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Lithendid

Liihend Eestikeelne vaste

5-TAMRA 5-karboksiitetrametiiiilrodamiin

AEEA-AEEA 8-amino-3,6-dioksooktaanhappe dimeer

AMTH 5-(2-aminopiirimidiin-4-iiil)tiofeen-2-
karbokstitilhape

ARC adenosiini analoogi ja oligoarginiini

konjugaat

ARC-Lum(Fluo)

adenosiini analoogi ja oligoarginiini
konjugaat, millel on luminestsentsomadused

ATP adenosiin-5’-trifosfaat

Boc tert-butiitilokstikarboniiiil

BSA veiseseerumi albumiin

cAMP tstikliline adenosiin-3’,5’-monofosfaat

DAP 2,3-diaminopropaanhape

DCE 1,2-dikloroetaan

DMF N,N-dimetiitilformamiid

DMSO dimetiitilsulfoksiid

Dpr 2,3-diaminopropaanhape

DTT ditiotreitool

EM emissiooni lainepikkus (nm)

EX ergastuse lainepikkus (hm)

Fmoc 9-fluorentitilmetoksiikarboniitil

FRET Forsteri resonantsenergia iilekanne

HBTU O-bensotriasool-N,N,N',N'-tetrametiitil-
uroonium-heksafluorofosfaat

HEPES (4-(2-htdroksiietiitil )-1-
piperasiinetaansulfoonhape

HOBt 1-hiidroksiibensotriasool

HPLC korgefektiivne-vedelikkromatograafia

ivDde 1-(4,4-dimetiiiil-2,6-dioksotsiikloheks-1-
iilideen)-3-metiiiilbutiiiil

LC vedelikkromatograafia

NMM N-metiitilmorfoliin

PIP piperasiin

PK proteiinkinaas

PKA CAMP-soltuv proteiinkinaas; proteiinkinaas
A

PKACc PKA kataliiiitiline alatihik

PKAr PKA regulatoorne alatihik

PVA poliiviniiiilalkohol

SPPS tahkefaasi peptiidisiintees

TFA trifluorodddikhape

TIPS triisopropiiiilsilaan




1 Sissejuhatus

Fotoluminestsents on optiline néhtus, mille korral toimub valguskiirguse emiteerimine
ainest, mis on ergastunud footoni absorptsioonil. Footoni absorptsioon toob kaasa luminofoori
valentselektroni ergastumise korgemale energiatasemele. Ergastatud olekus on luminofoori
elektronspinn singletses olekus ehk ergastatud spinni ja pohiolekusse jadva spinni suunad on
vastupidised. Singletsest olekust voib kiirguda fluorestsentskiirgust voi toimuda
intersiisteemne iileminek tripletsesse olekusse, mille kiigus elektronspinn vahetab oma
suunda ning on samasuunaline pohiolekusse jddva spinni suhtes. Ergastatud tripletsest olekust
toimub kiirgumine energia pdhinivoole fosforestsentskiirgusena. Sedasorti kiirgumine on
kvantmehaanika reeglite kohaselt iildiselt keelatud, kuid moningatel juhtudel siiski lubatud
ning realiseeruv iileminek. Keelatusest tingituna on antud iileminek aeglane ning ka
relakseerumisel emiteeritav luminestsentskiirguse eluiga on palju pikem. Lisaks singletsest
voi tripletsest olekust kiirgumisele energia pohinivoole, voib ergastatud olekust toimuda ka
energia iilekanne teisele luminofoorile. Kui luminofooride vahekaugus jaiab umbes 1,5 kuni 6
nm vahele on tegemist toendoliselt Forsteri tiilipi resonantsenergia iileminekuga (FRET-iga),

mis on mittekiirguslik iilekanne doonorluminofoorilt aktseptorluminofoorile.

ARC-Lum(Fluo) sondid koosnevad viddvlit vOi seleeni sisaldavast aromaatsest
fragmendist ning fluorestsentsvirvist, mis on omavahel iihendatud peptiidahelaga. Vabas
olekus antud sondid pika elueaga fotoluminestsentssignaali ei kiirga, selle jaoks on vajalik
sondi komplekseerumine valguga, mille tagajérjel stabiliseeritakse doonorluminofoori
tripletne olek. ARC-Lum(Fluo) sondides toimub energia iilekanne véavlit voi seleeni
sisaldavalt doonorluminofoorilt fluorestsentsvérvist aktseptorluminofoorile, pdhjustades
20...2000 kordse signaali voimendumise. Samas pole iiheselt eksperimentaalselt médratud,
kas antud sondides toimuv energia iileminek on FRET tiitipi. Kuigi sellele viitavad paljud
empiirilised tdhelepanekud, on siiski antud hiipoteesis ka kahtlusi. Lisaks on margatud, et see
energia lileminek toimib suhteliselt lithikeste distantside korral (2...3 nm) [1].

Antud bakalaureusetoé eesmargiks oli uurida FRET-i mehhanismi ARC-Lum(Fluo)
sondides. Selleks siinteesiti ARC-Lum(Fluo) sonde, kus varieeriti doonorluminofoori ja
aktseptorluminofoori omavahelist distantsi. Sondides toimuva energia iilekande efektiivsuse
iseloomustamiseks mdoodeti luminestsentssignaalide eluigasid. Antud parameeter valiti,
seetottu et FRET-i efektiivsus on soltuvuses luminestsentssignaali elueast (Valem 2) ning

luminestsentssignaali eluiga ei ole esmases ldhenduses sdltuv aine kontsentratsioonist. Saadud



andmete pohjal uuriti luminestsentssignaali eluigade soltuvust luminofooride vahelisest

kaugusest, et saada uut informatsiooni ARC-Lum(Fluo) sondides toimuva mehhanismi kohta.



2 Kirjanduse iillevaade
2.1 Fotoluminestsents

Fotoluminestsentsiks nimetatakse elektroonselt ergastatud aine poolt emiteeritavat
valguskiirgust. Footoni absorptsioonil ultraviolett- v6i nédhtava valguse alas toimub
valentselektroni iileminek kdrgemale energiatasemele. Elektroni naasmisel pdhiolekusse ehk
relakseerumisel kiirgub kindla lainepikkusega valguskiirgust. Kasha reegli kohaselt toimub
kiirgumine alati madalaimalt ergastatud vibratsiooniliselt energiatasemelt. Kiiratava footoni
energia on madalam neelatava footoni energiast ning seda nimetatakse Stokesi nihkeks.
Sellest tulenevalt on ka emiteeritava valguse lainepikkus suurem neelatud valguse
lainepikkusest, kuna energia ja lainepikkus on podrdvordelises soltuvuses. Vastupidine
olukord on véga harv ning seda nimetatakse anti-Stokesi nihkeks.[2]

Ergastatud olekus on elektroni spinnil kaks erinevat vdimalust: singletne ja tripletne
olek. Singletses olekus on elektroni spinn antiparalleelne pdhiolekusse jadva spinni suhtes
ning ergastatud tripletses olekus paralleelne pohiolekusse jddva spinni suhtes. Lahtuvalt
elektroni  relakseerumisest, kas singletsest voi tripletsest olekust, jaotatakse

luminestsentskiirgus kaheks: fluorestsentsiks ja fosforestsentsiks.[2]

2.1.1 Fluorestsents ja fosforestsents

Fluorestsents on fotoluminestsentsi liik, mille korral aatomid vo1 molekulid ergastatakse
elektromagnetkiirgusega. Osakesed relakseeruvad ergastatud singletsest olekust, kiirates
footoni, mis on madalama energiaga kui ergastav footon. Konkureerivalt voib toimuda ka
soojuslik relakseerumine. Emissiooni ajaline kestvus on nanosekundi skaalas. Koige
intensiivsemat fluorestsentskiirgust annavad iihendid, mis sisaldavad rohkem kui {ihte
aromaatset tuuma, néiteks kinoliin.[2,3]

Valguskvandi neelamise ja Kiirgumisega seotud protsesse kirjeldab Jablonski diagramm
(Joonis 1). Tavatingimustel on molekul energiatasemel So, kus elektronide spinnid on
vastassuunalised. Neelates valguskvandi, ergastub molekul kdrgematele energiatasemete S;
voi S, vibratsioonilistele energianivoodele. Relakseerumine toimub seejuures koigepealt Sg
madalaima energiaga vibratsioonilisele energianivoole ning seejirel relakseerub molekul So
energianivoole, kiirates samal ajal fluorestsentskiirgust. S; nivoolt relakseerudes on ka teine
variant: molekuli elektroni spinn saab muutuda, mille tulemusena toimub {ileminek singletsest
olekust tripletsesse ehk intersiisteemne {ileminek. Tripletsest olekust Sp energianivoole

relakseerudes kiirgub fosforestsentskiirgust.[2]



Fosforestsents erineb fluorestsentsist ajalise kestvuse poolest ja selle spekter on
punasemas spektrialas. Fosforestsentsi puhul toimub eelnevalt intersiisteemne iileminek
ergastatud singletsest olekust tripletsesse olekusse. Tripletse oleku saavutamiseks peab
elektroni spinn muutuma. Kvantmehhaanika seisukohalt on tripletsest olekust Kiirgumine
keelatud tileminek, kuid teatud juhtudel on see osaliselt aktsepteeritav ning voib toimuda,
kuid aeglaselt. Seega vorreldes fluorestsentsiga kestab fosforestsents kauem ning seda
tripletsest olekust kiirgamise tottu. Fosforestsentssignaali eluiga on enamasti mikrosekundist

kuni mone millisekundini, tahkete kehade puhul isegi sekunditest minutiteni.[2,3]

Szj

Soojuslik
relakseerumine

[ntersiisteemne tileminek
Fluorestsentskiirgus

T

1 !

