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1. SISSEJUHATUS 

 

Rakkude võime võtta vastu väliskeskkonnast saabuvaid signaale ning neile reageerida on 

nende elutegevuseks tarvilik fundamentaalne omadus ning tagab paljurakulistes organismide 

erinevate osade kooskõlastatud tegevuse. Kuigi signaalide ja neile antavate vastuste arv on suur, 

kasutavad rakud ainult piiratud hulka signaalide keemilise ülekande viise. Neist viisidest on 

kõige enam levinud valkude regulatoorne fosforüleerimine. Selle regulatsioonimehhanismi 

aluseks on valgumolekuli kovalentne modifitseerimine ühe või enama fosfaatrühma poolt, mis 

omakorda muudab valgu aktiivsust. Selle regulatsioonimehhanismi toimimise eest vastutavad 

proteiinkinaasid (või ATP–fosfotransferaasid), mis liidavad valguga fosfaadi ning fosfataasid, 

mis muudavad selle signalisatsioonimehhanismi pöörduvaks. Neist esimesed ensüümid kannavad 

ATP molekulis gamma asendis oleva fosfaatrühma üle erinevatele valkudele (Nelson and Cox 

2009) ja teised ensüümid eemaldavad fosfaatrühma. On kindlaks määratud, et 30 – 50% 

eukariootiliste rakkude valkudest on in vivo süsteemis fosforüleeritavad ja seega toimub nende 

aktiivsuse regulatsioon läbi regulatoorse fosforüleerimise mehhanismi (Pinna and Ruzzene 

1996). Seetõttu on need proteiinkinaasid ja fosfataasid muutunud selle signaali ülekande 

mehhanismi uurimise võtmeobjektideks.  

Regulatoorse fosforüleerimise abil kontrollitakse ainevahetust (süsivesikute ja lipiidide 

metabolismi), DNA transkriptsiooni ja replikatsiooni, organellide liikumist rakus ja lihaste 

kontraktsiooni (Hunter 1994). Mõiste “regulatoorne” tähendab seda, et reaktsioonide ahela üldist 

kiirust limiteerib ühe teatud valgu aktiivsus, mida reguleeritakse fosforüleerimise kaudu. 

Fosforüleerimise kiirus ja täpsus määravad seega kogu regulatsioonimehhanismi toimimise. 

Nagu märgitud, on proteiinkinaaside toimimise põhimõtteks ATP γ–fosfaatgrupi 

ülekanne reguleeritavate valkude seriini, treoniini või türosiini jäägile, mis põhjustab muutuse 

valgu struktuuris, funktsioonides või aktiivsuses. Peale nende klassikaliste fosforüleerimise 

kohtade on tuntud ka mõned teised variandid, mis on aga tunduvalt vähem levinud. See, millisele 

valgule fosfaatrühm üle kantakse, on aga määratud fosforüleerimise koha struktuuri poolt, 

millise tunneb ära proteiinkinaasi peptiidi sidumise tsenter. Kuna see molekulaarne äratundmine 

on kriitilise tähtsusega, on seda tagavaid spetsiifilisuse mehhanisme ka põhjalikult uuritud.  

Teine reaktsioonis osalev substraat on ATP, mis peab olema kompleksis Mg
2+

–ioonidega 

(Adams 2001). See substraat osaleb kõikide proteiinkinaaside korral ning on seega nn 

universaalne substraat. Seetõttu selle ligandi sidumist on sageli vaadeldud kui erinevate 

proteiinkinaaside jaoks sarnast protsessi. See asjaolu põhjendab ka seda, et ATP analoogide 

seostumist proteiinkinaasidega on uuritud oluliselt vähem, kui seda on tehtud peptiidide sidumise 
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korral. See asjaolu suunas meie uuringud veel kord käsitlema fosfaatrühma sisaldavate ligandide 

seostumist proteiinkinaasidega, kasutades selleks tuntud mudelobjekti, milleks on proteiinkinaas 

A. Uuringud teostati klassikalist viisi kasutades, kus mõõdetakse proteiinkinaas A poolt 

katalüüsitud substraatreaktsiooni pidurdamist lisatavate ligandide poolt. Samas on see meetod 

hea selle poolest, et võimaldab iseloomustada katalüütilises tsentris toimuvat sidumist. 

Uuritud ainete nimekiri on toodud Tabelis 1. Lisaks ATP otsestele analoogidele on selles 

tabelis ka mitmeid muid fosfaatrühma sisaldavaid lihtsaid aineid. On oluline, et mõned neist 

molekulidest osalevad ka rakus toimuvates bioloogilistes protsessides. Seepärast on nende ainete 

inhibeerimisomaduste uurimine huvitav ka võimaliku alternatiivse proteiinkinaas A 

regulatsioonimehhanismi seisukohast, millest senini meie andmetel juttu ei ole olnud. 
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2. ÜLEVAADE KIRJANDUSEST 

 

2.1 Proteiinkinaaside liigitus 

Proteiinkinaaside liigituse ja definitsiooni päristuumsete rakkude jaoks esitasid Hanks, 

Quinn ja Hunter (Hanks et al. 1988 ja 1995). Ühine tunnusjoon, mis ühendab ja seob kõiki 

proteiinkinaase, on homoloogiline „kinaasidomään“ ehk „katalüütiline domään“. Esitatud 

klassifikatsioon põhineb kinaasidomääni aminohapete järjestusel. Leiti, et kinaasi domäänis on 

aminohappe järjestuses teatud sarnasused, mis olid heaks aluseks teiste tunnusjoonte 

võrdlemisel:  

1) sarnasus üldises valgu struktuuris;  

2) sarnasus ensüümi aktiivsuse reguleerimise viisides;  

3) sarnasus substraatide molekulaarses äratundmises. 

