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Kasutatud luhendid

5-TAMRA — 5-karboksutetrametutlrodamiin

ACN — Atsetonitriil

AGC - proteiinkinaaside A, G ja C perekondade rihm.

Ahx — Aminoheksaanhape

AKAP — A-kinaasi ankurvalgud

Ala — Alaniin

AMTH — 5-(2-aminopdrimidiin-4-al)-tiofeen-2-karbokstitlhape
Anti-PKAC, — Proteiinkinaas A o kataliiiitilise alatihiku spetsiifiline antikeha

ARC — Adenosiini analoogist ja arginiine sisaldavast peptiidist koosnev molekul, kasutatakse
Asko Uri toorihmas sunteesitud ainete nimetamisel

Arg — Arginiin

ARV — Arvinas (firma nimi)

ATP — Adenosiintrifosfaat

Boc — Tert-buttitilokstikarboniul

CAMP — Tsikliline adenosiinmonofosfaat
clAP — Apoptoosi inhibiitor

CL1 - Cereblon ligand 1, 2-[[2-(2,6-diokso-3-piperidiniil)-2,3-dihiidro-1,3-diokso-1h-
isoindool-4-iil]oksu]-etaanhape, PROTAC-uhendites kasutatav ligand

CRBN — Cereblon

CRL - Cullin-Ring Ligase

DAD — Dioodrividetektor

DCM - Diklorometaan

DIPEA — Diisopropuuletutlamiin

DMEM - Dulbecco modifitseeritud Eagle’i s6dde (ingl. k Dulbecco's Modified Eagle Medium)
DMF — N,N-dimetttlformamiid

DMSO — Dimettulsulfoksiid

DTT - Ditiotreitool

El — Elektronionisatsioon

ES — Elektrosprei



FA — Fluorestsentsanisotroopia

FDA — Ameerika Uhendriikide Toidu- ja Ravimiamet

Fmoc — Fluorenuulmetutlokstkarbontul

FP — Fluorestsentspolarisatsioon

GTP — Guanosiintrifosfaat

H9 - N-(2-Aminoetiul)-5-isokinoliinsulfoonamiid

HBTU — O-bensotriasool-N,N,N',N'-tetramettiul-uroonium-heksafluorofosfaat
HECT — Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus, Ubikvitiini ligaasi domeen
HelLa — Emakakaelavahi rakuliin

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

HOBt — Hudrokstibensiotriasool

HPLC — Kdorgefektiivne vedelikkromatograafia

ICs0 — Kontsentratsioon, mille juures toimub pool maksimaalsest inhibeerimisest
IV-Dde — 1-(4,4-dimetliul-2,6-dioksotstikloheksttlideen)-etul

Ko — Enstitimi ja inhibiitori vahelise kompleksi dissotsiatsioonikonstant

LCMS — Vedelikkromatograafia massispektromeetria

Lys — Lisiin

MBHA — Metuulbensthudratlamiin

MS — Massispektromeetria

NMM — N-mettialmorfoliin

PC3 - Inimese eesnaarmevahi rakuliin

Pbf — 2,2,4,6,7-pentametuldihidrobensofuraan-5-sulfoniiul

PK — Proteiinkinaas

PKA — Proteiinkinaas A

PKAcC, — Proteiinkinaas A a kataliilitiline alatihik

PRKACA - Proteiinkinaas A-d kodeeriv geen

PROTAC — proteoliisi suunav kimaartuhend (ingl. k. PROteolysis TArgeting Chimera)
PVDF — Poluvintuldieenfluoriid

SDS-PAGE - Naatriumdodetsudlsulfaat-poltakritlamiid geelelektroforees (ingl. k. sodium

dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis)
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SNAR — Nukleofiilne asendusreaktsioon aromaatses tuumas
TBME — Tert-bututlmettdleeter

TFA — Trifluoroatsetaat

TGL — Aeglahutusega luminestsents

THF — Tetrahtdrofuraan

TIPS — Triisopropudlsilaan

TMR — Tuumamagnetresonantsspektroskoopia

TMS — Tetramettdlsilaan

UIM — Ubikvitiiniga interakteeruv piirkond (ingl. k. Ubiquitin-interacting motif)
UV-Vis — Ultraviolett-ndhtav

VHL — von Hippel-Lindau E3 ubikvitiini ligaas

WB — Immunoloogiline kapillaartilekanne (inglise keeles western blot)



1. Sissejuhatus

Viimase kahekiimne aasta jooksul [1] on potentsiaalsete terapeutiliste omadustega Uhendite
hulka liitunud proteolidsi sihtivad kimaariihendid (PROTAC). PROTAC-id on bifunktsionaalsed
uhendid, mis koosnevad sihtmarkvalguga interakteeruvast ligandist, linkerist ning ubikvitiini E3
ligaasiga interakteeruvast ligandist. Praeguseks on jéudnud kolmanda faasi Kliiniliste uuringuteni
kaks PROTAC-it, ARV-110 ja ARV-471, mis on ravimikandidaadid vastavalt eesnadrmevahile
ja rinnavahile [2,3]. Nende Uhendite edu v@ib olla aluseks ka teiste haiguste vastaste ravimite

vélja tootamiseks.

Antud to6s on sihtmargiks tsiklilise adenosiin monofosfaadi (CAMP) signaaliratta kuuluv
proteiinkinaas A (PKA), mis on (ks enim uuritud proteiinkinaase [4]. T60 eesmark on
valmistada thend, mis oleks v@imeline suunama rakusisest PKA proteolidsi. To6tavat Ghendit
oleks vdimalik tulevikus kasutada biokeemilistes uuringutes vdi mudeliihendina uute ARC-idel
pohinevate PROTAC-ide valmistamisel, mis degradeeriks ravimiarenduse seisukohast

aktuaalsemaid proteiinkinaase.

Toos kasutatakse PROTAC-i ehitusklotsina E3 ligaasi cereblon-i retseptoriga (CRBN)
interakteeruvaid talidomiidi derivaate. Siinteesitavate Uhendite pdhjana kasutatakse erinevaid
ARC-tulpi thendeid, mida on varasemalt Asko Uri t60riihmas kasutatud.

To66 raames kasutati PROTAC-ide siinteesiks peamiselt tahkel kandjal siinteesi. Uhendite puhtus
ja struktuur maarati vedelikkromatograafia ja massispektromeetriaga, Uhendeid puhastati
preparatiivse kromatograafiaga. Produktide kontsentratsioonid madrati UV-Vis neeldumiste
pohjal.  Sunteesitud  Ghendite  PKA  afiinsuse  sihtmarkvalgu  suhtes  madrati
fluorestsentsanisotroopia modtmise teel. Slnteesitud Uhendite proteoltlsi suunamise v@imekust
maarati rakukatsetega, valgu kogust thenditega tdotlemise jarel hinnati selektiivset antikeha

kasutava western blot meetodiga.



2. Kirjanduse tlevaade

2.1 Ubikvitiin-proteasoomi rada

Ubikvitiin-proteasoomi rada on rakusisest proteoliiisi reguleeriv siisteem, mis koosneb kahest
pohietapist. Esimene on mitme ubikvitiini kovalentne sidumine (ubikvitintilimine)
sihtmérkvalguga ja teine on ubikvitinidlitud valgu degradeerimine 26S proteasoomi kompleksis,
kus vabanevad valgu kilge kinnitunud ubikvitiinid ja degradeeritud valgu aminohappejaagid
peptiididena (Joonis 1). Vabanenud ubikvitiine on vdimalik seejarel uuesti kasutada proteoluusi
algatamiseks. Ubikvitiin on 76-st aminohappejaagist koosnev valk. Selle aktiveerimine viiakse
labi E1 enstiimis, milles ubikvitiini C-terminaal asendatakse tioestriga. Aktiveeritud ubikvitiin
on suunatud E3-ligaasi kilge labi E2 enstiumi, mida kutsutakse ubikvitiini konjugeerivaks
ensttmiks. E3 kuulub ubikvitiin-valgu ligaaside alla. Labi E3 ligaasi seotakse ubikvitiin
kovalentselt valgus asuva lusiini kdrvalahela aminoriihmaga. Pdarast esimese ubikvitiini
kinnitumist valgu kiilge seonduvad jargnevad ubikvitiinid eelneva ubikvitiini ltsiini kdrvalahela
aminoriihmaga. Protsess kordub, kuni sihtmérkvalk on tuvastatav proteasoomi kompleksi poolt.
Valgu kiljes olevad ubikvitiinid seotakse proteasoomi C-terminaalil asuva ubikvitiiniga
interakteeruva piirkonnaga (ingl. k. ubiquitin-interacting motif). Kui degradeeritav valk on
positsioonis, kus proteasoom saab otseselt interakteeruda sihtmarkvalguga, algab proteoliius.
[5.6]
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Joonis 1. Ubikvitiin-proteasoomi rada illustreeriv skeem. [7]



2.2 Proteiinkinaasid

Proteiinkinaasid (PK) on enstiimide Kklass, mis kataltsivad adenosiintrifosfaadi (ATP) ja
guanosiintrifosfaadi (GTP) vy-fosfaatrihma Ulekannet sihtmarkvalgule (substraadile) [8].
Fosfortilrihm viiakse aminohappele, mille kérvalahelas leidub hidroksutlrihm. Fosforilitava
aminohappe pdhjal jagunevad proteiinkinaasid tirosiini (1,8% PK-dest), treoniini (11,8% PK-
dest) ja seriini (85% PK-dest) kinaasideks [9].

PK domeen on PK struktuuriosa, mis teostab ensumaatilise fosforlilimise. Domeeni kuuluvad
ATP-d siduv sait ja substraati siduv sait. Aktiveeritud kinaasile on v@8imalik nii ATP-I kui
substraadil siduda, vdimaldades fosfortllimist. Substraadi spetsiifilisuse maarab domeeni
struktuur, mis véimaldab vaid kindla struktuuriga substraate fosfortilida [10]. Inimese kinoom
koosneb 538st proteiinkinaasist [11], mis jagunevad domeeni struktuuri pohjal kaheksasse
suuremasse alagruppi: TK (Tyrosine Kinase), TKL (Tyrosine Kinase Like), STE (homologs of
yeast Sterile 7, Sterile 11, Sterile 20 kinases), CK1 (Casein Kinase 1), AGC (PKA, PKG, PKC),
CAMK (Calcium / calmodulin-dependent Kinases), CMGC (Cyclin-dependant kinases) ja RGC

(receptor guanylate cyclase) [12].

2.3 Proteiinkinaas A

Proteiinkinaas A on AGC gruppi kuuluv seriini/treoniini proteiinkinaas. Rakus esineb PKA
neljast alatihikust koosneva inaktiivse holoensiiimina, millel on kaks regulatoorset (R) ja kaks
kataltiatilist (PKAc) alalihikut [13,14]. Kinaasi aktiivsus on séltuv tsuklilise AMP (CAMP)
olemasolust — kinaas aktiveerub cAMP juuresolekul (Joonis 2). cAMP seondub PKA
regulatoorse alathikuga, mille kaigus valgu konformatsioon muutub ning Kkataltitilised
alathikud vabanevad ja saavad fosforlilida signaalraja jargmisi  valke. PKA
aktivatsioonimehhanismis mangivad olulist rolli A-kinaaside ankurvalgud (AKAP), millega
seonduvad PKA regulatoorsed alauhikud. Ankurvalgud véimaldavad luua Kklastreid teiste
enstiiimidega. [4]

PKA Kkataltutiline alauhik alfa (C,) on PKAc isovorm, mis on kodeeritud PRKACA geeni
pohjal. PKAc, mass on kokku 40 kDa ning omab inimkehas kolme isovormi: C,1, C,2 ja C,3.