S,

Fosforestsentskiirgus

Absorptsioon

Joonis 1. Jablonski diagramm. Osakese ergastamisel toimub elektroni {ileminek korgematele
energianivoode S; vdi S, vibratsioonilisetele alanivoodele (sinised nooled). Relakseerumine voib toimuda
nii soojusliku relakseerumisena ehk sisekonversioonina (mustad nooled) kui ka footoni kiirgumisena S;-It
So-le, mida nimetatakse fluorestsentsiks (rohelised nooled). Fosforestsentsi korral esineb intersiisteemne
ileminek tripletsele energianivoole T; (oranz nool) ja sealt edasi relakseerumine pdhinivoole Sq (punased
nooled).
2.2 Forsteri resonantsenergia iilekanne

Forsteri resonantsenergia iilekanne (FRET) on mittekiirguslik energia iilekanne iihelt
luminofoorilt teisele. Energia iilekanne toimub doonorilt, mis on ergastatud olekus,
aktseptorluminofoorile, mis saadud energia tottu ergastub ning seejdrel kiirgab kindlal
lainepikkusel valguskiirgust (Joonis 2). FRET-i korral vaadeldakse luminofoori ostsilleeriva
dipoolina, mis on voimeline andma energiat sarnase sagedusega vonkuvale dipoolile. Energia

tilekanne toimub footoni juuresolekuta ja on dipool-dipool interaktsioonide tulemus.[4,5]



Joonis 2. FRETi mehhanism ARC-2016 niitel. Tiofeeni fragmenti ergastub (EX) lainepikkused 337 nm,
mille jarel toimub energia iilekanne 5-TAMRA-le, mis selle tulemusel omakorda ergastub ning
relakseerudes (EM) kiirgab oranzi valgust lainepikkusel 590 nm.
FRET-i ilmnemiseks peavad olema tdidetud jargmised nduded:
1. Doonor ja aktseptor peavad olema iiksteisele ldhedal, kuid ka mitte liiga ldhedal.
FRET-i teooria on histi rakendatav, kui osakeste vaheline kaugus on umbes
1...10 nm. Kui distants luminofooride vahel on alla 1 nm toimub energia iilekanne
elektronide vahetuse ehk Dexteri mehhanismiga.
2. Doonori kiirgusspektri ja aktseptori neeldumisspektri vahel peab olema kattumisala.
[4.6]
Forsteri distantsiks nimetatakse kaugust, mille korral toimub resonantsenergia tilekanne
50% efektiivsusega ja see jadb tiiiipiliselt vahemikku 1,5...6 nm. Teoreetiliseks Forsteri

distantsi arvutamiseks kasutatakse valemit:

R, = 0.02108[Kk2n~4Q, ] ()]s (Valem 1),

kus Ro tdhistab Forsteri distantsi, n keskkonna murdumisnditaja, Qp doonori
kvantsaagist aktseptori juuresolekuta, J(4) doonori ergastusspektri ja aktseptori
emissioonspektri  kattumisintegraali ning  «* aktseptori ja  doonori  vahelist
orientatsioonifaktorit.[4]

Kui tegemist on vesilahusega, loetakse keskkonna murdumisnéitajaks bioloogiliste
molekulide korral 1,4 [6]. Orientatsioonifaktor voib omada véaartusi nullist neljani, olenevalt
iilemineku dipoolide asendist. Antiparalleelsete dipoolide korral «* = 1, paralleelsete korral
x*= 4 ning risti asetsevate dipoolide x* = 0. Arvutustes kasutatakse tavaliselt keskmistatud

vaartust, milleks on 2/3.[4,6]



Et FRET tiiipi iilekanne oleks voimalikult efektiivne, peab doonorluminofooril olema
korge kvantsaagis ning aktseptorluminofooril korge molaarne neeldumiskoefitsient. Samuti
peaks olema doonori ergastusspektril ja aktseptori neeldumisspektril vdimalikult suur
kattumisala. Ulekande efektiivsust kirjeldab jirgmine vdrrand:

kr _ RS 1— Tpa
ot B (a2
kus E viljendab efektiivsust, kT energia tilekande kiiruskonstanti, zp ergastatud doonori

eluiga aktseptori juuresolekuta ja rpa doonori ja aktseptori vahelist kaugust. Efektiivsust on
voimalik avaldada ka eluigade kaudu aktseptori olemasolul (zpa) ja selle puudumisel (zp).[4]
Energia tilekande kiiruskonstant avaldub:

1 (RS
kr = <_O> (\Valem 3).

6
Valemist 3 jareldub, et lflgElr“Dgn tundlik juba eriti vdikestele kauguste muutustele, kuna
energia iilekande kiiruskonstandi soltuvus distantsist on kuuendas astmes.[4]
FRET-i pohiste analiiiiside suurimaks eeliseks vdrreldes fluorestsentsanisotroopia
meetoditega on see, et nad soltuvad vdhem keskkonnateguritest. Meetod on kdrge
tundlikkusega, mistottu on vaja véikeseid lahusekoguseid. FRET-i kasutatakse tavaliselt

molekulaarkauguse hindamiseks vdi komplekseerumise tuvastamiseks.[4,7]

2.2.1 Viivitusajaga luminestsents/FRET

Viivitusajaga luminestsentsi mootmist kasutatakse eelkdige ainete korral, mis on
voimelised kiirgama pika elueaga luminestsentskiirgust. Proov ergastatakse kindla
lainepikkusega valgusega, millele jirgneb ooteaeg (nditeks 50 ps) ning seejdrel toimub
luminestsentssignaali modtmine. Viivitusega luminestsentssignaali modtmine elimineerib
taustsignaale, niiteks proovide autofluorestsentsi ja valguse hajumist, seetottu on voimalik
saavutada paremat signaal-miira suhet ja tundlikkust. Viivitusega FRET-i korral kasutatakse

doonoriks pika luminestsentselueaga luminofoori.[5,8]

2.3 Fosforestsents toatemperatuuril

Kuna tripletsest olekust kiirgumine on aeglane, siis jouab selle aja jooksul toimuda ka
mittekiirguslikke kustumisi, mis tulenevad soojusliikumistest ja keskkonnas olevatest
luminestsentssignaali kustutavatest ainetest. Seetdttu on orgaaniliste ainete fosforestsents
toatemperatuuril vdga haruldane. Toatemperatuurne fosforestsents on omane mitmetele
metallikomplekse sisaldavatele iihenditele, kus tugeva spinnorbitaalse vastasmoju tottu on
kiirgus tripletsest olekust soodsam. Orgaaniliste iihenditele pole tripletsest olekust kiirgumine

véaga iseloomulik, kuid seda on voimalik tekitada voi soodustada. Selleks viiakse molekuli
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struktuuri voi lisatakse lahusesse nn raskeid aatomeid (Br, I, S, Se) voi neid sisaldavaid
soolasid (TINOgs, KI). Fosforestseeruvaid metallikomplekse kasutatakse paljudes sensorites ja
orgaanilistes valgusdioodides. Samas on orgaanilised {ihendid, mis toatemperatuuril
emiteerivad fosforestsentsi, atraktiivseks alternatiiviks metallikomplekse sisaldavatele
tthenditele.[9]

Fosforestsentsi intensiivsus sdltub véga oluliselt tripletse oleku ajalisest kestvusest.
Selleks, et toatemperatuuril toimuvat fosforestsentskiirgust intensiivsemaks muuta, tuleks

mittekiirguslikke kustumisi minimeerida.[10]