 

Järgmisena on esitatud viis peamist kinaaside gruppi (Hanks et al. 1988 and 1995): 

1) AGC grupp; tsüklilisest nukleotiidist sõltuvad kinaasid (PKA, PKG, PKC) 

2) CaMK grupp; kaltsium/kalmoduliin poolt reguleeritud kinaasid (Snf1/AMPK 

perekond ja teised sarnased) 

3) CMGC grupp; tsükliin–sõltuvad kinaasid, MAP kinaasid ja GSK3 perekond ja teised 

sarnased. Nende aktiivsus on reguleeritud siserakkuliste metaboliitidega, 

isefosforüleerimisega või teiste proteiinkinaasidega 

4) PTK grupp; türosiinkinaasid 

5) OPK grupp; tavaliselt monomeersed valgud, mis on reguleeritavad 

madalmolekulaarsete metaboliitidega 

 

Antud töös on kasutatud hästi uuritud cAMP–sõltuvat proteiinkinaasi (proteiinkinaas A, 

EC 2.7.11.1), mis on üks esimestest avatud proteiinkinaasidest (Walsh et al. 1968) ja mis oli ka 

esimesena sekveneeritud (Shoji et al. 1981), esimesena kloneeritud (Uhler et al. 1986) ja on 

laialdaselt tunnustatud kui oma grupi proteiinkinaaside „mudelvalk“. Sageli on selle ensüümi 

uurimisel saadud tulemused üle kantavad teiste proteiinkinaaside jaoks. 
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2.2 cAMP–sõltuv proteiinkinaas 

 

2.2.1 Aktiveerimise mehhanism 

Superperekonna esindajana on cAMP–sõltuv proteiinkinaas kõige enam uuritud ja 

seetõttu on hästi teada mitmed katalüüsiga seotud mehhanismid (Adams 2001). PKA on 

heterotetrameerne valk, mille koosseisus on regulatoorne dimeer (R2) ja kaks katalüütilist 

alaühikut (2C). Fosfaatrühma ülekannet ATP–lt substraadile teostab katalüütiline alaühik C. C–

alaühik vabaneb ja aktiveerub cAMP kontsentratsiooni tõusu korral rakus. cAMP seostub 

regulatoorse alaühikuga, mis omakorda põhjustab selle konformatsiooni muutuse ja tetrameeri 

dissotsiatsiooni (Tao et al. 1970): 

 

4 cAMP + R2C2 cAMP4R2 + 2C   (1) 

 

Antud mehhanismi unikaalsus seisneb selles, et regulatoorne ja katalüütiline alaühik 

moodustavad kompleksi, mis on võimeline dissotsieeruma. Teistel kinaasidel on need alaühikud 

liidetud üheks valguks (Slice and Taylor 1989; Yonemoto et al. 1991). Seetõttu on PKA korral 

võimalik uurida katalüüsi ja regulatoorseid protsesse ainult katalüütilise alaühiku korral, ilma 

regulatoorse alaühiku mõjuta. 

 

2.2.2 Katalüütilise alaühiku struktuur 

Imetajate PKA monomeerse katalüütilise alaühiku molekulmass on 38 kDa (Beebe et al. 

1986; Erlichman et al. 1973; Zoller et al. 1979). Esimene kolmedimensionaalne ensüümi 

struktuur töötati välja MgATP ja peptiid–inhibiitori PKI kompleksi jaoks (Knighton et al. 1991). 

Ilmnes, et katalüütiline alaühik koosneb kahest alamdomäänist, mille üldine struktuur on 

iseloomulik ka kõikidele teistele proteiinkinaasidele (Taylor and Radzio-Andzelm 1994). 

Väikses alamdomäänis (N–terminaal) asetseb MgATP seondumisregioon ja koosneb peamiselt β 

struktuurist (strands), suurem alamdomään (C–terminaal) on substraadi seondumisregiooniks ja 

koosneb põhiliselt α–heeliksist. C–PKA ja peptiidi kompleksi struktuur on toodud Joonisel 1 

(PDB ID: 1ATP; Zheng et al. 1993). Peptiidne inhibiitor PKI[5–24], mis on seostunud 

substraatpeptiidi asemel, on sellel joonisel märgitud punase värviga. Kahe alamdomääni vahel 

asetseb sügav lõhe. See on aktiivtsenter, mille põhjas asub adenosiini seondumiskoht. ATP 

molekuli adenosiini ring seostub tugevasti katalüütilise alaühikuga, võimalik et kolme 

vesiniksideme kaudu (Bossemeyer et al. 1993). ATP fosfaatide seondumine toimub lõhe äärel. 

Selle koha lähedal, aga teisel alamdomäänil, asetseb peptiidi või valgu sidumise piirkond ning 
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samas toimub fosfaatrühma ülekanne (Zheng et al. 1993). Aktiivtsentri ümbruses asub ka 

hulgaliselt kõikides proteiinkinaasides konserveerunud aminohappeid (Madhusudan et al. 1994).  