Nendest on ule inimkeha levinuim C,1 isovorm, mis koosneb 351 aminohappejaégist. [4]



Joonis 2. PKA katalttilise alavormi aktiveerimismehhanism [4]

cAMP signaalraja defektidega on seotud mitmed haigused, néiteks koronaararterite haigus ja
kardiomUopaatia. PKAc, mutatsioonid ja dereguleerimine on seotud mitmete haigustega,
sealhulgas ka kasvajate tekkega. [4,15]

2.4 Proteiinkinaaside inhibiitorid

Inhibiitor on Uhend, mis vahendab enstimi aktiivsust. Enstumi inhibiitorid jagunevad
poorduvateks ja poordumatuteks inhibiitoriteks. Podrduvad inhibiitorid jagunevad omakorda
konkureerivateks, mittekonkureerivateks, ebakonkureerivateks ja segakonkureerivateks
inhibiitoriteks. Enstiim saab korraga aktiivtsentris siduda kas substraati, mille kdigus tekib
ensliim-substraat (ES) kompleks, voi inhibiitorit, millega tekib enstium-inhibiitor (EI) kompleks.
Konkureerival inhibeerimisel seondub inhibiitor ensulimi aktiivtsentriga, takistades substraadi
ligipdasu aktiivtsentrile. Selle mehhanismiga aeglustatakse ensiumreaktsiooni, vahendades

aktiivse ensliimi kontsentratsiooni. [16]

Proteiinkinaaside regulatsiooniga seotud héired, nditeks Uleekspresseerimine ja mutatsioonid, on
seotud mitmete haiguste tekkega, mistdttu on proteiinkinaasid muutunud ravimiarenduses
oluliseks sihtmargiks. Esimene proteiinkinaasi inhibiitorina FDA poolt kinnitatud ravim oli
2001. aastal kinnitatud imatinib, mida kasutatakse kroonilise mieloidse leukeemia ravimiseks.
Tagantjarele teadmine on, et esimene madalmolekulaarne proteiinkinaasi inhibiitor, mis ravimina
kasutusele voeti, oli imetajate rapamiitsiini sintmérk (mTOR) kinaasi inhibiitor rabamtsiin, mis
sai 1999. aastal FDA poolt kasutusloa [17]. 2025. aasta alguse seisuga on FDA poolt kasutusloa

saanud 85 madalmolekulaarset proteiinkinaasi inhibiitorit. [17]
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2.5 Proteolitsi suunavad kimaarihendid (PROTAC-id)

Uhe alternatiivse lahenemisena inhibiitoritele on hakatud vilja t66tama valgu proteoliisi
suunavaid Uhendeid (PROTAC-eid). Esimest korda kirjeldas PROTAC-i toimemehhanismi
Sakamoto aastal 2001 [1]. PROTAC on alternatiivne meetod valkude aktiivsuse vahendamiseks,
erinevalt klassikalistest inhibiitoritest suunavad PROTAC-id sihtmérkvalgu rakusisesele
proteolulsile. PROTAC koosneb kolmest osast: sihtmarkvalgule kinnituvast osast (nt. ATP-

konkurentne ligand), linkerist ja E3 ubikvitiini ligaasile kinnituvast osast [18].

Hetkeseisuga on parimad potentsiaalsed PROTAC-id joudnud kolmanda faasi Kkliiniliste
uuringuteni. [19]. Sinna kuuluvad ARV-110 ja ARV-471, mis on ravimikandidaadid vastavalt
eesndarmevéhile (androgeeniretseptori PROTAC) ja rinnavahile (6strogeeniretseptori PROTAC)
[14]. Varasemalt ei ole veel valja téotatud PKA ATP-taskuga seonduvat PROTAC-it. Ainus
avaldatud PKA-d sihtiv PROTAC on suhteliselt suure molekulmassiga ristseotud peptiid (stapled
protein). [20]

PROTAC-ide tdomehhanism seisneb ubikvitiin-proteasoomi raja kataludtilisel suunamisel —
PROTAC-i sihtmarkvalguga seonduv ligand ja E3 ligaasi ligand interakteeruvad vastavalt
sihtmérkvalgu ja E3 ligaasiga, luues valk-PROTAC-valk kompleksi, kus E3 ligaas ubikvitintdlib
sintmérkvalku l&bi E2 ja E1 ligaaside, millele jargneb valgu proteoliiis 26S proteasoomis.
Proteolliusi kaigus vabaneb ka PROTAC ise, ehk sisuliselt on tegu katalutilise protsessiga ja
uhe PROTAC-i molekuliga on teoreetiliselt voimalik proteoliiiisi suunata mitmeid sihtmérkvalgu
molekule (Joonis 3. PROTAC-i toimemehhanism. POl — sihtmérkvalk, Ub — ubikvitiin [21].
[1,18,21]. Eelis antud mehhanismi puhul klassikaliste ,,aktiivtsentrit okupeerivate* inhibiitoritega
vOrreldes on PROTAC-i siindmuspdhine interakteerumine, mille k&igus k&itub PROTAC
katallisaatorina, vdimaldades Uhendil efektiivne olla isegi vidga madalate kontsentratsioonide
juures [22].
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Joonis 3. PROTAC-i toimemehhanism. POI — sihtmérkvalk, Ub — ubikvitiin [21]

Inimkehas leidub ligikaudu 600 erinevat E3 ligaasi, mis jagunevad nelja kategooriasse — HECT,
RING-finger, U-box ja PHD-finger. Nendest suurim kategooria on RING-finger, mis jaguneb
CRL (Cullin-RING Ligase) ja mitte-CRL-ideks. [23]. E3 ligaasidest on PROTAC-ide
arendamisel pohilisteks sihtmarkideks Cereblon (CRBN), von Hippel-Lindau (VHL) ja
apoptoosi inhibiitorid (clAP) (Joonis 4). Antud ligaasidel leiduvad madala molekulmassiga
ligandid, mis on kasutusel enamuse uute PROTAC-ide arendamisel. Nende seast on suurimat
kasutust leidnud CRBN, millega interakteeruvaid ligande on seni kasutatud ligikaudu 60%
stnteesitud PROTAC-ides. Laialdase kasutuse pdhjuseks on valguga siduvate ligandide

stabiilsus ja kasutuse lihtsus — enamus CRBN ligande on talidomiidi derivaadid [24].

Joonis 4. E3 ligaasi ligandid. Vasakult paremale: CRBN ligand 1 (CAS Nr. 1061605-21-7), VHL ligand VH32 (CAS Nr.
1448188-62-2), clAP ligand 1 (CAS Nr. 2095244-42-9)
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PROTAC-ide kujundamises méangib olulist rolli E3 ligaasi ja sihtméarkvalgu vaheline linker
(Joonis 5), mis maarab Uhendi jaikuse ja valkude vahelise kauguse. Linkeri disainimisel peab
arvestama sihtmaérkvalk-ligand kompleksi kujuga, et vdimaldada sihtméarkvalgus asuva lisiini
kdrvalahela ubikvitinutlimist. Linkeriga on vdimalik mdjutada nii PROTAC-i lahustuvust,

rakumembraani labitavust kui ka Gihendi stabiilsust organismis [22].

ok oot =1 100 FOF KO

Joonis 5. PROTAC-ide linkerites enimkasutatud struktuurielemendid. Vasakult paremale: alkiil, poluetiileengliikool, alkidn,
triasool, piperasiin, piperidiin

2.6 Fluorestsentsanisotroopia
Fluorestsentsanisotroopia (FA) on meetod biokeemias, kus kasutatakse polariseeritud valgust
fluorofooride omaduste mé&&ramiseks. Meetodis kiiritatakse proovi polariseeritud valgusvooga,
mis ergastab fluorofoore. Fluorofoorid, mille Glemineku dipoolmomendi nurk on polariseeritud
valguse suuna suhtes vaike, ergastuvad kergemini. Vélja kiirguva valguse polarisatsioon séltub
fluorofooride keemilisest struktuurist (peamiselt hendi suurusest). Suurematest molekulidest
(nditeks fluorofoor-valk kompleksid) péarinev kiirgus depolariseerub aeglasemalt, mille kaigus
tdendosus, et nad kiirgavad polariseeritud footonit, on kdrge. Véiksemad molekulid, néiteks
vabad fluorofoorid, pédrlevad kiiremini ning kiirgavad peamiselt depolariseeritud valgust. Seda
arvestades on vdimalik &ra kasutada fluorestsentsanisotroopiat, et maarata fluorofoor-valgu
kompleksi sisaldust proovis. Fluorestsentsanisotroopiat on vdimalik arvutada vorrandiga 1: [25]
L — 1,

= — Vo dl1l
r T (Vorrand 1)

Kus r on anisotroopia, /;; on paralleelselt mdddetud kiirguse intensiivsus ning I, risti méddetud

Kiirguse intensiivsus. [25]

2.7 SDS Page ja western blot

Geelelektroforees on analidtiline meetod valkude eraldamiseks molekulmassi pdhjal. Meetodis
suunatakse naatriumdodetstulsulfaadiga t6éddeldud valgud ldbi polimeerse geeli, rakendades
geelile elektrivélja. Vaiksema suurusega valgud labivad geeli maatriksit kergemini ning liiguvad
kaugemale, suuremad valgud pisivad alguspunktile lahemal. Meetodi kasutusel on vdimalik

elektroforeesi 10pus tuvastada erinevate molekulmassidega valkude asukohad, kasutades néiteks
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erinevaid valke varvivaid Ghendeid. Selleks, et valke oleks v@imalik spetsiifiliselt tuvastada, on
valja tootatud western blot-i (WB) meetod. Meetodis kasutatakse uuritavale valgule spetsiifilist
markeriga modifitseeritud antikeha vdi antikehade komplekti, millega on vdimalik véarvida
uuritavaid valke ning hinnata nende kogust. Meetodiga on v6imalik uurida ka valgu hulga
muutust rakuprotsessi kaigus, néiteks ravimi lisamisel rakku [26]. PROTAC-ide uuringutes on
western blot laialdaselt kasutatud, et madrata uuritava tGhendi degradeerimisvdimekust: mida
tugevam oli degradeerimine, seda vahem on antikehaga valku ndha. Antud t60s kasutatakse
kahte spetsiifilist antikeha: PKAc, spetsiifilist antikeha ning a-tubuliini spetsiifilist antikeha.
Antikehade spetsiifilisus tuleneb paratoobi struktuurist, mis seondub spetsiifiliselt vastava

valguga.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1 Kasutatud kemikaalid