2.3.1 Hapniku kustutav toime luminestsentssignaalile

Luminestsentssignaali kustutajateks voivad olla orgaanilised molekulid, kompleksid,
elektronid, kuid kdige enam on vidlja toodud molekulaarse hapniku kustutavat mdju
luminestsentssignaalile. Hapniku keskkonnast eemaldamine on levinud moodus soodustamaks
toatemperatuuril mdoddetavat fosforestsentskiirgust.[9,11]

Asko Uri tooriihmas on kohandatud meetodit molekulaarse hapniku moju
viahendamiseks, mida on kirjeldatud Baumanni artiklis [11]. Meetod pShineb asjaolul, et
gliikoosoksiidaas  oksiideerib  gliikoosi  gliikoonhappeks vaid molekulaarse hapniku
juuresolekul, korvalsaadusena tekib vesinikperoksiid. Peroksiid, mis vdib olla bioloogiliste
katsete puhul toksiline, eemaldatakse katalaasiga, mille tagajdrjel tekib vesi ja hapnik.
Viimane seotakse taaskord gliikoosoksiidaasi poolt ning nii vdheneb iildine hapniku hulk

stisteemis (Joonis 3).[11]

HO HO
OoH 0
OH + 02 Gllikoosokstidaas OH —0 + H202
HO HO
HO HO

Katalaas
H,0, —==> H,0 + 050,

Joonis 3. Gliikoosoksiidaasi ja katalaasi mdju hapniku sisaldusele.

2.3.2 Erinevad maatriksid

Pikaajalise tripletse oleku saavutamiseks on kasulik vdhendada molekuli liikuvust,
milleks toatemperatuuril sobib aine fikseerimine jdika keskkonda. Lihtsaimaks vdtteks on
kasutada jdika maatriksit, mis peaks olema optiliselt ldbipaistev ning keemiliselt inertne.
Samuti on maatriksi puhul oluline vdime takistada luminestsentssignaali kustutajate

difusiooni.[9]
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Maatriksina saab kasutada erinevaid poliimeere, tseoliite, sool-geel kolloidlahuseid ja
siloksaane. Fosfoorid voidakse siduda ka mitsellidesse, nditeks naatriumdodetstiiilsulfaati. See
vihendab mittekiirguslikke energia iilekandeid ning kaitseb osaliselt molekulaarse hapniku
kustutava mdju eest. Samuti on véimalik Kaitsta tripletset olekut ja tekitada toatemperatuurset
fosforestsentsi kasutades tsiiklodekstriine .[9,10]

Tsiiklodekstriinid on tsiiklilised oligosahhariidid, mis koosnevad o-1,4 sidemega
ithendatud D-gliikoosi jadkidest. Kdige sagedamini kasutatakse a-, B- ja y-tsiiklodekstriine,
mis koosnevad vastavalt kuuest, seitsmest ja kaheksast gliikoosijaagist.[12]

B-tsiiklodekstriin moodustab makrotasandil toruja struktuuri, mille sisediameeter on
0,6...0,65 nm ja siigavus 0,79 nm. Hiidroksiiiilriithmad on suunatud torust viljapoole, muutes
vélispinna hiidrofiilseks, samal ajal, kui —CH riihmad ning gliikosiidsed eeterriihmad jaavad
toru sissepoole. Madala polaarsusega sisemuse tottu on B-tsiiklodekstriin voimeline
assotsieeruma sobiva suuruse ja kujuga mittepolaarsete molekulidega ilma kovalentset sidet
moodustamata — tekivad van der Waalsi joud kahe molekuli vahel. Olulist rolli
assotsieerumisel omavad ka vesiniksidemed, mille abil saavad polaarsed {ihendid

B-tsiiklodekstriiniga interaktsioone luua.[9,13]

2.3.3 ARC-Lum ja ARC-Lum(Fluo) sondid

Adenosiini analoogi ja oligoarginiini konjugaadid ehk ARC-id on bisubstraatsed
proteiinkinaaside inhibiitorid. ARC-i molekuli adenosiini analoog seostub proteiinkinaasi
ATP-taskusse ning peptiidne osa valksubstraadi taskusse. Kaks osa on omavahel ithendatud
tihe voi mitme linkeriga. ARC-ile on vdimalik lisada fluorestsentsvérv ning kasutada saadud

molekuli fluorestsentssondina (Joonis 4).[14]

HzN._NH
/rNH
H2N>=N i i i
=N s NH NH b MNH;
eyl e e
b I
S 0 0 0
. NH
2550 IH H;N/&NH
e

Joonis 4. ARC-Lum(Fluo) sond ARC-2003 niitel. Punase kastiga on imbritsetud nukleosiid analoog,
sinise kastiga bisubstraatses inhibiitoris olevad linkerid ja violetse kastiga peptiide osa. Ilma kastita ala
tahistab liisiini korvalahela kaudu seotud fluorestsentsvérvi.
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ARC-Lum sondid on ARC-id, mille adenosiini analoog on vaévlit voi seleeni sisaldav
aromaatne Uhend. Vastavalt struktuurile jaotatakse need sondid kaheks: ARC-Lum sondid
ning ARC-Lum(Fluo) sondid. ARC-Lum ja ARC-Lum(Fluo) sondide erinevus seisneb
energia tilekande aktseptoris: ARC-Lum sondide korral aktseptor puudub, ARC-Lum(Fluo)
tilipi tihenditel on energia iilekande aktseptoriks fluorestsentsvérv, mis on iithendatud antud
t00 raames liisiini kaudu peptiidahelaga. Kui sond komplekseerub valguga, seostub aromaatne
struktuur proteiinkinaasi ATP-taskuga, mille tulemusena stabiliseerub doonorluminofoori
tripletne olek ja tekib pika elueaga luminestsentskiirgus. Kompleksi ergastades emiteeritakse
oranzi vOi punast luminestsentskiirgust, mille eluiga jaab mikrosekundi skaalasse (19...250
us).[1,15]

Sondide eriparaks on asjaolu, et need ei sisalda nanoosakesi voi metallikomplekse, mida
tavaliselt toatemperatuuril pikaajalist luminestsentskiirgust emiteerivad sondid sisaldavad.
ARC-Lum(Fluo) sondidel tekib Iuminestsentssignaali voimendumine FRET-i tulemusena
doonorilt fluorestsentsvirvile. Forsteri tlilipi energia iilekande eelduseks on aktseptori
ergastusspektri ning doonori emissioonspektri kattumine, mis ARC-Lum(Fluo) sondide korral
ka aset leiab. Vaavlit voi seleeni sisaldava fragmendi fosforestsentsspektri vahemik on
500...600 nm, samas kui sobivate fluorestsentsvérvide neeldumisspektrid jaavad 500...700
nm alasse [16]. Seega on tdenidoline, et antud siisteemis FRET toimub. Kui toimub energia
ilekanne doonorluminofoorilt aktseptorluminofoorile, siis luminestsentssignaali summaarne
eluiga litheneb (Valem 2). Energia tilekandumisel fluorestsentsvéarvile luminestsentssignaal
vOoimendub, sest energia Tllekanne on antud juhul kiirem ja efektiivsem kui
fosforestsentskiirgus. Kuna ARC-Lum(Fluo) sondide korral on erinevaid energia iilemineku
voimalusi vorreldes ARC-Lum sondidega rohkem, on ka virviga iihendite summaarne
luminestsentssignaali eluiga viiksem.[1,15,16]

Kadri Ligi on arvutanud Forsteri distantsi vaartuseks ARC-Lum(Fluo) sondides 2,6 nm.
Selleks kasutati doonorluminofoorina seleeni sisaldavat aromaatset fragmenti PKAc
kompleksis ja aktseptorluminofoorina fluorestsentsvérvi Cy3B. (avaldamata andmed)

ARC-Lum sonde Kkasutatakse kinaaside kvantifitseerimiseks, kinaas-inhibiitor

komplekside afiinsuse ja sidumiskineetika uurimiseks.[15]

2.4 Proteiinkinaasid
Proteiinkinaasid (PK-d) on ensiilimid, mis kataliiiisivad y-fosfaatriihma iilekannet
adenosiin-5’-trifosfaadilt (ATP-It) valksubstraadile (Joonis 5). Selle reaktsiooni kaudu on

reguleeritud umbes kolmandik valke inimese kehas. Fosforiileerimine mdjutab sihtvalgu
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regulatsiooni ning korvalekaldeid normaalsest regulatsioonist seostatakse mitmete haigustega,
nditeks vdhktdvede erinevate tiilipidega, Alzheimeri tove, diabeedi ja teiste haigustega.
Seetdttu on PK-de aktiivsust mojutavate iihendite arendamine huvipakkuv ravimitdostusele, et
disainida uusi potentsiaalseid ravimeid.[14,17]