Proteiinkinaasi struktuuri uuringud näitasid seda, et katalüütilise aktiivsuse jaoks on väga 

olulisel kohal ensüümi konformatsiooni muutused (Taylor et al. 2004). Aktiivtsentri äärel 

asetsev nn aktivatsioonisilmus peab olema õiges asendis, et substraadid saaksid seostuda 

ensüümiga (DeBont et al. 1993; Jeffrey et al. 1995). Paljudel juhtudel on selleks vajalik 

proteiinkinaasi Ser või Thr jääkide fosforüleerimine. PKA korral toimub see fosforüleerimine 

Thr–197 juures ja see protsess on autokatalüütiline (Johnson 2001). 
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Joonis 1. cAMP–sõltuva proteiinkinaasi katalüütilise alaühiku ruumiline struktuur koos 

kahte mangaani iooniga (tähistatud kui helesinised kerad) ATP (näidatud on molekuli struktuur) 

sidumiskohas. Seostunud on ka peptiidne inhibiitor  PKI [5–24] (punane), mis markeerib peptiidi 

sidumiskoha (PDB ID: 1ATP; Zheng et al. 1993).  
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2.2.3. Fosforüleerimise kineetiline mehhanism 

Sünteetilise peptiidse substraadi (kemptiidi) fosforüleerimise reaktsiooni vaadeldakse kui 

kolmeastmelist protsessi, mis koosneb substraadi seondumisest, fosfaatrühma ülekandest ja 

produkti vabanemisest (Adams and Taylor 1992; Grant and Adams 1996). Statsioonaarses 

olekus toimub substraatide sidumine tõenäoliselt juhuslikus järjestuses. Samas kohtab aga ka 

väiteid, et eelistatud on ATP seondumine esimese substraadina. Pärast kahe substraadi 

seondumist toimub kemptiidi fosforüleerimine ja fosforüleeritud kemptiidi ja ADP vabanemine. 

Reaktsiooniks on vaja Mg
2+

–ioonide olemasolu reaktsioonikeskkonnas (Cook et al. 1982; Kong 

and Cook 1988; Whitehouse et al. 1983). Ühe ATP molekuli jaoks on vaja kaks Mg
2+

–iooni, mis 

omakorda mängivad ilmselt olulist rolli ATP molekuli reaktsiooniks sobiva konformatisooni 

moodustumises, selle koordineerimises seondumisel ensüümi alatsentriga ja katalüütilise 

alaühiku konformatsiooni muutustes (Zimmermann et al. 2008).  

Viskoossuse mõju uuringud on näidanud, et reaktsiooni kiirust limiteerivaks staadiumiks 

võib olla produktide difusioon ensüümilt, sest fosfaatgrupi ülekanne toimub vähemalt 10 korda 

kiiremini kui produkti vabanemine. Selleks produktiks, mille vabanemine on kiirust 

limiteerivaks staadiumiks, on peetud ADP-d (Adams and Taylor 1992). Hiljem, kasutades nn 

kustutatud joa meetodit, on aga näidatud, et kiiruskonstant 500 s
-1

 võib siiski iseloomustada 

fosfaatrühma ülekannet (Grant and Adams 1996). 

 

2.2.4 C–alaühiku aktiivsuse regulatsiooni võimalusi 

Ennustatakse, et imetajate genoomist umbes 2% kodeerib kinaase. Inimese genoomi 

korral on see arv suurem, moodustades umbes 2.8% valkude arvust. Nende andmete põhjal võib 

oletada, et olemas on rohkem kui 500 kinaasi (Venter et al. 2001). Samas on vaatamata kinaaside 

suurele arvule ja mitmekesisusele võimalik märgata olulisi sarnasusi nende struktuuris, 

funktsioneerimises ja regulatsiooni mehhanismides.  

PKA aktiivsust kontrollib peamiselt kaks mehhanismi. Esimene nendest ja kõige tähtsam 

on regulatoorse alamdomääni dissotsiatsioon mitte–aktiivsest kompleksist. Regulatoorne alaühik 

sisaldab pseudosubstraadi järjestust RRGAI, mis hõivab substraadi seondumiskohta ja takistab 

fosfaatrühma ülekannet substraadile. Teiseks mehhanismiks on ensüümi katalüütilise 

alamdomääni isefosforüleerimine Thr–197 juures (Johnson et al. 1996). Seda alamdomääni 

nimetatakse “aktivatsiooni segmendiks” ja temale vastavad aminohapete jäägid 184–208 (Taylor 

and Radzio-Andzelm 1994). Aktivatsiooni segmendis oleva Thr–197 fosforüleerimine muundab 

ensüümi geomeetriat, mis omakorda mõjub PKA aktiivsusele. 

Huvipakkuv on ka lahuse pH mõju PKA aktiivsusele. pH–väärtus mõjub substraatide 

seondumisele fosforüleerimise reaktsioonis ja on väikese mõjuga katalüütilisele staadiumile. 
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Teada on, et pH muutused mõjuvad aminohapete jääkide protonisatsioonile, seekord ilmselt nii 

substraadiks oleva peptiidi või valgu molekulis kui ka ensüümi molekulis (Yoon and Cook 

1987). 