To0s kasutati jargmisi kemikaale: TetrahUdrofuraan (THF) — Acros (Thermo Scientific
Chemicals); Kaaliumhidroksiid (KOH) — Akzo Nobel Eka Chemicals; Piperidiin — Alfa Aesar;
Fmoc-d-Lys(Palmitaat)-OH —  Bapeks; 4-(2-hidroksuetiil)-1-piperasiinetaansulfoonhape
(HEPES) — Calbiochem; talidomiid-4-hldrokstatsetaat (Cereblon Ligand 1, CL1) — Cayman
Chemical Company; Deuteroform (CDClz) — Deutero LOT B 18076; Trifluoroetaanhape (TFA),
Ditiotreitool (DTT) - Fischer Scientific; Piperasiin, N-metiulmorfoliin (NMM), 1,2-
diaminoetaan — Fluka; 5-fluorotalidomiid, 4-piperidiinkarbokstilhape - Fluorochem;
Dietliuleeter (Et20), vesinikkloriidhape (HCI) — Honeywell; O-bensotriasool-N,N,N’,N'-
tetrametiitl-uroonium-heksafluorofosfaat (HBTU), Fmoc-d-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-d-Lys(Boc)-
OH, Fmoc-d-Lys(I1V-Dde)-OH, Fmoc-6-Ahx-OH, 2-klorotritutlkloriid vaik, 1,1 mmol/g, Fmoc-
d-Ala-OH, atsetonitriil (ACN), isopropanool (iPrOH), Diisopropudletidlamiin (DIPEA), RINK-
Fmoc-amiid MBHA vaik (0,61 mmol/g) — Iris Biotech GmbH; Naatriumsulfaat (Na>SOa),
naatriumhadroksiid (NaOH) — Lachner PP; dimetutlformamiid (DMF), metanool (MeOH) —
Merck; H20 - eritakistus 18,2 MQ-cm — Millipore Simplicity 185; Hudroksibensiotriasool
(HOBt) — NovaBiochem; NaCl — Riedel-de Haen; Diklorometaan (DCM), isokinoliin-5-
sulfoonhape, Triisopropuulsilaan (TIPS), Tert-buttiilmetidleeter (TBME),
Naatriumvesinikkarbonaat (NaHCOs3), Dimetlulsulfoksiid (DMSQO), Etaanhape (AcOH),
Poliisorbaat 20 (P20, Tween 20) — Sigma-Aldrich; Tiontulkloriid (SOCI,) — Thermo Scientific;
Rekombinantne cAMP-sdltuva proteiinkinaasi katalultiline alathik tudp alfa (PKAc.) -
Toodetud Tanel S6rmuse poolt; I-proliin — Tootja mérgiseta purk; ARC-668, ARC-669, 5-(2-
aminopurimidiin-4-tal)-tiofeen-2-karboksuilhape (AMTH) — Teiste poolt varasemalt laboris

suinteesitud

3.2 Kasutatud aparatuur
Lenduvate hendite eemaldamiseks kasutati vaakumrotaatorit Biich Rotavapor R-200 ja Christ

vaakumtsentrifuugi ja luofilisaatorit.

Slinteesitud ainete puhastamiseks ja puhtuse kontrollimiseks kasutati Schimadzu Prominence LC
Solution HPLC kromatograafi SPD M20A. Poordfaaskromatograafia jaoks kasutati kolonni

Phenomenex Gemini CI8 (250%4,6 mm) osakese suurusega 5 pum. Elueerimiseks kasutati
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H.O/ACN gradienti (0,1 TFA). Massispektreid moddeti positiivses ionisatsiooni

mddtmisreziimis Shimadzu ESI LC/LCMS-2020 massispektromeetriga.

Siinteesitud thendite sisaldust méaarati NanoDrop 2000c UV-Vis spektrofotomeetriga, optiline
teepikkus 1 = 0,1 cm. esssnm(ARC-583(5-TAMRA)) = 80 000 M~cm™, essgnm(ARC-669(5-
TAMRA)) = 85 000 M™cm™, ess0nm(5-(2-aminopiirimidiin-4-iiiil)-tiofeen-2-karboksuiilhapet
sisaldavad (ihendid) = 20 000 Mcm™, essnm(isokinoliin-sulfoonamiidi derivaate sisaldavad
tihendid) = 4400 M™cm™. Kontsentratsioonid arvutati eksperimentaalsetest andmetest Beer-
Lamberti seadusega A = ecl, kus A on neelduvus, & neelduvustegur (M'cm™), ¢ on

kontsentratsioon (M), | on optiline teepikkus (cm).

Fluorestsentsi intensiivsuse ja fluorestsentsanisotroopia mdotmised teostati PHERAstar
mikroplaadilugejaga (BMG Labtech). Madd6detavad lahused valmistati 384 sivikuga
mikrotiiterplaatidele (Corning). Fluorestsentsi polarisatsiooni, intensiivsuse ja anisotroopia
mddtmisel kasutati FP 540-20 590-20 optilist moodulit (ergastus 540 nm, emissioon 590 nm),
aeglahutusega luminestsentsi médtmisel (TGL) kasutati TRF 337 590 545 moodulit (ergastus
337 nm, emissioon 590 nm). Arvutused Kkinaasi aktiivse kontsentratsiooni ja Uhendite PKAC,
afiinsuse méaramiseks viidi 1&bi GraphPad Prism andmetd6tlusprogrammis. Samuti on PKAC,
afiinsust kirjeldavad graafikud samas programmis koostatud.

Tuumamagnetresonantsspektrid (TMR) mdddeti spektromeetriga Bruker Avance Il HD. H
TMR mododeti sagedusel 700 MHz. Sisestandardina kasutati tetramettdlsilaani (TMS).

Silikageeli kolonnkromatograafiaga Uhendite puhastamisel kasutati REACH Devices RD2 UV
detektorit.

3.3 Tahkefaasi peptiidsiintees

3.3.1 Kasutatud vaigud
Siinteesi kaigus kasutati kahte vaiku — RINK-Fmoc-amiid MBHA vaiku (0,61 mmol/g) ja 2-

klorotritidlkloriid vaiku (1,1 mmol/g).

Too6s kasutatud 2-klorotrittulkloriid vaiku to6deldi eelnevalt piperasiiniga. 199 mg vaiku kaaluti
stistlasse, kuhu lisati 4 ekvivalenti 1 ml THF-is lahustunud piperasiini. Vaigu ja diamiini vahelist
reaktsiooni viidi l&bi 2 tundi toatemperatuuril, mille jarel pesti vaiku 3 korda
DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1) lahusega, siis 3 korda DCM-i, 2 korda DMF-i ja 2 korda DCM-
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iga, mille jarel vaik kuivatati vaakumis KOH all. Saadud vaigu mass oli 211 mg, mille p6hjal
madrati vaigu aktiivsuseks 65% (0,715 mmol/g). Ulejaanud siinteesivétted olid mdlemal vaigul

identsed.

3.3.2 Tahkekandja stinteesi protokoll

Sinteesile eelnevalt lasti kuival vaigul punduda sunteesisolvendis 45 min. Iga reaktsiooni

jargselt pesti vaik l&bi péhisolvendiga viis korda.

Aminohappe (3 ekvivalenti vaigu funktsionaalrihmade moolide arvu suhtes) aktiveerimiseks
kasutati HOBt (2,94 ekv), HBTU (2,94 ekv) ja NMM (9 ekv) segu. Esimesena lisati aminohappe
lahusele NMM, seejarel HOBt ja HBTU segu. Lahusel lasti 3 min inkubeerida, parast mida
pipeteeriti aktiveeritud ester vaigule. Atstulimisreaktsiooni viidi 1abi 60 minutit
toatemperatuuril. Reaktsiooni jargselt eemaldati Fmoc-kaitserihm N-terminaalilt 20% piperidiini
lahusega (DMF), kus pérast lahuse lisamist vaigule viidi reaktsiooni labi 5 min, mille jarel lahus

eemaldati ning lisati uus lahus, reaktsiooni viidi seejarel 15 min labi.

Nukleosiidi analoogi fragmendi, siin t60s 5-(2-aminopurimidiin-4-tdl)-tiofeen-2-karboksuulhape
(edaspidi AMTH) ja tahkel kandjal slinteesitava Uhendi vahelises reaktsioonis kasutati 1,5-2 ekv
nukleosiidi, mille aktiveerimiseks kasutati 1,47 ekv HOBt, 1,47 ekv HBTU ja 5 ekv DIPEA
segu. Esimsesena lisati nukleosiidi analoogi lahusele DIPEA, seejarel HOBt ja HBTU segu.

Parast 3 minutit inkubeerimist pipeteeriti aktiveeritud ester vaigule.

Sinteesitud peptiid eraldati vaigult 1abi kliivimise. Selleks kuivatati vaik, pestes vaiku 3 korda 2-
propanooliga ja 3 korda DCM-iga. Seejdrel kuivatati vaiku 1 h vaakumis. Kuivalt vaigult
produkti kétte saamiseks kasutati TFA kliivimismeetodit, kus vaigule lisati 90/5/5
TFA/H2O/TIPS lahus. Reaktsiooni viidi l&bi 3 tundi, pérast mida koguti lahus eraldi Kkolbi,
roteeriti kokku, roteeriti 2 korda kokku veega ning pesti 1 kord terbuttiilmetutleetriga (TBME).

3.3.3 Tahkel kandjal stinteesitud Ghendid

ARC-1102 (AMTH-Ahx-dLys-Ahx-(dArg)2-NH2). Kasutatud vaik: RINK-Fmoc-amiid
MBHA, mida kaaluti 102 mg.

ARC-2404 (AMTH-Ahx-dLys(5-talidomiid)-NHz). Kasutatud vaik: RINK-Fmoc-amiid
MBHA, mida kaaluti 48,4 mg. Sinteesis kasutati (Fmoc)-d-Lys-(IV-Dde)-OH aminohapet.
Parast AMTH-Ahx- dLys(IV-Dde)-Vaik siinteesi eemaldati 1V-Dde kaitserihm, to6deldes seda
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2% hudrasiini lahusega 20 minutit. Seejarel pipeteeriti 5-fluorotalidomiidi (3 ekv) ja DIPEA (5
ekv) lahus vaigule. SnAr reaktsiooni vaigu ja 5-fluorotalidomiidi vahel viidi 1abi 70 °C juures
uledo.

M(C3z4H39N9O7S) = 718 Da, HPLC t, = 10,56 min, ACN gradiendi Kiirus: 5%-90% 20 minuti

jooksul. Puhastatud tihendi kromatogramm ja massispekter on toodud Lisas 3.

ARC-2406-2408 prekursor (AMTH-Ahx-dAla-Ahx-Piperasiin). Kasutatud vaik: piperasiiniga
toodeldud 2-klorotritttlpiperasiin vaik, mida kaaluti 15 mg. Produkti puhastati preparatiivse
kromatograafia meetodil kokku 1 pmol, mis jaotati kolmeks 330 nmol portsuks. Puhastamata

produkt kuivatati vaakumis ja hoiustati.

3.4 H9-inhibiitori stintees

1 g isokinoliin-5-sulfoonhapet, 7,5 g SOCI. ja 20 pl DMF-i refluksiti 2 tundi, millele jargnevalt
SOCI; aurutati. Saadud toorproduktile lisati 15 ml deioniseeritud vett ning jahutati ja&vannis.
Jahutatud lahusele lisati 0,15 g NaHCOs. Saadud lahust ekstraheeriti 2 korda 5 ml DCM-iga.
Orgaaniline kiht kuivatati veevaba Na>SOs-ga ning pipeteeriti tilkhaaval jd&vannis jahutatud 0,5
ml DCM-is lahustatud 0,57 mg 1,2-diaminoetaanile. Pipeteerimise jargselt eemaldati jaavann

ning reaktsiooni viidi labi toatemperatuuril 2 tundi (Joonis 6).