Léahtuvalt kinaasi primaarjérjestusest on PK-d jaotatud seitsmesse gruppi: CaMK,
CMGC, TK, TKL, STE, CK1 ja AGC. AGC kinaasi perekonda kuulub 60 kinaasi enam Kui
500-st inimese genoomis olevast kinaasist. Sellesse perekond kuuluvad nditeks PKA, PKG,
PKC, Akt, S6K, RSK, MSK, PDK1l ja SDK. AGC rithma kinaasid Kkataliilisivad
seriini/treoniini jaakide fosforiileerimist substraatides, millel kinaasi aktiivtsentrisse sobituval

osal on positiivsed liisiini ja/vdi arginiini jadgid.[18,19]

(e} ?-
: O O-p—0 N
o ol - N/ NZ= -
o 0" o o NN proteiinkinaas P § Q IN o °
LAY | + HO—R =——= 0o 0o PR
o—P-0 N N o
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o) HO \— 2 \:N
[ = OH

Joonis 5. y-fosfaatrithma tilekanne ATP-It valgule, R tdhistab seriini, tiirosiini v0i treoniini jadk.

24.1 CcAMP-soltuv proteiinkinaas

CAMP-soltuv proteiinkinaas (PKA) oli esimene proteiinkinaas, mille Kristallstruktuur
madrati [20] ning seetdttu on see iiks enim uuritud proteiinkinaase. PKA on holoensiiiim, mis
koosneb neljast alatihikust: kahest regulatoorsest (PKAr) ja kahest kataliiiitilisest (PKAC).
PKA tetrameerne vorm on mitteaktiivne. Kui cAMP seostub regulatoorsete alatihikutega,
vabanevad Kataliiiitilised alaiihikud. Need omakorda kataliilisivad fosfaatrithma iilekannet
ATP-It valksubstraadile (Joonis 6). PKA-le on leitud iile 370 valksubstraadi. Kéesolevas t60s

kastutati PKAc-d mudelsiisteemina ARC-Lum(Fluo) luminestsentssignaalide uurimiseks.[18]

cAMP cAMP

Joonis 6. PKAc vabanemine. PKAc tetrameerne esineb vorm madalatel cAMP-i kontsentratsioonidel
holoensiiimina. Enstiim adenitilaadi tsiiklaas kataliiisib ATP-st cAMP-i teket, mille tulemusena cAMP-i
kontsentratsioon tduseb ning molekulid seostuvad PKA regulatoorsele alaithikule (PKAr). Protsessi kdigus
vabanevad PKA Kkataliiiitilised alatihikud (PKAc), mis on véimelised fosforiileerima valksubstraate.
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2.5 Inhibiitorid

Inhibiitorid on molekulid, mis pérsivad kinaasi normaalset toimimist. Inhibiitorid
jagunevad kahte suuremasse klassi: poorduvad ja mittepoorduvad inhibiitorid. Koige
tavalisemaks podrduva inhibiitori tlilibiks on konkurentsed inhibiitorid, mis vastavalt kinaasi
aktiivtsentriga seostumisele jagunevad valksubstraat- ja ATP — konkurentseteks ning
bisubstraatseteks inhibiitoriteks. Mittepoorduvad inhibiitorid moodustavad ensiiiimidega
keemilisi sidemeid (tavaliselt kovalentseid) v&i havitavad ensiitimi mone funktsionaalse
rithma, mille tulemusena ensiitimi aktiivsus viaheneb.[21,22]

Koige levinumad on ATP- konkurentsed inhibiitorid, mis omavad head afiinsust, kuid
nende selektiivsus on madal, kuna rakus on palju nukleotiide siduvaid valke.
Valksubstraadi-konkurentsete inhibiitorite disainimisel on seevastu voimalik saavutada viga
korge selektiivsus, kuna PK-ga on kiillaltki suur sidumisala ning sarnast valku seob vihem
proteiinkinaase. Bisubstraatne inhibiitor on voimeline seostuma mdlema, nii ATP- kui ka
valksubstraadi sidumistaskuga ning sellega saavutatakse kiillaltki korge selektiivsus ja
afiinsus.[14]

2.6 Tahkefaassiintees

1963. aastal pakkus R. B. Merrifieldi vidlja uudse peptiidisiinteesimeetodi —
tahkefaassiinteesi (ingl solid phase peptide synthesis ehk SPPS).[23]

SPPS algab tahke kandja ehk vaigu valikuga. Vaikudena kasutatakse enamasti
ristseotud polistiireeni, mille kiilge on kinnitatud kindel hulk funktsionaalriihmi, mis on
edasisteks reaktsioonitsentriteks. Vaigu valikust ja olekust soltub siinteesi edukus. Vaik peaks
olema kasutatavas lahustis piisavalt pundunud ning ei tohiks siinteesi kdigus laguneda. Samuti
ei  tohiks reaktsioonitsentritele  toimuda sadenemisi, kuna need védhendavad
reageerimisvoimeliste rithmade kéttesaadavust ja seeldbi viheneb siinteesi saagis.[23]

Esimene aminohape kinnitatakse tahkele kandjale enamasti aminohappe
karboksiitilrithma kaudu (Joonis 7). Aminohape tuleb enne vaigule kandmist aktiveerida.
Selleks kasutatakse SPPS-i puhul antud t66s HBTU-d ning abiereagentidena HOBLt-i ja
NMM-i segu. Vaigul oleva aminohappe kaitseriihm eemaldatakse vahetult enne jargmise
aminohappe lisamist. Seejérel lisatakse jdrgmine aminohape, mille aminoriihm on
kaitstud.[23]

Antud tegevust korratakse, kuni vastav aminohapete jirjestus on saavutatud. Seejérel

eemaldatakse kaitseriihmad ning peptiid tahkelt kandjalt.[23]
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Joonis 7. Tahkefaasi peptiidsiintees. Joonisel tdhistab KR- kaitserithma, V-vaiku. 1) Kaitseriihmaga
aminohape kinnitatakse vaigule. 2) Kaitseriihm eemaldatakse. 3) Lisatav aminohape aktiveeritakse, mille
tulemusena moodustab see vaigu kiiljes oleva aminohappega peptiidsideme. Samme 2 ja 3 korratakse,
kuni soovitud peptiidi jarjestus on saavutatud. 4) Peptiidi kaitseriihmad eemaldatakse ja peptiid
eemaldatakse vaigult.

2.6.1 Kaitseriihmad

SPPS-i kiigus tuleb kaitsta lisatava aminohappe aminorithm, et see ei saaks
reaktsioonist osa votta lammastikul paikneva vaba elektronpaari kaudu ning ei toimuks
korvalreaktsioone. Levinuimad kaitseriihmad on Fmoc ja Boc. Esimese eemaldamiseks
kasutatakse norka alust, tavaliselt 20 % piperidiini lahust DMF-is. Boc-i mahavGtmiseks
kasutatakse tugevat hapet, tavaliselt TFA-d.[22,23]

Lisiini korvalahelas oleva aminoriihma kaitsmiseks kasutatati antud t66s ivDde
kaitserithma (Joonis 8.C). IvDde kasutatakse lisaks liisiinile ka ornitiini korvalahela

kaitsmisel. IvDde voetakse maha hiidrasinoliiiisides 2 % hiidrasiini lahusega.[24,25]

N
O FaRe e
A) o No B) O c)

Joonis 8. Kaitserithmad: Boc (A), Fmoc (B) ja ivDde (C).
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3 Kasutatud aparatuur ja meetodid
3.1 Kasutatud reagendid, aparatuur ja vahendid

Antud t66s on kasutatud vaike ja teisi tahkefaasi peptiidisiinteesi reagente firmadelt:
NovaBiochem ja Iris Biotech. PromoFluor-647 NHS ester osteti firmalt PromoKine ja
5-Tamra Setareh Biotechist. Solvendid on ostetud firmadest Acros Organics, Sigma-Aldrich,
Alfa Aesar, piperasiin Flukast, DTT Promegast. 5-(2-aminopiirimidiin-4-iiil)tiofeen-2-
karboksiiiilhape oli siinteesitud Kaido Vihti poolt (Tartu Ulikool). PVA (Mowiol® 10-98,
Sigma-Aldrich) saadi Uno Méeorult. Mootmistel kasutatud PKAC (inimese PKAC tiitip o) oli
toodetud Engh-i jt. artikli [26] kohaselt Jevgenia Bredihhina (Rogosina) poolt.