 

 

2.3 Proteiinkinaas A inhibiitorid 

 

2.3.1 Inhibiitorite toime iseloomustamine 

Inhibiitorite toime iseloomustamiseks uuritakse katalüüsi algkiiruse (v) sõltuvust 

inhibiitori kontsentratsioonist [I]: 

     ( ) 

Suurus IC50 iseloomustab inhibiitori võimet pidurdada reaktsiooni ehk vähendada 

ensüümi mõõdetavat aktiivsust. See suurus näitab inhibiitori kontsentratsiooni [I], mille juures 

katalüüsi kiirus v on 50% algkiirusest (V). Selles võrrandis ei ole arvestatud asjaolu, et inhibiitori 

toime oleneb uurimiseks kasutatava substraadi kontsentratsioonist. Substraadi toimet arvestab 

lihtsamal juhul Cheng–Prusoffi võrrand (Cheng and Prusoff 1973), mis seob IC50 väärtuse 

ligandi tegelikku afiinsust iseloomustava suurusega Ki: 

     ( ) 

Cheng–Prusoffi võrrandi kasutamine on õigustatud, kui inhibeerimine toimub 

konkurentse mehhanismi kohaselt ning teada on Km väärtus substraadi jaoks. Proteiinkinaas A 

korral tuleb arvestada aga kahe substraadiga, mis muudab oluliselt keerukamaks nii 

parandusliikme arvutuse kui ka inhibeerimise mehhanismi uuringud. Seetõttu piirduvad paljud 

tööd IC50 väärtuse määramisega. Seejuures on kindlaks kujunenud katsetingimused, mille juures 

IC50 väärtust määratakse. Kui tegu on ATP tsentrisse suunatud inhibiitoritega, siis on oluline 

eelkõige ATP kontsentratsioon. Proteiinkinaas A korral kasutatakse tavaliselt katsetes 100 M 

ATP kontsentratsiooni, mis ületab Km väärtuse ca 4 korda (Lew et al. 1997). Seega muutuvad 

IC50 väärtused ca 5 korda väiksemaks. Kuna see muutus on sarnane kõikide ühendite jaoks, siis 

reaktsiooniseeria piires inhibiitorite suhteline toimerida ei muutu. Sellest lähtudes on kasulik Ki 

väärtuse arvutamine juhul, kui andmeid võrreldakse teiste kirjanduses toodud andmetega, mis 

tavaliselt on teisendatud Cheng–Prusoffi võrrandi abil. 

 



12 

 

2.3.2 Proteiinkinaaside inhibiitorid 

Ülevaate järgmine osa kirjeldab proteiinkinaaside inhibiitoreid, mida on senini uuritud 

ning millest mitmed võivad huvi pakkuda kui lähteained tulevaste ravimite loomisel. 

Esimene inhibiitorite rühm on suunatud substraadiks oleva peptiidi või valgu 

sidumiskohale, st need ained konkureerivad selle sidumiskoha pärast ja takistavad reaktsiooni. 

Tavaliselt on need inhibiitorid peptiidid või nende analoogid ning nad sisaldavad sarnaseid või 

samasuguseid aminohapete järjestusi kui spetsiifilised substraadid. Näiteks PKA korral on 

selliseks motiiviks järjestus RRXS (Kemp and Pearson 1990). Juba 1970–ndatel avastati, et 

PKA-d inhibeerib R–alaühik ja proteiinkinaasi inhibiitor PKI (ka tuntud kui Walsh’i inhibiitor) 

(Walsh et al. 1971). Samuti toimivad inhibiitoritena sünteetilised peptiidid, milles fosfaadi 

aktseptor on asendatud alaniiniga (Kemp et al. 1976). Võrreldes ATP-analoogidega pole 

peptiidide analoogid efektiivsed inhibiitorid (Walsh and Glass 1991). 

Teine inhibiitorite rühm on suunatud ATP sidumiskohale. Üldiselt on nendel ainetel suur 

afiinsus, aga mitte eriti oluline selektiivsus. Selle põhjuseks on erinevate proteiinkinaaside ATP 

sidumiskohtade suur homoloogia (Fischer 2004; Knight and Shokat 2005). Esimene selline ATP 

sidumiskoha inhibiitor oli mikroobne alkaloid staurosporiin (Tamaoki et al. 1986). See inhibiitor 

pidurdab paljude proteiinkinaaside reaktsiooni ning tema jaoks on määratud IC50 väärtused 3 – 

30 nM. Võib väita, et selle inhibiitori toimemehhanism ei ole lõplikult selge (Meggio et al. 

1995). 

Samasse inhibiitorite klassi kuuluvad ka nn Hidaka või H–seeria inhibiitorid, mis on 

erinevad isokinoliinsulfoonamiidid (Hidaka et al. 1984). Kõik need ühendid konkureerivad 

eeldatavasti ATP-ga selle sidumiskoha pärast. Samas on mõned H–seeria inhibiitorid ka 

selektiivse toimega, seondudes erineva efektiivsusega erinevatele ensüümidele. Selliseks 

ühendiks on näiteks H89. See on huvitav asjaolu, kuna ATP sidumist erinevate 

proteiinkinaasidega kirjeldab reeglina sarnane Km
 

väärtus (Engh et al. 1996). See annab 

võimaluse ennustada, et erinevates proteiinkinaasides olevates ATP–sidumiskohtades on olemas 

ka teatud erinevused, mis omakorda võivad olla uute proteiinkinaaside inhibiitorite loomise 

aluseks.
 