N| ~ Nl AN N ’
HN
= = N
SOCI, _\_NH2
——— _— —_—— S — ———
0=—s—/T—0 DMF O_T_O DCM O_T_O
OH 2h, refluks cl 2h, rt HN

Joonis 6. HI siinteesiskeem

Reaktsioonisegu viidi Ule jaotuslehtrisse, kus lisati 10% HCI vesilahust reaktsioonisegule ja
veefaas eraldati. Veefaasile lisati seejarel 10% NaOH vesilahust kuni pH 10 saavutamiseni, mille
jarel ekstraheeriti produkt DCM-iga. Orgaaniline faas eraldati ning kuivatati, massi jargi saadi 40

mg produkti (4% saagis). Slnteesi l&bi viimisel toetuti varasemalt koostatud eeskirjale [27].
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'H TMR (CDCls, 700 MHz) § 2,74 (2H, tJ =11,3 Hz); 2,94 (2H, 1, J = 11,3 Hz); 7,71 (1H, t,J =
7,7 Hz); 8,22 (1H, d, J = 8,2 Hz); 8,45 (2H, t, J = 15,0 Hz); 8,71 (1H, d, J = 6,0 Hz); 9,36 (1H, s)
(Lisa 12)

3.5 Talidomiidi derivaatide stintees
Paralleelselt viidi labi kahe aine sinteesid: 5-(N-proliin)-talidomiid ja 5-(N-piperasiin-4-
karboksutlhape)-talidomiid. Reaktsioonid viidi 1abi jargnevalt:
A) 100 mg 5-fluorotalidomiidi, 51 mg 4-piperidiinkarboksttlhapet, ja 300 ul DIPEA-d
lahustati 4 ml DMSO-s. Reaktsioonisegu kuumutati 110 C°-ni ja hoiti temperatuuril 48
tundi (Joonis 7).

0 8} O fo)
F NH A N NH
N 0 — N 0
HO
o]
0 o]

Joonis 7. talidomiid-5'-(I)-proliin siinteesiskeem. Reaktsioonitingimused toodud allpool

B) 100 mg 5-fluorotalidomiidi, 46 mg I-proliini, ja 300 pl DIPEA-d lahustati 2 ml DMSO-s.

Reaktsioonisegu kuumutati 110 C°-ni ja hoiti temperatuuril 24 tundi (Joonis 8).

o]
o o HO o o
N Q _— N [e]

&) (o]
Joonis 8. talidomiid-5'-piperidiinkarboksuilhappe slinteesiskeem. Reaktsioonitingimused toodud allpool
Saadud reaktsioonisegud lahjendati 30 ml DCM-is, saadud lahus pesti jaotuslehtris 3 korda labi 6
ml killastunud soolveega. Orgaaniline faas kuivatati veevaba Na»SOs-ga ja kuivatati
vaakumrotaatoris. Saadud toorprodukt puhastati silikageeli kromatograafia meetodiga, kasutades

voolutiks 2:6:100 AcOH/MeOH/DCM lahust. Puhas produkt kuivatati vaakumrotaatoris. AcCOH
taielikuks eemaldamiseks puhastatud ainest roteeriti produkti veel kokku 3 korda tolueeni ja 3
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korda DCM-iga. ms-(N-proliin)-talidomiid) = 5 Mg, saagis massi jargi 3,7%. M(s-( N-piperasiin-4-karbokstiiithape)-

talidomiid) = 40 mg, saagis massi jargi 28,6%.

talidomiid-5'-(1)-proliin *H TMR (CDCls, 700 MHz) § 7,68 (1H, d, J = 8,4 Hz); 6,98 (1H, d, J =
2,5Hz); 6,72 (1H, d, J = 8,4 Hz); 3,67 (1H, t, J = 8,6 Hz); 3,50 (1H, g, J = 7,7 Hz) (Lisa 13)

talidomiid-5'-piperidiinkarboksuiilhape *H TMR (CDCls, 700 MHz) § 8 (1,5 H, s); 7,90 (1H, dd,
J=8,1, 8,2 Hz); 7,69 (1H, d, J = 8,5 Hz); 7,57 (1H, dd, J = 6,8 Hz, 6,8 Hz); 7,43 (1H, dt, J=2,1
Hz, 8,5 Hz); 7,17 (1H, t, J = 8,1 Hz); 7,07 (1H, dd, J = 2,1, 8,4 Hz);4,93 (1H, dd, J = 7,4, 18,0
Hz)); 3,88 (2H, d, J = 13,1 Hz); 3,12 (2H, dt, J = 2,4, 13,3 Hz); 1,87 (2H, dq, J = 16,9, 10,5 Hz)
(Lisa 14)

5-fluorotalidomiid *H TMR (CDCls, 700 MHz) & 7,99 (1H, s); 7,90 (1H, dd, J = 8,1; 8,2 Hz);
7,57 (1H, dd, J = 6,8 Hz, 6,8 Hz); 7,43 (1H, dt, J = 2,1 Hz, 8,5 Hz); 4,98 (1H, dd, J = 5,4, 12,8
Hz); 2,92 (1H, d, J = 19,9 Hz); 2,84 (1H, dq, J =4,3, 13,1 Hz); 2,75 (1H, dt, J = 5,1, 17,2 Hz);
2,16 (1H) (Lisa 15)

3.6 ARC-2400 suntees

0,875 umol HBTU-d, 1,5 talidomiid-4-hiidroksuatsetaati lahustati 200 pl DMF-is, millele lisati
4,7 ul 10% NMM lahust. Lahust inkubeeriti toatemperatuuril 3 minutit, seejarel pipeteeriti lahus
0,7 pmol ARC-668-le (AMTH-Ahx-dArg-Ahx-(dArg)e-dLys-NH). Reaktsiooni viidi labi
toatemperatuuril 60 minutit, millele jargnevalt kuivatati reaktsioonisegu vaakumtsentrifuugis.
Produkt puhastati HPLC preparatiivse kromatograafia meetodil. Produkti (AMTH-Ahx-dArg-
Ahx-dArgs-dLys(CL1)-NH:) saagis oli 350 nmol (50 %).

M(CegsH136N38017S) = 1983 Da, HPLC t, = 7,77 min, ACN gradiendi kiirus: 5-70 % 16 minuti
jooksul, 70-95% 16-26 minuti vahel, 95-10% 26-30 minuti vahel. Puhastatud Ghendi

kromatogramm ja massispekter on toodud Lisas 1.

ARC-2400 andis lisaks molekulaarioonile (M + H+) ka mitmelaengulisi ioone ja TFA adukte:
813, 661, 1278.

3.7 ARC-2403 stintees
ARC-2403 (AMTH-Ahx-dLys[(CL1)dLys(Palmitaat)]-Ahx-dArgz-NH2) siintees viidi l1abi kahes

etapis.
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Esimeses etapis lahustati 560 nmol HBTU-d, 600 nmol Fmoc-d-Lys-Palmitaati ja 1 ul NMM 100
pul DMF-is. Segu inkubeeriti toatemperatuuril 5 minutit, seejarel pipeteeriti kuivale 400 nmol
ARC-1102-le. Reaktsiooni viidi labi toatemperatuuril 90 minutit. Segu kuivatati
vaakumtsentrifuugis. Parast kuivatamist lisati lahusele 0,2 ml 20% piperidiini lahust,
kaitserihma eemaldusreaktsiooni viidi l&bi 20 minutit toatemperatuuril, seejarel kuivatati
reaktsioonisegu vaakumtsentrifuugis. Saadud segu puhastati preparatiivse kromatograafia

meetodiga. Puhastatud produkt kuivatati vaakumtsentrifuugis.

Teises etapis lahustati 270 nmol talidomiid-4-hiudroksuatsetaat, 261,7 nmol HBTU ja 1 pl NMM
100 pl DMF-is. Lahust inkubeeriti 5 minutit toatemperatuuril, seejarel pipeteeriti 181,5 nmol
ARC-1102-d-Lys-palmitaadile. Reaktsiooni viidi toatemperatuuril 90 minutit labi, seejarel

reaktsioonisegu kuivatati vaakumtsentrifuugis.

Toorprodukt puhastati HPLC meetodil (DAD, Amax = 320 nm. Otsitav m/z véartus: 785; lisa 2).
Puhast produkti saadi 97,2 nmol (24,3 %). M(C76H117N19015S) = 1570 Da, HPLC t; = 9,24 min,
ACN gradiendi Kiirus: 30-75% 10 minuti jooksul, 75-30% 10-12 minuti vahel. Puhastatud

uhendi kromatogramm ja massispekter on toodud Lisas 2.

3.8 ARC-2405 suntees

100 mg 5-fluorotalidomiidi ja 46,8 mg piperasiini lahustati 2 ml DMF-is. Reaktsiooni viidi 1&bi
100 °C juures Uledd. Seejarel reaktsioonisegu jahutati toatemperatuurini ning kuivatati vaakumis
ule nddalavahetuse. Kontsentreeritud toorprodukti mass oli 394 mg, ruumala ligikaudu 410 pl.

4 mg 8-bromooktaanhapet lahustati 50 pl DMFis, kuhu lisati 16 ul DIPEA-d. Lahusele
pipeteeriti 50 pl DMF-s lahustunud 6,45 mg HBTU-d, lahust inkubeeriti 5 minutit. Seejarel
pipeteeriti lahusele 20 pl toorprodukti, reaktsioon viidi labi toatemperatuuril 1 tund. Seejérel
reaktsioonisegu kuivatati vaakumis. Saadud toorprodukt puhastati preparatiivse kromatograafia
meetodil. Kokku puhastati 0,3 mg produkti. Puhas Uhend lahustati DMF-is, lahusele lisati 0,5 pl
DIPEA-d. Seejarel pipeteeriti lahusesse 1 mg lahustunud H9 inhibiitorit (N-(2-Aminoetlul)-5-
isokinoliinsulfoonamiid), reaktsioonisegu kuumutati 70°C-ni, reaktsiooni viidi labi 5 tundi.
Seejdrel reaktsioonisegu jahutati toatemperatuurini ning kuivatati vaakumis. Saadud toorsegu
puhastati preparatiivse kromatograafia meetodiga. Puhta produkti (H9-Ahx-Piperasiin-(5-

talidomiid)) saagis oli 75 nmol.
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M(CzsH43sN707S) = 718 Da, HPLC t; = 15,22 min, ACN gradiendi kiirus: 5-90% 16 minuti
jooksul, 90-95% 16-19 minuti vahel. Puhastatud tUhendi kromatogramm ja massispekter on

toodud lisas 4.

3.9 ARC-2406 kuni ARC-2408 stinteesid

Uhendite peptiidse p&histruktuuri (Joonis 9) siinteesimiseks kasutati tahkefaasi peptiidsiinteesi
meetodit.