ARC-ide kontsentratsioon on maédratud NanoDrop 2000c (Thermo Scientific)
spektromeetriga, kasutatavaks programmiks NanoDrop2000.

Mootmistel kasutati  mikrotiiterplaadilugejat  PHERAstar ning inkubaator-loksutit
THERMOstar (mdlemad BMG Labtech).

Roteerimiseks kasutati Biichi rotaatoraurustit R-200. Mikrotiiterplaatidelt lahustijadkide
aurustamiseks kasutati Christ-i vaakum-tsentrifugaalaurustit.

Modtmised teostati 384-siivendilistel Corning mikrotiiterplaatidel (kood 3676), mis on
fluorestsentsmérgise suhtes vihesiduvad.

Pipeteerimiseks kasutati firma Eppendorf spetsiaalsete plastotstega automaatpipette ja
lahused valmistati Eppendorf plasttuubidesse, mis on flourestsentsmargiste suhtes
vihesiduvad.

Modtmisandmeid analiiiisiti Prism 5.0 (GraphPad) ja Microsoft Office Excel 2010
programmidega.

Ained (ARC-2000 kuni ARC-2018) on puhastatud Gerda Johanna Raidaru poolt
kasutades korgefektiivse-vedelikkromatograafia (HPLC) siisteemi. Jargnevad iihendid on
puhastatud t66 autori poolt. Selleks kasutati Scimadzu LC Solution (Prominence) HPLC
stisteemiga, Gemini C18 poodrdfaas kolonni (5 um, 250 x 4,6 mm), mis oli kaitstud Gemini
C18 eelkolonniga (5 um, 4 x 2,0 mm). Siistimine toimus késitsi, detektorina kasutati dioodrea
detektorit (SPD M20A). Eluendiks oli vesi-atsetonitriili segu (0,1 % TFA-d) gradiendina,
mille voolukiirus oli 1 ml/min. ESI massispektrid moddeti Schimadzu LCMS-2020
positiivses ionisatsiooni reziimis.

3.2 ARC-ide siintees
Peptiidifragmendid siinteesiti vastavalt R. B. Merrifieldi poolt vilja to6tatud

tahkefaasisiinteesile, mida on tédpsemalt kirjeldatud kirjandusiilevaate 2.6 alapunktis.

17



Fmoc-Rink-Amid-MBHA (tootekood BR-1305) vaiku kaaluti 100 mg ning sellel lasti
DMF-is punduda 40 minutit. N-terminaalses osas olev Fmoc-kaitserithm voeti maha 20 %
piperidiini lahusega (5 + 15 minutit), sellele jargnes 5-kordne pesemine DMF-iga. Kaitstud
aminohapped (3 ekvivalenti) ja aktivaatorite segu HBTU/HOBt (mdlemat 2,85 ekvivalenti)
lahustati DMF-is, lisati NMM (10 ekvivalenti) ning saadud lahus lisati reaktsioonindusse.
Atsiitilimisreaktsioon kestis 60...90 minutit toatemperatuuril, millele jargnes taas 5-kordne
pesemine DMF-iga. Iga aminohappejddagi kinnitumist kontrolliti Kaiseri testi abil (alapunkt
3.2.1). Protseduure Kkorrati soovitud peptiidifragmendi saavutamiseni. ARC-2000 kuni
ARC-2011 korral oli liisiini korvalahel kaitstud ivDde kaitserithmaga, mis eemaldati 2 %
hiidrasiini lahusega DMF-is (ruumala pdhjal) (3 korda 5 minutit). Seejdrel lisati kaitstud
aminohape  koos  aktivaatoritega  (ekvivalendid toodud eespool) ning lasti
atstitilimisreaktsioonil toimuda. ARC-2000 ning ARC-2006 korral aga ei soovitud liisiini
korvalahela kaudu jargmist aminohapet lisada, jargnes produkti eemaldamine vaigult.

Produkti mahavotmisele vaigult eelnes pesemine 3 erineva solvendiga: 5 korda
DMF-iga, 5 korda propaan-2-ooliga ning 5 korda DCE-ga ning produkt kuivatati vaakumis
(1 h). Produkti eemaldamiseks vaigult kasutati TFA/H,O/TIPS (90/5/5 ruumala pdhjal) segu
(3 h). Lahus koguti iimarkolbi ja lahusti eemaldati rotaatoraurustiga. Produktile lisati vett
(3 korda 1 ml) ning aurutati solvendid TFA jadkide eemaldamiseks ning dietiiiileetriga TIPS-i
eemaldamiseks (1 kord 1 ml). Produkt puhastati HPLC-ga.

Puhastatud produktile lisati fluorestsentsvarv, et uurida luminestsentssignaali kustumist
ARC-Lum(Fluo) sondides. Selleks voeti siinteesitud aine suhtes 1,5 ekvivalenti
fluorestsentsvérvi ning molemad lahustati DMSO-s. Virvile lisati 5 % trietiitilamiini lahust
DMSO-s ning lahused segati kokku ja lasti reaktsioonil kulgeda 4 tundi kuni {ile66. Lahusti
aurutati vaakum-rotaatoraurustis ning produkt puhastati HPLC-ga.

Ainsaks  erandiks  oli  ARC-2023  siintees, kus  kaaluti 10 mg
5-(2-aminopirimidiin-4-iiil)tiofeen-2-karboksiiiilhapet ning lahustati DMF-is. Samuti kaaluti
piperasiini (3 ekvivalenti) ja HBTU-d (1 ekvivalent) ning lahustati mdlemad eraldi DMF-is.
Umarkolbi pipeteeriti lahustatud tiofeen, millele lisati eelnevalt kokkusegatud DIPEA
(3 ekvivalenti), HBTU ning piperasiini lahus. Reaktsioon kulges toatemperatuuril 3 tundi.
Seejdrel eemaldati rotaatoraurustiga lahusti ning produkt puhastati HPLC-ga. Puhastatud

produktile lisati fluorestsentsvérv.
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3.2.1 Kaiseri test

Atstitilimisreaktsiooni tdielikkuse kontrollimiseks kasutatakse Kaiseri testi (Joonis 9).
Kaiseri test on kiire ja tundlik vérvusreaktsioon, mille usaldusvéirsus on iile 99 %. Selleks
segati kokku 5 % ninhiidriini lahus etanoolis (ruumala pohjal) ja 80 % fenooli lahus etanoolis
(ruumala pdhjal), vottes molemat lahust 10 pl. Paar pestud vaigutera asetati lahuste segusse
ning soojendati mdned minutid. Vabade aminohapete olemasolul véarvusid vaiguterad
siniseks. Kui siniseid vaiguterasid oli maérgatavalt, tuli atstiilimisreaktsiooni korrata voi

reageerimata aminoriihmad Katta, kasutades etaananhiidriidi.[27]

\ OH \\
o)
{ / OH -2H,0 N
NH2 + OH - X~
5 b I

Joonis 9. Kaiseri testi kirjeldav mehhanism. Lopp-produkt tekib vaba aminohappe olemasolul ning selle
VArvus on sinine.

3.3 ARC-ide kontsentratsiooni miairamine

Inhibiitorite kontsentratsiooni madramiseks kasutati tilgaspektromeetrit NanoDrop
2000c.

Spektromeetri pjedestaal puhastati Milli-Q veega, moddeti lahusti spekter, mille jargi
nulliti ndit. Seejdrel moddeti inhibiitorit sisaldava lahuse spekter. Vastavalt Lambert- Beer’i
seadusele: A = ¢g;cl, kus A on optiline neelduvus, c¢ kontsentratsioon, &; molaarne
neeldumiskoefitsient kindlal lainepikkusel ja | optiline teepikkus, arvutati inhibiitori
kontsentratsioon lahuses. Molaarsete neeldumiskoefitsientidena kasutati tootja poolt maaratud
koefitsiente : 5-TAMRA korral ¢ = 80000 Mecm™ ja PromoFluor-647 & = 250000 M™cm™.
5-(2-aminopiirimidiin-4-iitiltiofeen-2-karboksitiiilhappe ~ korral, kui pH = 2, siis
¢ = 20000 M em™ [1]. Optiline teepikkus antud masinat kasutades oli 0,1 cm.