Eraldi klassina võib vaadelda ka bifunktsionaalseid inhibiitoreid. Nende inhibiitorite 

kontseptsioon oli töötanud välja lähtudes varem tuntud üleminekukompleksi–analooginhibiitorite 

kontseptsioonist (Wolfenden 1971). Kuigi bifunktsionaalsete inhibiitorite toime põhimõtted 

formuleeriti Broomi poolt 1989 aastal (Broom 1989), sünteesiti esimesed inhibiitorid mitu aastat 

hiljem (Ricouart et al. 1991). Nende inhibiitorite korral püütakse imiteerida mõlemat substraati – 

nii peptiidi kui ATP-d. Selline molekul toimib eeldatavalt nii peptiidi sidumiskohaga kui ka ATP 

sidumiskohaga, mis peaks tagama nii sidumise efektiivsuse kui ka selektiivsuse. 
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Üks võimalus sellist molekuli saada on ühendada ATP oma fosfaatgrupi kaudu 

peptiidsubstraadi fosforüleeritava OH–rühmaga. Vaatamata ootustele osutusid sellised 

inhibiitorid enamasti nõrgaks ning nende IC50 väärtused olid mikromolaarse kontsentratsiooni 

vahemikus. Küsimuse all on ka nende ainete stabiilsus proteiinkinaaside juuresolekul – molekuli 

koostises on mitu fosfaatgruppi, mis on substraadiks kinaasidele. Bifunktsionaalsete inhibiitorite 

näiteks on ka kemptiidi ühendamine adenosiinnukleotiididega (ADP, ATP, AP4) üle 

fosfordiestersideme. Parim neist kompleksidest oli adenosiin–5’-tetrafosfaadi ja kemptiidi 

konjugaat (kemptiid–AP4), mille jaoks määrati PKA korral IC50=68 µM (Medzihradszky et al. 

1994). 

Teine võimalus on ühendada substraate imiteerivaid fragmente mittefosfaatse grupiga, 

milleks on tavaliselt esterrühm. Selline molekul peaks olema stabiilsem, kui fosfaatgrupiga 

analoog. Seda tüüpi ained on sünteesitud ka meie instituudis (Loog et al. 1999; Pehk and Uri 

1997; Uri et al. 1994). Kõige paremad nendest on adenosiini konjugaadid heksa–D–arginiiniga, 

mis omavad Ki väärtusi vahemikus 5 − 10 nm (Enkvist et al. 2006). 

Kolmandaks bisubstraatsete inhibiitorite rühmaks on ained, mille koostises on adenosiini 

fragment. Kuna adenosiin on ATP molekuliga võrreldes väiksema afiinsusega ligand, siis ka 

inhibiitori afiinsus väheheb. See asjaolu nõuab “paremat” peptiidi fragmenti. Sellepärast on 

sellist tüüpi inhibiitorite loomine keerukas ülesanne. Esimene edukas näide oli isokinoliini–5–

sulfoonamiidi ja peptiidi Ser–Arg6 kompleks (Ricouart et al. 1991), kus need molekulid olid 

omavahel seotud grupiga –NH(CH2)2NH(CH2)2CO–. Selle kompleksi jaoks saadi PKA korral 

Ki=0.004 µM ja PKC korral Ki=0.1 µM. Selline inhibiitor oli konkurentne ATP suhtes, kuid 

mittekonkurentne peptiidsubstraadi suhtes (Parang and Cole 2002). 

Viimane inhibiitorite rühm on nn “biligand-inhibiitorid”, mis üldisel juhul seonduvad 

ensüümiga kahes kohas, aga mittekohustuslikult ATP ja substraat seondumiskohas (Lavõgina et 

al. 2010). 
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3. TÖÖ EESMÄRGID 

 

Töö planeerimisel püstitati eesmärgid, mida sõnastati järgnevalt: 

1. Kirjandusliku osa vormistamisel tutvuda PKA kohta olemas oleva kirjandusega ning 

proteiinkinaaside kineetika määramise viisidega. 

2. Omandada proteiinkinaas A substraatreaktsiooni kineetika määramise metoodika ning 

kasutada seda inhibiitorite toime kirjeldamiseks. 

3. Määrata seeria fosfaatrühma sisaldavate ligandide jaoks IC50 väärtused ning analüüsida 

seda, kuidas nende ainet sidumine oleneb nende strukuurist. 
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4. EKSPERIMENTAALNE OSA 

 

4.1 Kemikaalid 

–[
32

P]ATP on ostetud firmast Amersham (UK). Peptiidid LRRASLG (kemptiid) on 

sünteesitud ja kirjeldatud varasemas meie labori töös (Kuznetsov et al. 2003). RRAS(Pi)VA 

telliti firmast GL Biochem Ltd (Shanghai) ning oli puhtusega >95%. Adenosiin, ATP, ADP, 

cAMP, AMP, TRIS/HCl, BSA, FBP, PEP, H3PO4 ja D-riboos–5’–fosfaat on pärit firmast 

Sigma–Aldrich (USA). MgCl2 on pärit firmast Acros (Saksamaa). Fosfotselluloospaber P81 on 

pärit firmast Whatman (UK). Proteiinkinaasi A katalüütiline alaühik Calpha osteti firmast Biaffin 

GmbH & Co KG (Saksamaa) ning see on ekspresseeritud E.coli rakkudes hiire cDNA-d 

kasutades, 30 U/mg, 0.1 mg/ml, lot 040916.  