H

(\
Ao L

Joonis 9. Tahkefaasi stinteesi produkti graafiline kujutis

Puhastatud  produktist (AMTH-Ahx-dAla-Ahx-Piperasiin)  sinteesiti ARC-2406 [(4-
piperidiinkarbokstiulhape)-5-talidomiid], ARC-2407 (AMTH-Ahx-dAla-Ahx-Piperasiin-[(l-
Proliin)-5-talidomiid]) ja ARC-2408 (AMTH-Ahx-dAla-Ahx-Piperasiin-CL1). Siinteesis kasutati
talidomiidi derivaate: talidomiid-5'-()-proliin, talidomiid-5'-piperidiinkarboksttlhape ning
talidomiid-4-hidrokstatsetaat. Talidomiidi derivaadid (495 nmol) aktiveeriti 1:1 HBTU ja HOBt
seguga (485.1 nmol) 1 pl DIPEA-ga 1 ml DMF-is. Aktiveeritud Uhendid pipeteeriti tahkefaasil
stnteesitud 330 nmol prekursorile, reaktsioone viidi labi 2 tundi. Seejarel reaktsioonisegud
kuivatati vaakumtsentrifuugis, lahustati 20 pl DMSO-s ning puhastati preparatiivse
kromatograafia meetodil. Saadud produktide lahused kuivatati vaakumis. ARC-2406 saagis oli
252 nmol (76,3%), ARC-2408 saagis oli 240 nmol (72,7%) ja ARC-2408 saagis oli 135 nmol
(40,9%).

ARC-2406: M(C47H59N1109S)= 955 Da; tr = 12,83 min. ARC-2407: M(CssHs7N1109S) = 941
Da; tr = 12,36 min. ARC-2408: M(Ca3H52N10010S) = 901 Da; t- = 11,74 min. ACN gradiendi
kiirus koigi Ghendite puhastamisel: 5-20 5 minuti jooksul, 20-75 5-20 minuti vahel. Puhastatud
uhendite kromatogrammid ja massispektrid on toodud lisades 5 kuni 7

3.10 PKACc, aktiivse kontsentratsiooni maaramine
PK aktiivset kontsentratsiooni saab maéarata konstantse fluorestseeruva ARC-i kontsentratsiooni

juures, kus ARC-i kontsentratsioon on 10-20 korda kérgem kui kinaas-ARC kompleksi Kop.
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ARC-i tiitritakse PK-ga kahekordsete seerialahjendustega. Tiitrimise fluorestsentsanisotroopia

mittelineaarse regressiooni analiilisiga maératakse kinaasi aktiivsus (vorrandid 2-4):

Y=(1-M) A +M-A,

Z_Lt+KD+k-X—\/(Lt+KD+k-X)2—4-k-X-Lt

Z'Lt

M= Q-z
T (1+z-(Q-1)

(Vorrand 2)

(Vorrand 3)

(Vorrand 4)

Kus Af on vaba ARC-i fluorestsentsanisotroopia, A, on PK ja ARC-i kompleksi

fluorestsentsanisotroopia, L ARC-i kontsentratsioon, K, Kinaasi ja ARC-I vahelise kompleksi

tasakaalukonstant, X on PK kontsentratsioon, Y on mdddetud anisotroopia véartus, Q on ARC-

PK kompleksi ja vaba ARC-i fluorestsentskiirguse intensiivuste suhe ja k on aktiivse PK ning

PK nominaalse kontsentratsiooni suhe.

3.11 Sunteesitud Uhendite PKAc,-ga seondumise iseloomustamine

Siinteesitud thendite afiinsus PKAc, suhtes mairati varasemalt vélja t06tatud meetodi pdhjal

vaheste modifikatsioonidega [28].T66s on uuritavaks kinaasiks PKAc,, fluorestseeruva sondina
olid t66s kasutusel ARC-669 (AMTH-Ahx-(d-Arg)-Ahx-(d-Arg)s-[d-Lys(TAMRA)]-NH>) ja
ARC-583 (Adc-Ahx-dArge-[d-Lys-(TAMRA)]-NH>). Valjatdrjumiskatses kasutatavate ARC-ide

algsed kontsentratsioonid on toodud Tabel 1.

Uhend Uhendi algkontsentratsioon | Solvent Kasutatav sond
ARC-2400 | 100 pM B4 ARC-669
ARC-2403 | 43 uM B4 ARC-669
ARC-2404 | 100 pM B4 ARC-669
ARC-2405 | 100 uM B4 ARC-583
ARC-2406 | 36 uM 1:29 DMSO / B4 ARC-583
ARC-2407 | 35,6 uM 1:29 DMSO / B4 ARC-583
ARC-2408 | 37,2 uM 1:29 DMSO / B4 ARC-583

Tabel 1. ARC-ide algkontsentratsioonid (uM) esmases lahjenduses, kasutatud solvent ning kasutatud sond
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Uhendid lahustati B4 puhvris (50 mM HEPES (pH = 7,5), 150 mM NacCl, 0,005% P20, 5 mM
DTT (0,77 mg/ml)). ARC-ide sidumiskatseteks tehti 13 kolmekordset ARC-i sarilahjendust.

3.12 ARC-ide proteoltitsi suunamise vOimekuse analttsimine western blot

meetodiga

Silnteesitud ARC-ide vdimekus suunata PKAc, proteoliisi mé&arati western blot analtdsi
meetodil. Analtiisid on l&bi viidud Dr. Darja Lavdgina poolt. Rakutottluses kasutati BioLite™
Petri tasse (ThermoFisher Scientific). T60s kasutati PC3 (inimese eesnddrmevahi rakud) ja HelLa
(emakakaelavéhi rakud) rakuliine (mdlemad ostetud rakupangast American Type Culture
Collection). Rakke toddeldi kasvusdotmes Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) allpool

nimetatud Ghenditega individuaalselt (Tabel 2).

Tabel 2. Rakkude to6tlemisel kasutatud thendid, té6deldud rakuliinid ja rakkude inkubeerimisperioodid

Kuupaev 10.10.2023 15.02.2024 09.05.2025

Inkubeerimis- 48 h, PC3 24 h, PC3 24 h, HelLa

periood, rakuliin

Uhendid, millega | DMSO 0,1% DMSO 0,1% DMSO 0,1%

rakke toodeldi (negatiivne kontroll) (negatiivne kontroll) (negatiivne kontroll)
ARC-2400 (10 uM) ARC-2403 (10 uM) | ARC-2404 (20 uM)
ARC-2400 (2 uM) H89 (50 puM) ARC-2405 (12,5 pM)
H89 (10 uM) ARC-2406 (20 puM)
ARC-2407 (20 puM)

ARC-2408 (7,5 uM)

Rakkude 80% 60% 80%

konfluentsus

Rakud ludsiti jad peal 1% Triton X-100, 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0.005% P20 ja
proteaaside inhibiitorite segu sisaldava puhvriga (pH 7,5). Membraanid sadestati
tsentrifuugimisega (26 000 g, 20 min, 4 °C). Supernatant koguti ja hoiustati -20 C° juures

hilisemaks kasutuseks.
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SDS-PAGE proovid valmistati saadud supernatandist, segades seda ruumalasuhtes 3:1 kokku
SDS-PAGE redutseeriva laadimispuhvriga (4x Loading Buffer + DTT) ning kuumutades saadud
lahust 75 C° juures 15 minutit. TOOtlusele eelnevalt lahjendati rekombinantne PKAc, FA
puhvriga sobiva kontsentratsioonini ning t0odeldi samal meetodil kui llsaati.
Geelelektroforeesiks pipeteeriti igasse suvendisse 10 pL proovi ja eraldi slivendisse 4 pL
teadaoleva molekulmassiga markerite segu (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo
Scientific). Elektroforeesi jargselt viidi geelilt eraldatud valgud ule metanool-aktiveeritud
poluvinluldieenfluoriid membraanile (PVDF). Selleks rakendati voolu 12 minutit 12 V juures.
Parast voolu valja lllitamist membraan blokeeriti 1% BSA (PBS) lahuses ja téddeldi Uledo 4 °C
juures PKAc,-vastase antikehaga (sc-903, kiulik, Santa Cruz Biotechnology), 1:15000
lahjendus. Seejarel membraan pesti 3 korda 0,1% Triton X lahusega PBS-is ja toddeldi 3-6 h
jooksul 4 °C juures sekundaarse antikehaga (kitse antikeha kululiku IgG fragmendi vastu,
konjugeeritud aluselise fosfataasiga; Life Technologies, lahjendus 1:2000). Pérast
pesemisprotseduuri kordamist ilmutati PKAc, asukoht membraanil, kasutades aluselise fosfataasi
substraatide NBT (Sigma-Aldrich) ja BCIP (Thermo Fisher) segu I6ppkontsentratsioonidega 0,3
mg/mL ja 0,15 mg/mL aluselise fosfataasi puhvris (pH 9,5; Thermo Scientific™). Ldpuks
membraan kuivatati ja skaneeriti sisse. ARC-2404-2408 rakukatsetes varviti parast anti PKAC,-
ga tootlust membraan ka o-tubuliini vastase antikehaga (DM1A, 1:2000 lahjendus, hiir) ning
seejarel sekundaarse antikehaga (kitse antikeha hiire 1gG fragmendi vastu, konjugeeritud
aluselise fosfataasiga; Life Technologies, lahjendus 1:2000). Selleks membraan taasaktiveeriti,
blokeeriti uuesti ning seejarel toddeldi antikehadega vastavalt eespool kirjeldatud protokollile.
Antikehaga varvitud valkude pindalasid membraanil kvantifitseeriti ImageJ programmiga.

Pindalade vordlused viidi 1abi Microsoft Excel tabelarvutusprogrammis.
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4. Tulemuste arutelu

PROTAC-ide arengu jooksul on levinuim PROTAC-ide valja t66tamise meetod olemasoleva
valguga seostuva molekuli sidumine E3 ligaasi ligandiga labi linkeri. Bakalaureusetéd raames
uuriti véimalusi modifitseerida ARC-tlilipi inhibiitoreid ja nende ATP-konkurentseid fragmente
eesmaérgiga kataltitisida PKAc, proteolulsi. T60 kéigus siinteesiti seitse PROTAC-it (Tabel 3).

Tabel 3. Suinteesitud Ghendite koodid ja struktuurid. Graafilised struktuurid on reprodutseeritud Lisas 11

Ainekood Aine struktuur

ARC-2400 | AMTH-Ahx-dArg-Ahx-dArge-dLys(CL1)-NH:

ARC-2403 | AMTH-Ahx-dLys[(CL1)dLys(Palmitaat)]-Ahx-dArg.-NH>

ARC-2404 | AMTH-Ahx-dLys(5-talidomiid)-NH>

ARC-2405 | H9-Ahx-Piperasiin-(5-talidomiid)

ARC-2406 | AMTH-Ahx-dAla-Ahx-Piperasiin-[(4-piperidiinkarboksutlhape)-5-talidomiid]

ARC-2407 | AMTH-Ahx-dAla-Ahx-Piperasiin-[(I-Proliin)-5-talidomiid]

ARC-2408 | AMTH-Ahx-dAla-Ahx-Piperasiin-CL1

ARC-tliupi Uhendite slnteesis on tahkefaasi siintees oluline: see vdimaldab kiiret ja kdrge

saagisega siinteesi. Sellel pdhjusel rakendati t60s valdavalt tahkekandja stinteesi meetodit.

