotiiiibi. Pikad ning arvukad
filopoodid rakkude pinnal aga viitavad signaali kandumisele Cdc42-le ning antud viikesest
GTPaasist lahtuvatele radadele (Kozma et al., 1995; Nobes ja Hall, 1995; Takai et al., 2001).
Kuna lamellipoodide moodustumine oli ARC-341-t66tluse korral vdhene ning prevaleeris
Cdc42-aktivatsioon, olid rakud vdhem valmid migreeruma ning seda nditas ka haava

paranemise katse. Samuti voib viita fokaalsete kontaktide rohkuse ning tugevuse pohjal, et
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rakud olid substraadi kiiljes jdigemalt kinni, seda just rakuidértesse ning filopoodidesse

koondunud kontaktide abil.

Klorokviin voimendas ARC-341 inhibitoorset efekti ning maédrgatavad muutused aktiini
tsiitoskelelti organiseerumises olid tuvastatavad juba 15 minuti moéddudes, kuigi kirjeldatud
toimet ei olnud voOimalik kdoikides rakkudes ndha. Klorokviin suurendas rakkude
tsiitoplasmasse joudvat ARC-i kontsentratsiooni ning tugevdas seetdttu ARC-i vOimet
seondada oma sihtmirkensiitimi, Rho-kinaasi, tsiitosoolis ja inhibeerida selle aktiivsust. ARC-
341 ning klorokviini koostoimel saavutatud efekt aktiini tsiitoskeletile tugevnes ajas kuni
rakud sarnanesid suuremas osas Y-27632-ga toodeldud rakkudega, viidates sellele, et
signaalirada kaldus Racl-induktsiooni suunas. Samas voib rakkude fenotiilibiliste omaduste
pohjal 6elda, et kuigi toimus selge Racl-st ldhtuva signaaliraja kéivitumine, ei olnud Cdc42-
rada veel tdielikult vélja lilitatud, kuna klorokviini ja ARC-iga koos toddeldud rakkudes
sdilusid arvukad, kuigi monevorra lithemad mikroogad. Lisaks voib véita, et Racl-ratta
suundumine ei olnud nii tugev kui Y-27632 korral, sest kuigi moodustusid mitmed
lamellipoodid, polnud ka pikemaajalise inkubatsiooni korral mérgata rakke, millel oleksid
moodustunud jitked ning tiiendav litkumisvdime. Lisaks eelnevale, ei omanud kontrollina
kasutatud rakku penetreeruvad peptiidid (Tat, Argy) aktiinisisaldavate struktuuride
terviklikkusele mingit toimet (avaldamata andmed), mis tdestab, et aktiini tsiitoskeleti

dissotsieerimisvoime on omane just ARC-ile, mitte tema peptiidsele motiivile.

Western blot analiiiisiga kvantifitseeritud aktiinifiibrite lagundamise voime hindamisel selgus,
et ARC-341 produtseerib mairgatavalt rohkem lithikesi aktiini oligomeere ning suudab
sdilitada kirjeldatud efekti ka pikemaajalistel tootlustel. Voimalik, et Y-27632-t66tlusega
moodustunud  aktiini  monomeerid  inkorporeeritakse = koheselt = moodustuvatesse
lamellipoodidesse, mis olid méirgatavad ka fluorestsentsmikroskoobiga tehtud kujutistel. Kuid
el saa vilistada ka olukorda, kus Y-27632 soodustab lihtsalt suuremate oligomeeride
moodustumist, mis ei olnud vdimelised kunstlikult rakkude plasmamembraani tekitatud
pooridest vilja lekkima. Seetottu vaib oletada, et ARC-341 on efektiivsem inhibiitor, olles

voimeline produtseerima suuremal hulgal liihemaid aktiini fragmente.

ARC-341 ja Y-27632 efekti Rho-kinaasi sihtmérkvalkude fosforiiiilituse tasemetele uuriti
samuti Western blot analiilisiga nii NIH3T3 kui HeLa rakkudes. Kasutatud antikehadega ei

olnud vdimalik kummagi inhibiitoriga to6tlemisel tuvastada erinevusi miiosiini kerge ahela,
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miiosiini fosfataasi ega kofiliini fosforiiiilimises vorreldes kontrollrakkudega. Sageli
pOhjustab ka véhene ensiiiimi aktiivsuse vOi valgu aktiivse vormi varieerumine olulisi
timberkorraldusi rakulistes protsessides. Seetdttu voib oletada, et kirjeldatud fenotiiiibiliste
muutuste saavutamiseks vajalik fosforiililituse tasemete muutumine ei olnud piisav selle
detekteerimiseks antud analiilisiga. Toendoliselt on antud fosfotiiiilitud valkude
kontsentratsioonide modtmiseks vaja kasutada tdpsemaid meetodeid voi spetsiifilisemaid

antikehi.