 

4.2 Proteiinkinaasi aktiivsuse määramine ja inhibeerimine 

Peptiidi fosforüleerimist proteiinkinaas A poolt teostati 30°C juures 70 μl 

reaktsioonisegus, mis sisaldas: 50 mM TRIS/HCl, pH 7.4, 10 mM MgCl2, peptiid–substraat 

LRRASLG (kemtiid) kontsentratsiooniga 60 μM (alglahus valmistati 50 mM TRIS/HCl, pH 

7.4); inhibiitorite kontsentratsioonid valiti IC50 väärtuse määramise vajalikus vahemikus; γ–

[
32

P]ATP kontsentratsiooniga 100 μM (eriradioaktiivsus jäi vahemikku 60 – 200 cpm/pmol); 10 

μl PKA lahust. See lahus valmistati vahetult enne eksperimendi algust 500 kordse PKA 

alglahuse lahjendamise teel 50 mM TRIS/HCl puhvris, pH 7.4 ja 1 mg/ml BSA. 

Fosforüleerimisprotsess käivitub koheselt kui reaktsioonisegusse lisatakse ensüüm. 

Seejärel võetakse reaktsioonisegust erinevatel ajahetkedel 10 μl kaupa lahust fosfotselluloos–

paberile, mis seejärel asetatakse külma 75 mM fosforhappe lahusesse, kus reaktsioon koheselt 

peatub. Fosfotselluloosipaberi tükke pestakse neli korda külma 75 mM H3PO4 lahuses, iga kord 

10 minutit. Sellise töötluse tulemusena eemaldati γ–[
32

P]ATP liig. Pärast seda kuivatatakse 

paberid 120°C juures 25 minutit. Radioaktiivsust paberil mõõdeti Beckman LS 7500 

radioaktiivsuse loendurit kasutades. 

Fosforüleerimisreaktsiooni algkiiruse väärtused arvutati produkti moodustumise järgi, 

mõõtes selle konstentartsiooni muutuse sõltuvust ajast (Joonis 2). Inhibeerimise kirjeldamiseks 

uuriti edasi algkiiruste sõltuvust inhibiitori kontsentratsioonist ning saadud sõltuvusest arvutati 

IC50 väärtused (Joonis 3). 
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Joonis 2. Peptiidi fosforüleerimise algkiirused proteiinkinaas A poolt. Inhibiitori ADP 

kontsentratsioonid on näidatud joonisel, ATP kontsentratsioon on 100 μM, pH 7.4, temp. 30 
o
C, 

50 mM TRIS/HCl puhver, 10 mM MgCl2. Algkiiruse väärtused on arvutatud sirgjoonte tõusust. 
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Joonis 3. PKA aktiivsuse vähenemine fosfaatiooni (□), D-riboos-5’-fosfaadi (○), PEP-i 

(∆) ja FBP (*) toime tõttu. ATP kontsentratsioon on 100 μM, kemptiidi – 60 μM, pH 7.4, temp. 

30
o
C, 50 mM TRIS/HCl puhver, 10 mM MgCl2. 

 

4.3 Andmetöötlus 

Andmete analüüs tehti programmiga GraphPad PrismTM versioon 4.0 (GraphPad Software 

Inc., USA). Katsete tulemused on esitatud kujul: keskmine väärtus ± standardviga. 
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5. TULEMUSED JA ARUTELU 

 

Selles töös uuriti mitmete fosfaatrühma sisaldavate ainete võimet inhibeerida PKA poolt 

katalüüsitud kemptiidi fosforüleerimise reaktsiooni ning iseloomustati seda võimet IC50 

väärtustega. Katsete tulemused on toodud Tabelis 1. Sealt on näha ka uuritud ainete nimekiri. 

Nende ainete valemid on esitatud Joonisel 4. Nimekirjast on näha, et uuritud ained sisaldasid kas 

üks, kaks või kolm fosfaatrühma. Kuna kineetilised mõõtmised viidi läbi tingimustes, kus 

reaktsioonikeskkonnas oli 10 mM MgCl2, siis ensüümiga toimisid tegelikult nende fosfaatide 

Mg
2+

–soolad. Nii on näiteks teada, et MgHPO4 dissotsiatsioonikonstant on neutraalsel pH 

väärtusel 0.003 – 0.006 M (Greenwald 1940). Seega esineb see aine lahuses peamiselt 

dissotsieerumata soolana. Sama järeldus on võimalik teha ka asendatud fosfaatide ning di– ja 

trifosfaatide jaoks. 

Kahe Tabelis 1 toodud aine (AMP ja ADP) inhibeerimisomadusi on uuritud ka 

varasemates töödes, kus eksperimentaalselt saadud IC50 väärtused on Cheng–Prusoffi võrrandi 

(Cheng and Prusoff 1973) abil ümber arvutatud Ki väärtusteks lähtudes seisukohast, et need 

inhibiitorid konkureerivad ATP sidumiskoha pärast. Nii on AMP jaoks määratud Ki väärtus 0.6 

mM (Cook et al. 1982) ning ADP jaoks 20 μM (Lew et al. 1997). Meie poolt saadud tulemuste 

ümberarvutus Cheng–Prusofi valemi abil annab AMP jaoks Ki = 369 μM ja ADP jaoks 22 μM. 