ARC-2400 ja ARC-2403 siinteesiti vastavalt ARC-668 (AMTH-Ahx-dArg-Ahx-dArgs-dLys-
NH) (Lisa 8) ja ARC-1102 (AMTH-Ahx-dLys-Ahx-dArg>-NH) (Lisa 9) pdhjal, eesmargiga
hinnata ARC-tlupi Uhendi PROTAC-iks muutmise lihtsust ja ARC-i pdhise PROTAC-i
proteolulsi suunamise vdimekust. ARC-2400 sunteesis viidi labi atstllimisreaktsioon, mille
saagis oli 50%. ARC-2403 stinteesi viidi l&bi kahes etapis lahusefaasis, mille kdigus viidi kahel
korral labi HPLC preparatiivse kromatograafia puhastamine. Puhastatud produkti saagis oli
24,3%. Uhendite eesmark oli vorrelda E3 ligaasi potentsiaalset mju ARC-i afiinsusele kinaasi
suhtes, Uhtlasi ka vGimalikke erinevusi sihtméarkvalgu proteolliiisi méaras soltuvalt E3 ligaasi

linkeri asukohast ARC-il ja oligoarginiini ahela pikkusest ARC-i peptiidses osas.
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ARC-2400 struktuuris leidub kuue arginiini pikkune transportpeptiidi omadustega ahel, mis
suurendab Uhendi selektiivsust ja afiinsust kinaasi suhtes ning uhtlasi suurendab rakumembraani
labitavust. ARC-2403 sisaldab kahe arginiini pikkusele ahelale lisaks rasvhapet, mis peaks
uhendi hidrofoobsust ning rakumembraani labitavust suurendama. Jargnevates tUhendites need
motiivid puuduvad, mistéttu on jargnevad Uhendid vaiksemad ning hidrofoobsemad, et

parendada rakumembraani labitavust.

ARC-2404 (AMTH-Ahx-dLys(5-talidomiid)-NH>) siintees jargnes ARC-2400 ja ARC-2403-ga
negatiivsete proteoliusi tulemuste kindlaksmadramisele. ARC-2404 on véiksem uhend, millel
puudub oligoarginiini ahel, ja mis sarnaneb klassikalise PROTAC-i struktuuri valemile (kinaasi
inhibeeriv ligand, linker, E3 ligaasi ligand). Ligandide lihtsamaks struktuuri integreerimiseks
kasutati d-lusiini, mille kaks aminorihma vdimaldasid lihtsalt siduda nii ATP-konkurentset
ligandit kui ka E3 ligaasi linkerit. Stinteesis kasutati 5-fluorotalidomiidi alternatiivina talidomiid-
4-hudroksuatsetaadile. Sunteesi kaigus ilmnes, et 5-fluorotalidomiidi ja primaarse aminorihma
vahel toimub kaks reaktsiooni: nukleofiilne asendusreaktsioon aromaatses tuumas (SnAr) ning
kdrvalreaktsioon talidomiidi he imiidrihmaga, mille kaigus tsikkel avanes (Joonis 10).
Kromatogrammi po6hjal hinnati toorsegu ja selgus, et reaktsioonisegus oli ARC-2404 ja
kdrvalprodukti vahekord ligikaudu 1:3.
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Ny R—NH, NH F R o by
N 0 — N I3 + H o F.
DIFEA
N + N
HH
a o a
o
o ) HN\
R

Joonis 10. Talidomiidi ja primaarse amiini reaktsiooni produktid

Kdrvalreaktsiooni véltimiseks viidi edaspidi 5-fluorotalidomiidi ja aminorihma vahelised
reaktsioonid labi sekundaarse tsuklilise amiiniga. Selleks kasutati kokku kolme tstklilist amiini.
Esimene kandidaat oli piperasiin. Sekundaarse amiini sobivust hinnati ARC-2405 silinteesiga.
Uhendi stinteesile eelnevalt stinteesiti H9-inhibiitor, et vorrelda erinevaid ATP-konkurentseid
inhibiitoreid PROTAC-ides, sealhulgas nende sunteesimeetodite ning afiinsuste erinevusi. ARC-
2405 sintees viidi 1abi lahusefaasis. Slnteesi saagis oli vaga madal, mis tekitas vajaduse uurida

alternatiivseid meetodeid talidomiidi derivaatide stinteesiks ja kasutamiseks PROTAC-ides.
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ARC-2406, ARC-2407 ja ARC-2408 sunteesiks kasutati Uhendite peptiidse p&hjana 2-
klorotritutlkloriid vaigul siinteesitud diamiinse terminaalse otsaga peptiidi derivaati (AMTH-
Ahx-dAla-Ahx-Piperasiin), mille sunteesis l&htuti ARC-1408 struktuurist (Lisa 10). Antud
meetodiga on voimalik siinteesida traditsioonilise PROTAC-i struktuuriga thendeid, kasutades
tahkefaasi stinteesi meetodit (hendi pdhistruktuuri loomiseks (kinaasi inhibiitor koos linkeriga)
ja lahusefaasi sunteesi E3 ligaasi ligandi sidumiseks. Antud t6os kasutati kolme talidomiidi
derivaati:  talidomiid-4-hidroksuatsetaati,  talidomiid-5'-(I)-proliini  ja  talidomiid-5'-
piperidiinkarbokstliulhapet. Talidomiidi derivaatide slnteesi k&igus korvalreaktsioone ei
toimunud, aga saagised olid ligikaudu 50%. Tdené&oliselt oli selle pdhjuseks reagentide osakaal
(1:1.1). Talidomiidi derivaatide tulevastel slnteesidel tuleks kasutada kdrgemat sekundaarse

amiini kogust.

Tahkefaasi stintees viidi l&bi kiirelt, stinteesiprodukti puhtus oli kdrge ning selle puhastamine oli
efektiivne. Sinteesitud peptiidi vaba aminorihm ning E3 ligaasi ligandi karboksudlrihm
vBimaldasid l&bi viia Kiiret ja spetsiifilist HBTU-HoBT aktiveeritud atstdlimist. Antud
mehhanismiga ei esine korvalreaktsioone 5-fluorotalidomiidiga, mis vOis pusida siinteesitud

talidomiidi derivaatides ka parast silikageeli kromatograafiaga tehtud puhastamist.

T66 kaigus sunteesitud PROTAC-ides rakendati erinevaid siinteesimeetodeid, et oleks voimalik
hinnata nii nende efektiivsust, kiirust kui ka piiranguid uute struktuuride loomisel. ARC-2400 ja
ARC-2403 sunteesis oli peamine piirang E3 ligaasi ligandi ja ARC-i vahelise linkeri asukoha
leidmine: ARC-668 ja ARC-1102 puhul sobis selleks d-lisiini aminohappejaéagi korvalahel.
ARC-2404 sunteesi kaigus kasutatud (Fmoc)-d-lisiin-(IV-Dde)-OH vdimaldas tahkel kandjal

stinteesida PROTAC-i, mille linkeri pikkust ja kasutatavaid ligande oleks lihtne muuta.

ARC-2405 sunteesi kaigus leiti, et lahusefaasi suntees on antud thendite arendamisel vaga
ebaefektiivne, ndudes preparatiivse HPLC puhastamist pea iga sinteesietapi jarel, mistottu

pikenes siintees margatavalt ning produkti saagis vahenes.

ARC-2406-2408 siinteesimeetod on tdendoliselt kdige lootusrikkam, kuna sellega on v@imalik
labi viia klassikalise PROTAC-i siintees. 2-klorotritutlkloriid vaiguga saab siduda diamiini,
millele ,echitada“ linkeri koos E3 ligaasi ligandi vdi ATP-konkurentne ligandiga.
Slnteesiproduktile saab lahusefaasis vastava vastandligandi siduda. Meetod oleks kergelt ja

kiirelt 1&bi viidav ja vbimaldaks varieeruvate struktuuridega Uhendite stinteesi.
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4.1 Sunteesitud Uhendite PKAc,-ga seondumise iseloomustamine

Kasutatud meetod mdddab sondi ning uuritava ARC-i vahelist konkureerimist PKAc, sidumisel,
mdadtes sondi fluorestsentsanisotroopiat. Inhibiitorite konkureeriva véljatdrjumise Kirjeldamiseks
tehti ARC-i seerjalahjendused pusiva aktiivse kinaasi ja sondi kontsentratsiooni juures. TO0s
kasutati kahte sondi (fluorestseeruvat ARC-i) — ARC-669 ja ARC-583. Sondid erinesid sond-
kinaas kompleksi vahelise dissotsatsioonikonstandi poolest, kus Kp arc-s69 = 0,02 nM ja Kp arc-
s5e3 = 0,5 NM.

ARC-669 sondi kasutati oligoariniini ahelaga ARC-de analiitsil ja ka ARC-2404 afiinsuse
analliusil (Graafik 1). Analulsitud thenditest torjus kasutatud sondi valja ARC-2400, llejdénud
thendite puhul oli fluorestseeruva ARC-i Vvéljatdrjumine osaline. Soltumata mittetéielikust
véljatdrjumisest oli analtisitulemuste pdhjal siiski voimalik arvutada whendite I1Cso ja Kbp.
Tulemuste péhjal vaib jareldada, et ARC-2404 afiinsuse méaaramise puhul oleks efektiivsem
kasutada ARC-583-e, mis on véiksema afiinsusega (Ko arc-ss3 = 0,5 nM) ja seega kergemini
vélja torjutav. Oligoarginiini ahelata PROTAC-ide afiinsuste madramised viidi 1&bi ARC-583-ga.

Anisotroopia

1501
F u
ARC-2400

S 100- | —= ARC-2403
© ARC-2404
=
5 504

0 T S i p—

12 10 8 -6 -4 2

log(C/M)

Graafik 1. ARC-2400, ARC-2403 ja ARC-2404 fluorestsentsanisotroopia véartused sltuvalt tinendite kontsentratsioonist.

Analtusid viidi 1abi B4 puhvris. ARC-2406, 2407 ja 2408 lahustuvust puhvris oli raske hinnata,
mistottu viidi katsed 1&bi DMSO-d sisaldavas lahuses. Kullastunud lahuse saamiseks tehti esmalt
ARC-idest 10 mM lahused DMSO-s. DMSO lahustele tehti 90-kordne lahjendus B4 puhvris.
Segu tsentrifuugiti ning lahustunud aine eraldati pipetiga teise anumasse. Kontsentratsioon

méaarati UV-Vis neelduvuse pohjal. Lahustunud ARC-ide kontsentratsioone Kkirjeldati
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eksperimentaalses osas (Tabel 1). Sarnase struktuuriga ARC-2405, mille siinteesis kasutati H9
inhibiitorit, lahustus puhvris komplikatsioonideta. Parema lahustuvuse pdhjuseks vdib pidada H9

inhibiitori isokinoliinis asuva ldammastikuaatomi positiivset laengut puhvris.

ARC-2405 kuni ARC-2408 afiinsuse kirjeldamise katsetes ei omanud Ukski thend piisavalt
kdrget afiinsust, et saavutada suurima kasutatud kontsentratsiooni juures taielik véljatérjumine,
seda isegi ndrgema afiinsusega fluorestseeruva ARC-583 juuresolekul. Uhendite afiinsuste
selgemaks hindamiseks normaliseeriti saadud anisotroopia vaartuste tlemised platood sajani ja

lahendamiseks kasutatud mudelis fikseeriti alumine platoo (Graafik 2).
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Graafik 2. ARC-2405 kuni ARC-2408 normaliseeritud fluorestsentsanisotroopia vaartused sdltuvalt tihendite kontsentratsioonist.
Ulemine platoo on normaliseeritud véaartuseni 100.