Antud t66s kirjeldatud ARC-i poolt pohjustatud norgemad efektid rakukultuuris vorreldes in
vitro tulemustega vdivad olla pohjustatud faktist, et enamus ARC-ist siseneb antud
kontsentratsioonil rakkudesse endotsiitoosi teel. Esiteks, voib limiteerivaks astmeks olla
ARC-1 vabanemine vesiikulitest, teiseks, voib endosomaalne internalisatsioon suunata iihendi
proteoliiiitilisele lagundamisele ja degradeerida inhibiitori peptiidse osa, mis vihendaks tema
afiinsust oma sihtmirgi suhtes. Uheks vdimaluseks mainitud probleemide lahendamisel on
ARC-i pegiileerimine, mis pikendab tema eluiga in vivo ning parandab tema proteoliiiitilist
stabiilsust (Viht et al., 2003), kuid lisagrupid muudavad ARC-i molekuli suuremaks ning see
vOib segada tema sisenemist rakkudesse. Teiseks vOimaluseks on D-aminohapetest koosnev
peptiid, mis suudab vastu pidada lagundavate ensiliiimide aktiivsusele, mistdttu D-

arginiinijddkidest koosneva peptiidse osaga ARC on slinteesimisel.

Kuna ARC on vdimeline efektiivselt sisenema rakkudesse ning seal siduma ja inhibeerima
Rho-kinaasi omamata toksilist mdju rakkude metaboolsele aktiivsusele, on selge, et kasutatud
bisubstraatne strateegia on rakendatav teistegi proteiinkinaaside inhibiitorite disainimisel ja

viljatodtamisel.
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KOKKUVOTE

Rakuliste protsesside korrektseks toimimiseks on vajalik erinevate proteiinkinaaside tépset
regulatsiooni. Uheks oluliseks proteiinkinaasiks, mis vastutab raku normaalseks
elutegevuseks vaja minema aktiini tsiitoskeleti moodustumise ning timberkorraldamise eest,
on Rho-kinaas. Rho-kinaasi signaalirada kutsub nii otseselt kui kaudselt esile aktiinifiibrite
koostises oleva miiosiini kerge ahela fosforiililitusastme tdusu, tugevdades olemasolevaid
fiibreid ning pdhjustades sile-, siidame- ja mittelihasrakkudes kontraktsiooni. RhoA-ROCK
raja ileaktiveerumine vOib pohjustada erinevate haiguste (nditeks slidamelihaste voi
vaskulaarsete silelihaste hiiperkontraktsiooni) teket. Rho-kinaasi aktiivsust on voimalik maha
suruda siinteetiliste inhibiitoritega (nditeks Y-27632), kuid korgema spetsiifika ning

afiinsusega inhibiitorite vélja tddtamine on vajalik paremate tulemuste saavutamiseks.

Antud t60s kasutatud Rho-kinaasi inhibiitori adenosiin-oligoarginiini konjugaadi (ARC)
disainimisel on ldhtutud pdhimdttest, et {ihend oleks vdimaline seonduma ja blokeerima
kinaasil nii ATP- kui substraadisidumise tsentri. Kuna in vitro oli ARC efektiivsem inhibiitor

Rho-kinaasile kui Y-27632, oli oluline kontrollida iihendi toimet rakulises keskkonnas.