3.4 ARC-Lum(Fluo) sondide uurimine

Sondide uurimiseks kasutati nelja erinevat lahenemist: ARC-id kompleksis PKAc-ga,
ARC-id kompleksis B-tsiiklodekstriiniga, ARC-id PVA-s ning ARC-id agaroosis.
Mikrotiiterplaadilugeja eluigade modtmisreziimi digsuse kontrolliks moddeti standardina
euroopium(l1l)kelaadi luminestsentssignaali eluiga ning vorreldi seda kirjanduse andmetega.

Moddetud elueaks saadi 0,97 = 0,13 ms, Kkirjanduses on toodud aine luminestsentssignaali
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elueaks 1,02 ms [28]. Mdotmisel kasutati Milli-Q vees lahustatud euroopium(l1)kelaati, mille
kontsentratsioon oli 50 nM. Luminestsentssignaali eluiga moddeti optilise mooduliga:
[ergastus (EX) 337 (305-350), emissioon (EM) 615 (10)]. Siin ja edaspidi on toodud sulgudes
filtri laius (nm) ning kui emissioonil on toodud kaks erinevat lainepikkust, siis on mo&teblokil

kaks erinevat kanalit, mille kaudu saab emissiooni modota.

3.4.1 ARC-ide komplekseerumine PKAc-ga

Sondide erinevate parameetrite uurimiseks valmistati kahekordne lahjendusseeria
kinaasist. Lahjendusseeria algkontsentratsioon oli 200 nM. Md&otmissiivendisse lisati ARC-i
16ppkontsentratsiooniga 10 nM. Mdotmissiivenditesse lisatud lahuste 16ppruumalaks oli 20 pl.
Moodtmistel kasutatava puhverlahuse sisaldus: 50 mM HEPES (pH 7,5), 150 mM NaCl,
0,005 % Tween-20, 5 mM DTT ning 7,5 uM BSA. Puhvri moju hindamiseks mdddeti ka
stivendeid, kuhu oli pipeteeritud vaid puhvrit.

Mootmistele eelnes lahuste inkubeerimine 30 °C juures 15 minutit. PromoFluor-647
korral kasutati luminestsentssignaali kustumise mdotmiseks optilist moodulit [EX 337(50),
EM 675(50); 620(10)]. 5-TAMRA korral kasutati selleks optilist moodulit [EX 337(20),
EM 590(50); 545(10)]. Modtmisel kasutati 50 ps viivitusaega ning signaali koguti 750 ps.

Luminestsentssignaali eluea andmed on antud mitme pédeva keskmistatud tulemustena
ning modtemadramatus on leitud eksperimentaalse standardhédlbe korrutisena Katteteguriga,

milleks ca 95% usaldusnivoo juures on 2.

3.4.2 ARC-ide komplekseerumine B-tsiiklodekstriiniga

Valmistati kahekordne lahjendusseeria B-tsiiklodekstriinist, algkontsentratsiooniks oli
10 mM ning 15ppkontsentratsiooniks 0.08 mM lahus puhvris. Puhvrina kasutati 50 mM
HEPES (pH 7,5), 150 mM NacCl, 0,005 % Tween-20. ARC-i kontsentratsiooniks 1opplahuses
oli 100 nM. Moodeti korduspunktid hapniku juuresolekul ning hapnikuta. Hapniku
viljatdrjumiseks modtesiivenditest lisati moodtelahustesse gliikkoosi, mille I6ppkontsentratsioon
stivendis oli 25 mM, ja gliitkoosoksiidaasi 2 aktiivset ithikut/ml.

Mootmisele eelnes  lahuste  inkubeerimine 30 °C  juures 15 minutit.
Luminestsentssignaali kustumise ning intensiivsuse modtmiseks kasutati optilist moodulit
[EX 337(20), EM 590(50); 545(10)], viivitusaeg 50 us ning signaali koguti 750 ps.

3.4.3 ARC-id PVA-s

ARC-ide luminestsentssignaalide eluigade uurimiseks PVA-s valmistati 5 % ja 10 %
PVA lahus Milli-Q vees (massi jérgi). 5 % lahuse jaoks kaaluti 1,03 grammi PVA-d ja lisati
19 ml Milli-Q vett ning kuumutati 100 °C juures segades iiledd. 10 % lahuse jaoks kaaluti
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0,52 grammi PVA-d ning lahustati 4,5 ml Milli-Q vees ja toimiti samamoodi nagu 5%
lahusega. 20 ul homogeenset PVA lahust pipeteeriti Eppendorfi 0,5 ml tuubi. Lisati 1 pl
kindlas kontsentratsioonis (kas 1 voi 5 uM) ARC-i lahust Milli-Q vees ning segati lahus
homogeenseks. Tuubist kanti 20 pl lahust mddtmissiivendisse ning mikrotiiterplaat asetati
kappi, kus lahustil lasti toatemperatuuril viahemalt 48 tundi aurustuda.

Mootmistele eelnes inkubeerimine 30 °C juures 15 minutit. Luminestsentssignaali
kustumise mdootmisteks kasutati optilist moodulit: [EX 337(20), EM 590(50); 545(10)].
Mootmised teostati erinevatel reziimidel: viivitusaeg 50 ps, signaali kogumine 750 us;
viivitusaeg 50 ps, signaali kogumine 1200 ps ja viivitusaeg 40 ps, signaali kogumine 1700 ps.

Seejarel vakumeeriti mikrotiiterplaati 24 tundi vaakum-rotaatoraurustiga ning Kkorrati

mootmisi samadel tingimustel.

3.4.4 Singlett-singlett FRET-i uurimine ARC-Lum(Fluo) sondides

Singlett-singlett FRET-i realiseerumist ARC-ides on vdimalik kindlaks teha ergastades
eraldi vaavlit sisaldavat fragmenti ja fluorestsentsvdrvi. Selleks mdoddeti fluorestsentsi
intensiivsust erinevate optiliste moodulitega. Kasutatud ARC-ide lahused olid 10 nM ning
lahustatud 50 mM HEPES (pH 7,5) puhvris, mis sisaldas ka 150 mM NaCl ja 0,005 %
Tween-20. Moddeti  statsionaarsetes tingimustes (ilma viivitusajata), kasutades optilist
moodulit [EX 337(20), EM 590(50); 545(10)]. 5-TAMRA- fragmendi otsese ergastuse korral
kasutati optilist moodulit [EX 540(20), EM 665(50); 590(20)].

3.45 ARC-id agaroosis

Paralleelselt PVA katsetega teostati modtmisi ka agaroosi maatriksis. Selleks valmistati
2 % agaroos (massi jargi) Milli-Q vees, mis lahustati mikrolainete abil. Motesiivendi pdhja
pipeteeriti 1 pl kindlas kontsentratsioonis (kas 1 uM voi 5 pM) ARC-i lahust ning lisati 20 ul
2 % agaroosi lahust. Pipeteerimisega segati modtesiivendis olevat lahust, et ARC-i jaotumine
agaroosis oleks iihtlane. Agaroosil lasti kalgenduda umbes 30 minutit. Mdddeti
luminestsentssignaali intensiivsust ning eluiga kasutades optilist moodulit [EX 337(20), EM
590(50); 545(10)].
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4  Tulemused ja arutelu
4.1 Siinteesitud ARC-id

Bakalaureuse t60 raames siinteesiti 23 ARC tiiiipi tihendit, et uurida neis toimuva

energia iilekande soltuvust. Tabelis 1 on toodud stinteesitud ARC-ide struktuurid lithenditena.
Tabel 1. ARC-ide koodid koos struktuuri lithenditega.