Allpool on toodud stinteesitud Ghendite PKAc, sidumiskatsetes kasutatud sondid, ICso ja Kp
vadrtused (Tabel 4).

Tabel 4. Suinteesitud ARC-ide valjatdrjumiskatsetes kasutatud sond, ARC-i ICso (UM) ja Ko (nM) vaartused PKAc, suhtes

Uhend Sond ICs0 Kb
ARC-2400 | ARC-669 | 13,4+0,4 nM 0,1+0,04 nM
ARC-2403 | ARC-669 | 0,7£0,05 uM 7,3£0,5 nM
ARC-2404 | ARC-669 | 64+4 UM 0,6+0,04 UM
ARC-2405 | ARC-583 | 15+10 uM 0,6+1,0 uM
ARC-2406 | ARC-583 | 1115 puM 1,70, 7uM
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ARC-2407 | ARC-583 | 60+£35 uM 9+6 uM

ARC-2408 | ARC-583 | 367 pM 2.2+1,1 pM

ARC-ide afiinsus PKAc, suhtes varieerus tugevalt. ARC-2400 ja ARC-2403 afiinsused olid
teiste Uhenditega vorreldes mitukimmend korda kdrgemad, mida v@ib omistada Uhendites
leiduvale oligoarginiini ahelale. Uhenditel, millel ahel puudus, jiid ICso-véartused ja afiinsused
suurusjarku 0,6-8,9 uM. Alla mikromolaarne afiinsus tuvastati ARC-2400, ARC-2403 ja ARC-
2404 puhul. ARC-2405 kuni ARC-2408 ICso ja Kp vaartuste halbed olid vdga suured, mis vdib
tuleneda sellest, et Uhendite ndrga afiinsuse ja madala kontsentratsiooni tdttu ei toimunud
proovis piisavalt tugevat fluorestseeruva ARC-i vdljatérjumist, et koostada téielik
valjatdrjumisgraafik; seega ei olnud vOimalik Uhendite afiinsuseid t4pselt mddta. Saadud
tulemuste pdhjal vBib ka jareldada, et ARC-2406, ARC-2407 ja ARC-2408 afiinsus PKAC,
suhtes varieerub vahe, eriti kui sisse arvestada ka halbeid, ehk muutused linkeri struktuuris ei
tohiks omada tugevat mdju sama adenosiini analoogi kasutava PROTAC-i puhul thendi ja

kinaasi vahelisele afiinsusele.

Teoorias v8imaldab PROTAC-ide toimemehhanism ka ndrgema afiinsusega Ghenditel rakusisest
toimet avaldada. Minimaalne afiinsus peab siiski olema kinaasi suhtes olemaas, et tekitada

ubikvitinulimiseks piisavalt tugev kompleks.

4.2 Proteoltdsi suunamise maara hindamine

Rakukatsetega méarati siinteesitud PROTAC-ide PKAc, degradeerimisvdimet, mida hinnati
western blot meetodiga. Degradeerimise méara hinnati membraanil antikehaga maérgistamisel
saadud vootide pindalade vordlemisel. Hinnati paralleelselt tehtud negatiivse 0,1% DMSO
kontrollproovi PKACc, voddi ning PROTAC-iga téddeldud rakukultuuri PKAc, voddi pindalade
erinevusi. ARC-2404 kuni ARC-2408 WB-s normaliseeriti voo6tide pindalad koigepealt
antikehaga vérvitud a-tubuliini pindalade suhtes (Joonis 11), seejarel jagati normaliseeritud
vootide pindalad l1abi negatiivse 0,1% DMSO kontrolli voodi normaliseeritud pindalaga. Saadud

vootide pindalade suhetest leiti keskmine ning standardhélve. Pindalade tabel on leitav Lisas 16.
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Joonis 11. Western blot-iga t6ddeldud rakultsaadid, mida t6ddeldi stinteesitud ARC-idega. Joonisel on kolme katse tulemused.
Uleval vasakul on katse 1 (ARC-2400), all vasakul katse 2 (ARC-2403) ning paremal katse 3 (ARC-2404 kuni ARC-2408), kus
varviti valke kahel membraanil. Katsetes 1 ja 2 on varvitud PKAc. voddid, katses 3 on lisaks ka varvitud a-Tubuliini voodid,
mille abil normaliseeriti PKAc. vootide pindalad.. M(a-tubuliin) = 55 kDa; M(PKAc.) = 40,7 kDa. Suurendatud pildid on
toodud Lisas 17.

Enamus suinteesitud thendeid ei omanud PROTAC-i omadusi. ARC-2400, ARC-2403 ja ARC-
2405 t6odeldud rakkude PKACc, voodi suurus oli ligikaudu sama suur kui DMSO kontrollis.
ARC-2406, ARC-2407 ja ARC-2408-ga labi viidud katsetes oli antikehaga varvitud kinaasi voot

intensiivsem vdrreldes DMSO kontrolliga (Tabel 5)

Aine Rakuliin | ¢ (uM) | Pindalade suhe (ARC/DMSO), %

ARC-2400 | PC3 10; 2 115+6; 133+3

ARC-2403 | PC3 10 130+70

ARC-2404 | HelLa 20 84+9

ARC-2405 | HelLa 12,5 115+50

ARC-2406 | HelLa 20 190+120
ARC-2407 | HeLa 20 170+90
ARC-2408 | HeLa 7,5 190+90

Tabel 5. Rakukatsetes kasutatud ARC-id, rakuliinid, Uhendite kontsentratsioon rakukatsetes ning WB voodtide pindalade suhe
0,1% DMSO kontrolli suhtes

Anallusitud ainetest oli ARC-2404 ainus, mis omas néhtavalt proteoliitsi suunavaid omadusi;
ainega toodeldud rakkudes oli PKAc, v6odi pindala 16+9% vaiksem DMSO kontrolli voodi
pindalast.
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Madalat v&i puuduvat proteollilisi vBivad p&hjustada mitmed tegurid. Uheks pdhjuseks vaib olla
PKA esinemine rakkudes inaktiivse tetrameerse holoensulimina, mis takistab ligandil
aktiivtsentriga seostumist. Teiseks pohjuseks vOib pidada ARC-ide madalat afiinsust PKACc,
suhtes: on voimalik, et tekkiv kompleks ei olnud piisavalt tugev, et ubikvitinliilimine toimuda
jouaks. Kolmas risk vdib olla, et thendid labisid rakumembraani minimaalselt vGi tGldse mitte,
mist6ttu ei oleks olnud vdimalik proteolulsi algatada. Neljandaks pdhjuseks voib olla linkeri
kuju voi pikkuse ebasobivus: tekkinud kolmikkompleksi kuju ei vdimaldanud PKAc,
ubikvitinddlimist.

Uhendite omaduste tipsemaks Kirjeldamiseks on vaja ldbi viia teiste parameetritega
korduskatseid, nditeks uurida erinevate PROTAC-i kontsentratsioonide mdoju proteoldisi
maéarale, Uhtlasi vérvida rakukatsete jargselt ka teisi AGC-riilhma kinaase, et kindlaks méérata,
kas sunteesitud ihendid suunavad ka teisi kinaase proteolttsile. Tulevikus oleks vaja valida ka

kindel rakuliin katsete l&biviimiseks, et katsete tulemused jérjekindlamad oleksid.

4.3 PROTAC-ide optimeerimine

Too kaigus sinteesitud Uhendite struktuurides esinesid selged erinevused. Jargnevalt

kirjeldatakse struktuuriomadusi, mis vdisid mojutada Ghendite omadusi PROTAC-ina.

Peptiidi derivaati AMTH-Ahx-dAla-Ahx-Piperasiin sisaldavate PROTAC-ide puhul vdis
struktuuri puuduseks olla nende suurus (~900 g/mol). Vorreldes ARC-2404 suurusega (718
g/mol) on voOimalik, et ainete suurus ning madal lahustuvus véhendasid rakumembraani
labitavust. Tsuklid linkerites voisid samuti PKAc, PROTAC-ide toimele negatiivselt mdjuda.
Kui vorrelda ARC-2404 ja ARC-2405 struktuure, kus linkerite pikkused on sarnased ning
kasutatud adenosiini analoogid on hea afiinsusega PKAc, suhtes, siis suunas proteoltisi ARC-
2404, kuid tsuklit omava linkeriga ARC-2405 mitte.

Oligoarginiini ahelaga PROTAC-i disainis oleks parema arusaama jaoks vaja uurida varieeruva
linkeri pikkusega thendite omadusi. Pikema linkeriga on E3 ligaasi ligandi liikuvus kinaas-
PROTAC-kinaas kompleksis suurem; pikkuse varieerimine vOimaldab leida sobivat linkeri
pikkust toimiva kolmikkompleksi moodustamiseks. Pikema linkeri kasutamisel peab siiski
arvestama ka molekulmassi suurenemisega, millega vOib kaasneda raskendatud rakumembraani

labitavus, kui ka risk, et tekkiv kolmikkompleks ei pruugi ubikvitinidlida kinaasi.
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PKACc, jaoks efektiivsemate PROTAC-ide disainimisel saaks kasutada optimeeritud voi
modifitseeritud ARC-2404 struktuuri (Joonis 12). PROTAC-i siinteesiks efektiivne metoodika
oleks modifitseeritud peptiidi analoogi AMTH-Ahx-dAla-Ahx-Piperasiin stnteesimeetod, kus
stinteesiti tahkel kandjal alifaatse aminoriihmaga peptiidi derivaat. Asendades piperasiini
alifaatse diamiiniga, oleks vBimalik luhikese aja jooksul siinteesida mitu analoogse struktuuriga
Uhendit, mida saaks Uhe reaktsiooniga vedelfaasis PROTAC-ideks muuta, viies labi kas

atsutlimisreaktsioone vOi nukleofiilseid asendusreaktsioone E3 ligaasi linkeriga.

Efektiivse PKAc, PROTAC-i véljatootamiseks peab labi viima veel mitmeid sunteese, mille
kéigus optimeeritaks linkeri pikkust ja struktuuri. Parema uUlevaate jaoks oleks vaja uurida ka
teiste E3 ligaasi ligandide kasutamise mdju. Uhtlasi peaks labi viima korduskatseid erinevate
PROTAC-i kontsentratsioonide juures, et méérata sobivad parameetrid proteolulsi suunamiseks
ja selle hindamiseks.
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Joonis 12. ARC-2404 graafiline struktuur. Oranz — ATP-konkurentne ligand, sinine — E3 ligaasi ligand, must — linker.
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5. Kokkuvote

Bakalaureuseto¢ raames kujundati ja slinteesiti proteiinkinaas A kataltdtilise alathiku (PKAC,)
proteolulsi suunavaid Uhendeid (PROTAC-eid). Kokku sinteesiti seitse potentsiaalset
PROTAC-it.