On näha, et need tulemused on hästi kokku langevad kirjanduse andmetega. 

 

 

Tabel 1. Uuritud inhibiitorite Ki väärtused, mis on arvutatud proteiinkinaas A poolt katalüüsitud 

kemptiidi fosforüleerimise reaktsiooni pidurdamise andmetest (ATP 100 μM, kemptiid 60 μM). 

Number Inhibiitor Ki, μM 

I fosfaatioon 254±86 

II PEP 76±20 

III FBP 36±8 

IV D–riboos–5’–fosfaat 192±4 

V adenosiin 102±18 

VI cAMP 235±19 

VII AMP 369±40 

VIII ADP 22±3 

IX RRAS(Pi)VA 208±37 
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Joonis 4. Uuritud ligandide struktuurid 



19 

 

Eraldi tähelepanu väärivad tulemused, mis saadi MgHPO4 kui inhibiitori omaduste kohta. 

See ligand on tegelikult minimaalne fragment ATP molekulist, mille sidumist ensüümiga on 

võimalik iseseisvalt uurida. Meie poolt määratud IC50 väärtus 1.27 mM annab selle ligandi jaoks 

Ki väärtuse 254 μM. See väärtus on oluliselt suurem, kui kõikide teiste meie poolt ja ka varem 

kirjanduses uuritud ainete Ki väärtused. Seetõttu oli vajalik katseid teha suhteliselt kõrgetel 

inhibiitori kontsentratsioonidel. Töös kasutati kontsentratsioone kuni 6 mM (Joonis 3). Nendel 

tingimustel muutub aga reaktsioonisegu ioontugevus, mis omakorda võib mõjutada peptiidi 

fosforüleerimise kiirust. Ioontugevuse mõju hindamiseks tehti kontrollkatse, kus 

reaktsioonisegusse lisati NaCl 15 mM kontsentratsioonil. Leiti, et PKA aktiivsus tavalises 

reaktsioonisegus oli 10.7±0.5 cpm/s ja koos 15 mM NaCl lisandiga 9.8±0.4 cpm/s. Nende 

väärtuste vahe on 9 %. Sellest järeldati, et ioontugevuse mõju (nn mittespetsiifiline soolaefekt) 

on selles reaktsioonis suhteliselt väike. Pealegi ei ole inhibeerimiskatses lisatud fosfaat–ioonid 

täielikult dissotsieerunud, mistõttu on tegelik ioontugevus isegi väiksem, kui arvutuslik. Seetõttu 

võib ioontugevuse muutusest tingitud reaktsioonikiiruse muutuse arvestamata jätta. Samad 

katseandmed on illustreeritud ka Joonisel 5. 
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Joonis 5. Produkti moodustumise sõltuvus ajast reaktsioonisegu erineval koostisel. 

Andmed standardtingimustel (■) ja andmed 15 mM NaCl lisamisel (○). Tõusud on vastavalt 

10.7±0.5 ja 9.8±0.4 cpm/s. 
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Teine oluline faktor, mida selles katses rangelt kontrolliti, oli reaktsioonikeskkonna pH, 

sest PKA aktiivsus sõltub sellest parameetrist (Yoon and Cook 1987). Kokkuvõtteks võib seega 

väita, et esmakordselt on õnnestunud iseloomustada fosfaatrühma toimet proteiinkinaas A 

katalüütilise tsentriga.  

Esmakordselt on uuritud ka madalmolekulaarsete fosfaatide PEP ja FBP inhibeerivat 

toimet proteiinkinaas A katalüüsile. Nendes molekulides on fosfaatrühmale lisatud 

asendusrühmad, mis muudavad inhibeerimise efektiivsust: FBP jaoks on Ki väärtus 36±8 μM ja 

PEP jaoks 76±20 μM. See selgub ka Jooniselt 3, kus on toodud PKA reaktsiooni kiiruste 

sõltuvus nende ainete kontsentratsioonist. On huvitav, et orgaanilise asendusrühma lisamine 

suurendab ligandi sidumise efektiivsust, sest võrreldes fosfaatiooni sidumisega paraneb PEP ja 

eriti FBP sidumise efektiivsus mitu korda. Samuti on nendest andmetest näha, et kahe 

fosfaatrühma olemasolu parandab sidumist võrreldes ühe rühma olemasoluga. 

Nendel andmetel võib olla oluline tähendus ka ainevahetuse reguleerimise seisukohast. 

Nimelt on mõlemad ligandid seotud glükolüüsi ainemetabolismi rajaga. Samas on teada, et 

proteiinkinaas A osaleb selle kaskaadi regulatsioonil maksas, kus L–tüüpi püruvaadi kinaasi 

fosforüleerimise teel aeglustatakse seda protsessi (Munoz and Ponce 2003; Metzler and Metzler 

2001). Kui PEP on võimeline efektiivselt pidurdama seda regulatiivse fosforüleerimise protsessi, 

siis võib sellel olla oluline, aga seni tundmatuks jäänud regulatoorne tähendus. 

On huvitav lisada, et fosfaatrühmaga seotud molekuli osa suurus ei oma erilist tähtsust 

sidumisomaduste määramisel. Selle väite tõestuseks võib vaadata andmeid fosforüleeritud 

peptiidsubstraadi RRAS(Pi)VA sidumise kohta. Selle aine jaoks saab hinnata Ki väärtuseks 208 

μM, mis ei erine väga oluliselt teist eelpoolvaadeldud fosfaatide sidumisomadustest, kuigi 

fosfaatrühmaga on liidetud peptiid. 