ARC-i kood Struktuurid lithenditena

ARC-2000 | AMTH-Ahx-DLys-Ahx-DArg,-NH;

ARC-2001 | AMTH-Ahx-DLys[Ahx-]-Ahx-DArgz-NH,

ARC-2002 | AMTH-Ahx-DLys-[AEEA-AEEA]-Ahx-DArg,-NH,

ARC-2003 | AMTH-Ahx-DLys[PromoFluor-647]-Ahx-DArg,-NH,

ARC-2004 | AMTH-Ahx-DLys[PromoFluor-647-Ahx-]-Ahx-DArg,-NH,
ARC-2005 | AMTH-Ahx-DLys[PromoFluor-647-AEEA-AEEA-Ahx-]-DArg,-NH,
ARC-2006 |AMTH-Ahx-DArg-LLys-BALa-DArg,-NH,

ARC-2007 | AMTH-Ahx-DArg-LLys[Ahx-]-BALa-DArg,-NH,

ARC-2008 | AMTH-Ahx-DArg-LLys-[AEEA-AEEA]-BALa-DArg,-NH,
ARC-2009 | AMTH-Ahx-DArg-LLys[PromoFluor-647]-BALa-DArg,-NH,
ARC-2010 | AMTH-Ahx-DArg-LLys[PromoFluor-647-Ahx-]-BALa-DArg,-NH;
ARC-2011 | AMTH-Ahx-DArg-LLys[PromoFluor-647-AEEA-AEEA-]-BALa-DArg,-NH;
ARC-2013 | AMTH-LProz-Dpr-NH,

ARC-2014 | AMTH-LPros-Dpr-NH,

ARC-2015 |AMTH-LPros-Dpr-NH,

ARC-2016 | AMTH-LPros-Dpr[5-TAMRA]-NH,

ARC-2017 | AMTH-LPros-Dpr[5-TAMRA])-NH,

ARC-2019 |AMTH-LPro-Dpr-NH,

ARC-2020 |AMTH-LPro,-Dpr-NH;

ARC-2021 | AMTH-LPro-Dpr[5-TAMRA]-NH,

ARC-2022 | AMTH-LPro,-Dpr[5-TAMRA]-NH,

ARC-2023 |AMTH-PIP

ARC-2024 |AMTH-PIP-5-TAMRA
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4.2  ARC-Lum(Fluo) sondide luminestsentssignaali eluea méiéiramine

ARC-Lum(Fluo) sondide iseloomustamiseks mdoddeti luminestsentssignaali eluiga.
Antud suurus valiti moGdtmiseks, kuna luminestsentssignaali eluiga on otseses scoses FRET-i
efektiivsusega (Valem 2). Samuti on ARC-Lum(Fluo) sondide puhul tehtud eeldus, et
luminestsentssignaali eluiga ei soltu kontsentratsioonist, seetdttu el muutu eluead

moodtepaevade 16ikes oluliselt.

4.2.1 ARC-ide komplekseerumine PKAc-ga
ARC-ide ja PKACc korral teostati mdotmisi 50 ps viivitusajaga, et valtida taustmiira, mis
tuleneb ksenoonvilklampi kasutavast aparatuurist ning samuti proovide autofluorestsentsist.

Vordlusena mdddeti ARC-1182 ja PKAc kompleksi luminestsentssignaali kustumist ajas [1].

== ARC-2003+PKAc
== ARC-2004+PKAc
ARC-2005+PKAc
ARC-1182+PKAc
== puhver

40000+

0 100 200 300 400
Aeg (ps)

Joonis 10. ARC-2003 kuni ARC-2005 sondide luminestsentssignaali kustumine ajas. ARC-2003 (10 nM)
kompleks PKAc-ga (200 nM) (sinine), ARC-2004 (10 nM) kompleks PKAc-ga (200 nM) (punane), ARC-
2005 (10 nM) kompleks PKAc-ga (200 nM) (roheline), ARC-1182 (5 nM) kompleks PKAc-ga (200 nM)
(kollane), puhver (must).

Luminestsentssignaali intensiivsus

Jooniselt 10 on ndha luminestsentssignaali kustumise tendentse antud ARC-ide puhul.

6
Antud tendentsid on kooskdlas FRET-i teooriaga (Valem 2), kus E = R6i06 =1- TTD—A. Mida
D

0t"D4a

pikemaks linker muutub, seda suuremaks muutub ka vahemaa doonorluminofoori ja
aktseptorluminofoori vahel (rp,) ning energia iilekande efektiivsus védheneb, millest
tulenevalt luminestsentssignaali eluiga pikeneb.

ARC-2003 luminestsentssignaali elueaks maarati 79 + 13 us, ARC-2004 104 + 15 ps
ning ARC-2005 109 + 8 ps. Need ARC-Lum(Fluo) sondid erinevad iiksteisest liisiini ja
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fluorestsentsvérvi vahele jddva linkeri pikkuse poolest, kusjuures ARC-2003 linker

peptiidahela ja fluorestsentsvérvi vahel puudub ning ARC-2005 on pikim linker.

—— ARC-2009+PKAc

30000 === ARC-2010+PKAc
—— ARC-2011+PKAc
20000 ARC-1182+PKAc

puhver

10000+

Luminestsentsi intensiivsus

0 100 200 300 400
Aeg (ps)

Joonis 11. ARC-2009-2011 sondide luminestsentssignaali kustumine ajas. ARC-2009 (10 nM) kompleks
PKAc-ga (200 nM) (punane), ARC-2010 (10 nM) kompleks PKAc-ga (200 nM) (sinine), ARC-2011 (10
nM) kompleks PKAc-ga (200 nM) (roheline), ARC-1182 (10 nM) kompleks PKAc-ga (200 nM) (kollane),
puhver (must).

Samuti nagu eelmises seerias (ARC-2003 kuni ARC-2005) ei erine ka selles kolmikus
viimase kahe ARC-i luminestsentssignaalide eluead iiksteisest vidga palju. ARC-ide
luminestsentssignaalide eluead olid vastavalt: ARC-2009 58 + 4 ps, ARC-2010 88 + 18 ps
ning ARC-2011 85 + 10 ps. Vorreldes eelmise seeriaga ei tulnud ARC-2009 kuni ARC-2011
korral sama histi vilja luminestsentssignaali eluea ning linkeri pikkuse sdltuvus. Seda voib
seletada struktuuri painduvusega. Kuna linkerina kasutati paindlikke struktuure, siis
komplekseerudes PKAc-ga, saavad ARC-id vadnduda. Paindliku linkeri korral vdivad
doonorluminofoor ja aktseptorluminofoor paikneda kompleksis kinaasiga ligistikku,

olenemata nendevahelise linkeri pikkusest.
Tabel 2. ARC-2003 kuni ARC-2011 luminestsentssignaali eluigade (us) vordlus.

ARC-2003 ARC-2004 ARC-2005 ARC-2009 ARC-2010 ARC-2011

79+13 104 + 15 109+ 8 58+4 88 +18 85+ 10

Eelnevalt siinteesitud ARC-ide seeriatega ei saavutatud piisavalt {iheseid soltuvusi
distantsi ja luminestsentssignaali eluea vahel. Samuti puudus v&imalus kindlalt méarata
doonorluminofoori ja aktseptorluminofoori omavahelist kaugust kinaasi kompleksis, kuna

tegemist on painduvate struktuuridega. Uhesemaks distantsi midramiseks tekkis vajadus
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jaigemate struktuuride jdrele, milleks valiti oligoproliinid. Kirjanduses on vilja toodud, et
oligoproliine saab kasutada molekulaarse joonlauana distantside maaramisel, sest oligoproliini
ahel on suhteliselt jdik ja moodustab 3-dimensionaalses ruumis sirge struktuuri, mida
nimetatakse proliini heeliksiks. Siiski voib ka selles toimuda monevdrra amiidsideme
rotatsioone, mis muudaks struktuuri painduvamaks ja pdhjustab umbes 2% tdendosusega
ahela koverdumist [29]. Lithemate jdrjestuste puhul ei ole see aga viga oluline Uhe
proliinijadgi pikkuseks arvatakse proliini heeliksis olevat 0,3 nm [30]. Samuti on tdestatud
oligoproliine kasutades, et FRET tiiiipi iileminek sdltub doonori ja aktseptori vahelise kauguse
kuuendast astmest [31]. Samas on vilja toodud, et poliiproliini ahela kujutamine jdiga ja sirge
pulgana, on pikemate ahelate korral (n=12) kaheldav, kuna aina suureneb tdendosus, et
heeliksis on vdhemalt iiks proliinijadk cis-konformatsioonis, mis tekitab sirgesse ahelasse
kdverduse[29].