Kirjanduse Ulevaates kirjeldati PROTAC-ide disainimise pohimdtteid, toimemehhanismi ning
bioloogilisi protsesse, mida PROTAC-id mdjutavad. Samuti tutvustati t60s kasutatavate

analtiisimeetodite teoreetilist tausta.

Eksperimentaalses osas protokolliti t66 raames labi viidud slnteese. Kuus thendit sunteesiti
tahkel kandjal, tks thend sunteesiti tdies mahus lahusefaasis. Lisaks PROTAC-ide sinteesile
viidi 1abi kahe talidomiidi derivaadi ning Ghe ATP-konkurentse inhibiitori stntees. Slnteesitud
PROTAC-ide dissotsiatsioonikonstandid (Kp) PKAc, suhtes maérati sidumiskatsetes, kus
kasutati kahte fluorestseeruvat inhibiitorit ja fluorestsentsanisotroopia mdotmisi. Proteoludsi
suunamise madra hindamiseks viidi labi individuaalsed rakukatsed siinteesitud (ihenditega.
Proteolliisi maéra hinnati PROTAC-idega toddeldud rakkudes western blot meetodiga, kus
mdddeti rakuliisaadis oleva kinaasi kogust spetsiifilise antikehaga. Rakukatsetes kasutati PC3 ja

HeLa rakuliine.

Slnteesitud PROTAC-ide afiinsus PKA suhtes varieerus tugevalt. Oligoarginiini ahelaga
uhendite afiinsus oli mitu suurusjarku koérgem vdrreldes teiste Uhendite afiinsustega:
bisubstraatsete PROTAC-ide afiinsus PKA suhtes oli vastavalt 0,1 ja 7 nM. Oligoarginiini
ahelata PROTAC-ide afiinsused jaid vahemikku 0,6-8,9 puM. PROTAC-i omadused esinesid thel
ainel seitsmest. ARC-2404 (AMTH-Ahx-dLys(5-talidomiid)-NH2) dissotsiatsioonikonstant
PKAC, suhtes oli alla mikromolaarse (Kp = 0,6+0,04 puM) ja see degradeeris l&bi viidud
rakukatsetes 16+9% rakus olevast PKAc, kogusest. PROTAC-i omaduste suurendamiseks pakuti
stinteesitud Uhendite p6hjal valja erinevaid vOimalusi PKAc, degradeerimise edendamiseks,

uhtlasi toodi soovitusi uute PROTAC-ide siinteesimise optimeerimiseks.
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Abstract

The aim of this work was to design and synthesise proteolysis targeting compounds (PROTACS)
for the catalytic subunit of protein kinase A (PKACc,). A total of seven potential PROTACSs were
synthesised.

In the theoretical part of this work, the principles of PROTAC design, the mechanism of action
and the biological processes affected by PROTACs were described. Additionally, the theoretical

background of the analytical methods used in the work was presented.

In the experimental section, the protocols for the synthesis of PROTACSs developed in this work
were reported. Six compounds were synthesised by using solid phase peptide synthesis (SPPS),
one compound was fully synthesised in the liquid phase. In addition to the synthesis of
PROTACS, the syntheses of two thalidomide derivatives and one ATP-competitive inhibitor
were carried out. The dissociation constants (Kp) of the synthesised PROTACs towards PKAC,
were determined in binding assays using two fluorescent inhibitors and fluorescence anisotropy
measurements. Individual cell assays with the synthesised compounds were performed to assess
the degree of proteolysis in the targeted protein. The extent of proteolysis was assessed in
PROTAC-treated cells via western blot analysis, in which the amount of kinase present in the
cell lysate was quantified with a kinase specific antibody. PC3 and HeLa cell lines were used in

the experiments.

The affinity of the synthesised PROTACs for PKA varied widely. The affinities of the
oligoarginine-chain containing compounds were several orders of magnitude higher compared to
the affinities of the other compounds, ranging between 0,1 and 7 nM. The affinities of the
PROTACs without the oligoarginine-chain ranged from 0.6 to 8.9 uM. Some PROTAC
properties were present in one out of the seven compounds. ARC-2404 (AMTH-Ahx-dLys(5-
thalidomide)-NHz2) had a sub micromolar affinity towards PKAc, (Kp = 0,6£0,04 uM) and
degraded 16+9% of the cellular PKAc, in the performed cell assays. To enhance the properties of
PROTACS, different ways to improve the structure and synthesis methods were recommended

based on the synthesised compounds.
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Infoleht

CAMP sbltuvat proteiinkinaasi proteoltisi suunavate kimaarihendite stintees ja omaduste

iseloomustamine

Bakalaureuset06 raames arendati PKAc, proteoliiisi suunavat thendit (PROTAC). T60 raames
stnteesiti seitse PROTAC-i kandidaati, mille sobivust hinnati fluorestsentsanisotroopia ja
western blot meetodiga vastavalt PROTAC-i ja PKAc, vahelise afiinsuse madramiseks ja
proteolulsi madra hindamiseks. T66 kaigus sunteesitud thenditest omas PROTAC-i omadusi (ks

uhenditest, mis degradeeris labi viidud rakukatsetes 16+9% rakus olevast PKAC,-st.

Marksdnad: PROTAC, proteiinkinaas A (PKA), proteoliiiisi suunamine, tahkefaasi slntees,
bifunktsionaalsed molekulid, fluorestsentsanisotroopia, western blot, proteoliius, ubikvitiin-

proteasoomi rada, proteiinkinaasi inhibiitorid

CERCS koodid: P310: Proteiinid, ensiimoloogia, B740: Farmakoloogia, farmakognoosia,

farmaatsia, toksikoloogia

Synthesis and characterization of chimeric compounds targeting cAMP-dependent protein

kinase proteolysis

In this work, a proteolysis targeting chimeric compound (PROTAC) was developed. During the
work, seven PROTAC candidates were synthesised. The suitability of the compounds was
determined using fluorescence anisotropy and western blot methods to assess the affinity and
degree of proteolysis of the synthesised compounds towards PKAc,. Out of the seven candidates,
one the synthesised compounds showed potential as a PROTAC, degrading 16 + 9% of the
PKAC, in treated cells.

Keywords: PROTAC, Protein Kinase A (PKA), targeted protein degradation, solid-phase
synthesis, heterobifunctional molecules, fluorescence anisotropy, western blot, protein

degradation, ubiquitin-proteasome system, kinase inhibitors

CERCS codes: P310: Proteins, enzymology, B740: Pharmacology, pharmacognosy, pharmacy,

toxicology
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Lisa 1. Puhastatud ARC-2400 HPLC kromatogramm ja massispekter
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Lisa 2. Puhastatud ARC-2403 HPLC kromatogramm ja massispekter
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Lisa 3. Puhastatud ARC-2404 HPL.C kromatogramm ja massispekter
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Lisa 4. Puhastatud ARC-2405 HPL.C kromatogramm ja massispekter
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Lisa 5. Puhastatud ARC-2406 HPL.C kromatogramm ja massispekter
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Lisa 6. Puhastatud ARC-2407 HPLC kromatogramm ja massispekter
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Lisa 7. Puhastatud ARC-2408 HPL.C kromatogramm ja massispekter

mAU

PDA Multi 3 340nm,4nm

11.740

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5

927

100000

90000

80000

70000

60000

50000

40000

30

300000 a

20000

10000 l = I
IH“.LL"’iL B . £ et

171

385

—154I
—I679

F—1059
I]37
1252

4—I497

........

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

48



Lisa 8. ARC-668 graafiline struktuur
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Lisa 10. ARC-1408 graafiline struktuur
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Lisa 11. Stinteesitud ARC-ide struktuurid (mitmel lehel)

Lisa 11 a. ARC-2400 graafiline struktuur

[e]
N
o
o

H
N NH e

N

/ o

o H
o NH

HzNWH\/\/\)j\_ H\/\/\)I\ g
-, be L,

HN NHy

Lisa 11 b. ARC-2403 graafiline struktuur
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Lisa 11 c. ARC-2404 graafiline struktuur
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Lisa 11 d. ARC-2405 graafiline struktuur

Lisa 11 e. ARC-2406 graafiline struktuur
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Lisa 11 f. ARC-2407 graafiline struktuur
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Lisa 11 g. ARC-2408 graafiline struktuur
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Lisa 12. Stinteesitud H9 inhibiitori *H NMR spekter (CDCls)

Johannes-H9-toor-1H 1 1 H
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Lisa 13. Stinteesitud talidomiid-5'-(I)-proliini 'H NMR spekter (CDCls)

1H-250404-Johannes-Pro-COOH-Tal & 1 H:
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Lisa 14. Stinteesitud talidomiid-5'-piperidiinkarboksutlhappe *H NMR spekter (CDClz)

1H-250404-Johannes-Pip-COOH-Tal 5 1 H:
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Lisa 15. 5-fluorotalidomiidi *H NMR spekter (CDClz)

Johannes-F-Tldm-1H 1 1 H:
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Lisa 16. Rakukatsete western blot-i vootide pindalad (mitmel lehel)

Katse 1

Aine Stivend | anti-PKAC
0,1% DMSO 1 4381
0,1% DMSO 2 4349

10 uM ARC-2400 |3 5208

10 uM ARC-2400 4 4862

2 UM ARC-2400 5 5887

2 UM ARC-2400 6 5707

10 M H89 7 5329

10 uM H89 8 4098

50 nM PKACc, 9 23331
Katse 2

Aine Suvend | anti-PKAC
0,1% DMSO 1 1177.355
10 pM ARC-2403 2 2085.891
50 uM H89 3 1397.062
80 nM PKACc, 4 17589.91
0,1% DMSO 5 756.82
10 pM ARC-2403 6 610.799
50 uM H89 7 256.627
80 nM PKACc, 8 8191.255
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Katse 3

Membraan A

Aine Stivend | anti-PKAC anti-TubA
0,1% DMSO 1 1942.82 3408.305
20 uM ARC-2404 2 1447.82 3259.891
12,5 uM ARC-2405 | 3 2102.234 2470.062
20 uM ARC-2406 4 4196.598 2699.255
20 uM ARC-2407 5 5466.79 4184.083
7,5 UM ARC-2408 |6 7270.154 5131.205
13 nM PKACc, 7 8087.439

Membraan B

Aine Stivend | anti-PKAC anti-TubA
0,1% DMSO 1 7429.326 7418.033
20 uM ARC-2404 | 2 7493.569 8289.326
12,5 UM ARC-2405 |3 6956.983 8973.326
20 uM ARC-2406 4 8520.439 8361.589
20 uM ARC-2407 5 7849.104 7334.79
7,5 UM ARC-2408 | 6 8924.347 6862.083
13 nM PKACc, 7 13565.26
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Lisa 17. Suurendatud pildid western blot-i vootidest

M,kDa Redel DMSO ARC-2400 ARC-2400

H89
0,1% 10 uM 2 uM 10 uM
63
48
35 Bhsi TS
Redel M, kDa DMSO ARC-2403 H89 PKAc, DMSO ARC-2403 H89
0,1% 10 uM 50 uM 80nM 0,1% 10 uM 50 uM
63
48
L 35

M, kDa Redel DMSO  ARC-2404 ARC-2405 ARC-2406 ARC-2407 ARC-2408 PKAc,

0,1% 20uM  12,5uM 20 uM 20 uM

70

55

35

Membraan A
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35

Membraan B
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