Adenosiini derivaatide AMP, cAMP ja ADP toime proteiinkinaasidega pakuvad erilist 

huvi, kuna nad on sarnased substraadi ATP molekuliga ja seega saavad mõjutada tema sidumist. 

Nagu selgub toodud andmetest, on meie poolt uuritud seerias kõige tugevamaks inhibiitoriks 

ADP. Selle aine jaoks on Ki väärtus 22 μM. Ühe fosfaatgrupi eemaldamisel ADP molekulist 

inhibeerimisefekt tunduvalt nõrgeneb. Nii on AMP jaoks inhibeerimisefekt kirjeldatav Ki 

väärtusega 369 μM. Kui ainukene fosforgrupp muutub aga tsükliliseks, nii nagu see on cAMP 

korral, läheb inhibeerimine veidi paremaks ja selle aine jaoks on Ki kirjeldatav väärtusega 235 

μM.  

Seda ATP–sarnaste ligandide rida saab jätkata, sest kirjanduses on mitmel korral uuritud 

ATP–analoogina tuntud inhibiitorit AMP–PNP. Selle aine jaoks on avaldatud Ki väärtus 70 μM 

(Whitehouse and Walsh 1983), mis on lähedane ADP jaoks saadud tulemusega, aga halvem ATP 

jaoks saadud dissotsiatsioonikonstandist 25 μM (Lew et al. 1997).  
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Kokkuvõtteks oleme koostanud uuritud ainete ja ka kirjanduse andmete baasil järgmise 

ülevaatliku Tabeli 2. Selles tabelis on toodud eksperimentaalsed pKi väärtused inhibiitorite 

kohta, mis vastavalt meie töö eesmärgile sisaldavad fosfaatrühmi. Samas tabelis on toodud ka A. 

Kuznetsovi poolt samade inhibiitorite jaoks tehtud arvutuste tulemused, kus ligandi seostumise 

arvutimudeli abil on hinnatud optimaalsete ensüüm–ligand komplekside tekkeenergiat. Seejuures 

on käsitletud ainult ensüümi aktiivtsentris tekkivaid komplekse. Käesoleva töö tulemused 

võimaldavad neid andmeid võrrelda eksperimentaalsete pKi väärtustega. Selle võrdluse 

tulemused on toodud Joonisel 6. Sellelt jooniselt on näha, et teatud ainegruppide piires esineb 

selge korrelatsioon eksperimentaalse pKi väärtuste ja arvutuslike sidumisenergiate vahel.  

 

 

Tabel 2. Uuritud inhibiitorite pKi väärtused ja ATP pKd väärtus võrrelduna nende ligandide 

arvutusliku sidumisenergiatega 

Number Ligand pKi Sidumisenergia –E, kcal/mol 

I fosfaatioon 3.6 3.7 

II PEP 4.1 4.7 

III FBP 4.4 5.8 

IV D–riboos–5’–fosfaat 3.7 5.3 

V adenosiin 4.0 6.2 

VI cAMP 3.6 6.6 

VII AMP 3.4 5.9 

VIII ADP 4.7 7.5 

IX ATP 4.6* 6.9 

X AMP–PNP 4.2** 6.4 

*Lew et al. 1997 

**Whitehouse et al. 1983 
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Joonis 6. Sõltuvus inhibiitorite aktiivsus pKi sidumisenergiatest E, mis kirjeldab 

kompleksi moodustamise energiat. ATP jaoks oli kasutatud pKd väärtust. 

 

 

Samas on huvitav, et uuritud ained jagunevad kahte gruppi. Esimese grupi moodustavad 

ained, kus üks või kaks fosfaatgruppi on liidetud orgaanilise molekuli fragmendile või peptiidile. 

Sealhulgas on ka fosforüleeritud D–riboosi punkt. Teises grupis on ained, mis sisaldavad 

adenosiini jääki. Seega muudab adenosiinijäägi viimine inhibiitori molekuli ligandi sidumise 

mehhanismi, mis ei ole aga ka üllatav, arvestades proteiinkinaaside spetsialiseerumist ome teise 

loodusliku substraadi ATP suhtes. 
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KOKKUVÕTE 

 
Magistritöö „cAMP–sõltuva proteiinkinaasi inhibeerimine mõningate fosfaatrühma 

sisaldavate ligandidega“, Dmitri Solntsev 

 

Käesolevas töös on uuritud 8 fosfaatrühma sisaldava ligandi inhibeerivat toimet 

proteiinkinaas A katalüüsil ja määrati nende ainete jaoks IC50 väärtused ning neist arvutati ka Ki 

väärtused. Inhibiitorite seeria algab fosfaatioonist, mille Mg-kompleks omab ka inhibeerivat 

toimet.  Esmakordselt kirjeldati fruktoosfosfaadi ja fosfoenoolpüruvaadi inhibeerivat toimet. 

Uuritud fosfopeptiidi RRAS(Pi)VA inhibeeriv toime oli ootuspäraselt nõrk. Inhibiitorite 

seostumine paranes adenosiini rühma juuresolekul, mida näitavad AMP, cAMP ja ADP IC50 

väärtuste kohta saadud andmed. 
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