ARC sisenes rakkudesse juba 30 minuti jooksul, polnud kasutatud rakkudele toksiline ning
sidus efektiivselt Rho-kinaasi rakuliisaadist, tOestades itihendi kasutamisvoimalusi ka
véljaspool In vitro tingimusi. ARC-iga saavutati mérgatavad efektid rakkude aktiini
tsiitoskeletile 60 minutist 7 tunnini, samas kui Y-27632 t66tlus mojus juba alates 15 minutist
ning toime piisis 7 tunnini. Klorokviin tdstis ARC-i tsiitosoolset kontsentratsiooni ja tagas
aktiinifiibrite efektiivse dissotsiatsiooni. Kuigi Y-27632 oli visuaalselt aktiini tsiitoskeleti
moodustumisele tugevam inhibiitor, suutis ARC produtseerida suuremas hulgas lithemaid
aktiini oligomeere ning siilitada oma tugevat inhibitoorset efekti ka 7 tunni moddudes.
Modlema inhibiitori to6tlus suurendas rakkude migreerumisaktiivsust, kuid ARC-i korral
toimus valdav enamus aktiivsest rakulitkumisest esimese 4 tunni jooskul, samas kui Y-27632-
indutseeritud litkumine toimus ka pikemaajaliselt. Y-27632-t06tlusega saavutatud aktiivne
rakkude liikumine véljendus ka fokaalsete kontaktide ndrgenemise ja kadumisena, mis ARC-i
korral ei olnud nii prevaleeriv tendents. Voimalik, et ARC-i rakusisene toime on parsitud tdnu
tthendi sisenemisele jirgnevale suunamisele liisosoomidesse ning seal toimuvale
proteoliiiitilisele lagundamisele, mistdttu on vajalik uurida ka D-arginiinidest koosneva ARC-i

efekte rakukultuuris. Siiski vOib eelneva pdohjal jareldada, et ARC on efektiivne Rho-

40



kinaaside inhibiitor, mistdttu kasutatud bisubstraatne strateegia vOib osutuda sobivaks

mudeliks korgema afiinsusega inhibiitorite disainimisel erinevatele proteiinkinaasidele.
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BISUBSTRATE INHIBITOR ARC EFFECTIVELY MODULATES THE RHO
KINASE/(ROCK)-PATHWAY IN CELL CULTURE

Helin Réagel

SUMMARY

Aberrant regulation of protein kinases impairs normal cellular functioning and may lead to
disease. The protein kinase involved in the complex regulation of the dynamics of the actin
cytoskeleton, Rho-kinase (ROCK), phosphorylates various substrates (e.g., MLC, myosin
phosphatase), causing both directly and indirectly the elevation in MLC phosphorylation and
the formation of actin fibers and tension inside cells. Hyperactivation of RhoA-ROCK
pathway may cause hypertension and cardiovascular disorders. Thus, the design of highly
specific protein kinase inhibitors is of the highest importance. A currently widely used ROCK
inhibitor Y-27632 (mimicing and competing with ATP) is efficient in modifying the activity
of the kinase, although creation of inhibitors with higher degree of affinity and specificity has

been found to be necessary.

A novel bisubstrate inhibition approach was used in designing adenosine-oligoarginine
conjugate (ARC), which is capable of binding and blocking both ATP and substrate binding
pockets on the kinase giving better results in inhibiting ROCK’s activity in vitro as compared
to Y-27632. Therefore, it was essential to investigate the performance of ARC in cellular

environment.

ARC entered the cells already after 30 minutes, showed no sign of cytotoxicity and was able
to efficiently pull down Rho-kinase from cell lysates, proving its applicability outside in vitro
experiments. Apparent effect of ARC on the actin cytoskeleton was achieved after 60 min up
to 7 hours, while Y-27632-treatment affected the stability of the actin fibers starting from 15
minutes and visible effects persisted for 7 hours. Chloroquine increased the cytoplasmic
concentration of ARC and yielded in efficient dissociation of actin cables. Despite Y-27632
being visibly stronger inhibitor than ARC, the latter was more capable of producing short
actin oligomers and maintaining the established effect even after 7 hours of treatment.
Additionally, both inhibitors increased the migration activity of cells, although most of the

motility seen with ARC was detected during first 4 hours as compared to Y-27632, which
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induced also longterm migration. The active migration of Y-27632-treated cells was also
reflected in weakening and loss of focal contacts, which was not prevaling in ARC-treated
cells. It is reasonable to suggest that the reduced intracellular effects of ARC are caused by
directing of internalized ARC to lysosomal vesicles, where it is prone to be proteolytically
digested. Thus, the cellular effects of D-arginine containing ARC needs to be assessed. We
may conclude based on our results that ARC is a specific inhibitor of ROCK and the proposed
bisubstrate strategy could be a useful lead in designing novel highly specific inhibitors for

different protein kinases.
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