Disainiti uus seeria, mis taies usalduses sisaldas linkerina 0...3 ning 5 proliini, kuid
algsed katsed on teostatud 3 ja 5 proliini sisaldavate ARC-idega. Proliinide kasutamine
voimaldab iihesemalt fikseerida doonorluminofoori ja aktseptorluminofoori vahelist distantsi.
Seeria abil wuuriti energia {ilekande soltuvust luminofooride vahekaugusest. Prooviti
sidumiskatset PKAc-ga, et madrata ARC-ide luminestsentssignaali eluea sdltuvust
luminofooride vahel oleva ahela pikkusest. Uuel seerial kasutati samuti doonorluminofoorina
5-(2-aminopiirimidiin-4-iiil)tiofeen-2-karboksiiiilhapet, kuid fluorestsentsvarvina kasutati
PromoFluor-647 asemel 5-TAMRA.
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Joonis 12. ARC-2016 ja ARC-2017 sondide luminestsentssignaali intensiivsus. ARC-2016 (100 nM)
kompleks PKAc-ga (100 nM) hapniku juuresolekul (tumesinine) ja hapnikuta (helesinine) ja ARC-2017
(100 nM) kompleks PKAc-ga (100 nM) hapniku juuresolekul (tumeroheline) ja hapnikuta (heleroheline).
Kollane tulp kirjeldab PKAc ja puhvri intensiivsust hapniku juurdepéésul.
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Jooniselt 12 on néha, et Signaali intensiivsus on vdga madal. Hapniku juuresolekuta see
touseb kiill umbes kolm korda, kuid jadb luminestsentssignaali eluea modtmiseks ikkagi liialt
madalaks. See viitab, et need ARC-id on PKACc suhtes viga madala afiinsusega ja kasutatud
kontsentratsioonide  korral ~ kompleksi  moodustamist ei  toimu.  Seetdttu on
luminestsentssignaali intensiivsus praktiliselt olematu ning saadud andmeid ei saa FRET-i

efektiivsuse uurimisel kasutada.

4.2.2 ARC-ide ja B-tsiiklodekstriini kompleks

Kuna eelnevalt kirjeldatud katse ei andnud soovitud tulemusi, sest ARC-2016 ja
ARC-2017 PKAc-ga ei seostunud ning luminestsentssignaali eluigade méadramine polnud
voimalik, viidi 1dbi uus katse kasutades B-tsiiklodekstriini.

Oletati, et B-tsitklodekstriin ja ARC-ide aromaatsed fragmendid moodustavad omavahel
kompleksi, mis stabiliseerib doonorluminofoori tripletset olekut ning tekib mdddetav
luminestsentssignaal, mille eluiga saab maédrata. Selleks valmistati PB-tsiiklodekstriinist
kahekordsete lahjenduste seeria alates 12,5 mM ja 1opetades 0,1 mM lahusega. Kuna
aromaatsete iihendite afiinsus tsiiklodekstriinide suhtes jadb millimolaarsesse suurusjirku, sai
see ka lahjendusseeria valikul maaravaks [12]. ARC-ide kontsentratsioon kdikides
modtesiivendites oli 100 nM. Sooritati paralleelkatsed hapniku juuresolekuta ning hapnikuga,

kasutades 2.3.1 punktis kirjeldatud meetodit hapniku eemaldamiseks (Joonis 13).

% 5000 -+ ARC-2016 hapnikuga
= ARC-2016 hapnikuta
g 4000 -+ ARC-2017 hapnikuga
E 3000- ARC-2017 hapnikuta
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Joonis 13. pB-tsiiklodekstriini ja ARC-i kompleksi luminestsentssignaali intensiivsus varieerides
B-tsiiklodekstriini kontsentratsiooni.

Katsest selgus, et antud meetodiga ei saavutatud pika elueaga luminestsentssignaali.

Komplekseerumine ARC-i ja B-tsiiklodekstriini struktuuriga ei toimu voi sellises kompleksis
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ei teki ARC-il pika elueaga luminestsentssignaali. On voimalik, et komplekseerumine ei
fikseeri doonorluminofoori tripletset olekut piisavalt ning toimub luminestsentssignaali kiire

kustumine.

4.2.3 ARC-id PVA-s

Jargmisena prooviti saada proliini seeria tihenditega pika elueaga luminestsentssignaalli,
kasutades nende dopeerimist poliimeeri. Selleks lisati PVA vesilahusele kindla
kontsentratsiooniga uuritavat ARC-i ja lasti sellel mikrotiiterplaadi siivendis kuivada. Seejérel
mdddeti saadud poliimeeri kile luminestsentssignaali eluiga.

Meetodi viljatootamisel varieeriti mitmeid parameeteid, nende hulgas PVA lahuse
kontsentratsiooni, ARC-ide lahuste kontsentratsioone, aurustustingimusi ning andmete
analtiisi. Algselt kasutati 5 % PVA lahust MilliQ vees, kuid poliimeeri kuivamine
modtesiivendi seinale ja pdhja oli ebaiihtlane ning korduspunktide signaalide intensiivsused ei
langenud kokku. Seetdttu prooviti mootmisi edaspidi teostada 10 % PVA lahusega, millega
saadi paremad tulemused. 10 % PVA korral tekkis 6rn ja kiillaltki {ihtlane kiht modtestivendi
seinale, kuid selle pipeteerimine oli raskendatud lahuse viskoossuse tottu.

Algselt teostati katseid iihenditega, mis sisaldasid 1..3 ning 5 proliini. Tulemuste pdhjal
tekkis huvi veelgi kiiremaks luminestsentssignaali kustumiseks ning selle uurimiseks
stinteesiti ka proliinita ithend ARC-2024. ARC-2024 koosnes tiofeenist ja 5-TAMRA-st, mis
olid omavahel ithendatud piperasiiniga. Samamoodi nagu eelnevate ARC-ide korral toimus
FRET iileminek véavlit sisaldavalt aromaatselt ithendilt 5-TAMRA-le. Piperasiin sobib
linkeriks doonori ja aktseptori vahele isegi paremini kui 2,3-diaminopropaanhape, mida on
kasutatud eelnevate ARC-ide puhul. Piperasiin voiks olla parem linker, kuna molekul on
jaigem vorreldes 2,3-diaminopropaanhappega ning molekuli erinevate konformatsioonide arv
on viiksem, seega oleksid distantsid {ihesemalt méératavad.

Proove analiilisiti tavaliselt 48 tundi pdrast pipeteerimist, kui modtesiivendid olid
kuivad. Kwon ja teised on ndidanud, et mdnede ainete fosforestsentssignaali intensiivsus
PVA-s on lineaarses sdltuvuses mooteobjekti niiskustasemest — mida suurem on niiskustase,
seda vidiksem on fosforestsentssignaali intensiivsus [10]. Seega prooviti vihendada niiskuse
osakaalu moGtmistel, selleks kuivatati mikrotiiterplaati vaakum-tsentrifuugiga 24 tundi. Parast
seda teostati samadel tingimustel uued mdotmised ning selgus, et luminestsentssignaali eluead

natukene pikenesid (Joonis 14, Tabel 3) ja katsepunktide hajuvus vihenes.
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Enne vakumeerimist
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Joonis 14. Vakumeerimise mdju luminestsentssignaali elueale. Tulemused on normeeritud
luminestsentssignaali intensiivsuste jargi.
Tabel 3. ARC-ide luminestsentsignaali eluigade vordlus enne ja pirast vakumeerimist
ARC-2024 | ARC-2021 | ARC-2022 | ARC-2016 | ARC-2017
94 + 33 269 + 89 408 + 86 596 + 164 1034 + 222
Enne (ps)
. 98+ 11 274 + 68 429+ 79 628 + 106 1058 + 178
Pérast (us)

ARC-ide luminestsentssignaali kustumist ajas mdoddeti samades siivendites uuesti 7
pdeva pirast ning selgus, et need pole viga palju muutunud. Vdhene muutumine voib olla
tingitud lisakuivatamisest, kuna mikrotiiterplaati vakumeeriti eelnevalt taaskord 24 tundi.
Samas ei erine ARC-ide luminestsentssignaalide eluead pérast nddala moodumist iile 3 %.
Seega pole poliimeeriga keemilises mottes midagi juhtunud ning samade mddtesiivendite

puhul on vdimalik luminestsentssignaali korduvalt modta.
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Prooviti ka vaakumtsentrifuugimist vahetult pérast pipeteerimist. Eeldati, et polimeer
vajub raskusjou mdjul mdodtesiivendi pdhja ning nii on vdimalik saada korratavamad
tulemused. Selle asemel tekkis mootesiivenditele aga klaasjas vaht ning tulemuste kdikumise
diapasoon oli veelgi suurem.

Enamasti analiiiisiti andmeid iihekomponentse eksponentsiaalse kustumise vorrandiga,
kuid prooviti analiilisida ka kahekomponentse eksponentsiaalse kustumise kdveraga. Sellest
loobuti, kuna saadud parameetrid varieerusid suhteliselt palju. Kahekomponentse
cksponentsiaalse kustumise kOveraga analiiiisil erinesid liihiealise ja pikema-ealise
komponendi suhted ja eluead paralleelkatsete korral vdga palju, ega andnud seletatavaid
tulemusi. Samas ithekomponentse eksponentsiaalse funktsiooni ldhendamine andis hasti
kokkulangevad tulemused, kuigi oli ndha, et see ei kirjelda protsessi péris tdpselt.
Luminestsentssignaali kustumine ei ole aga antud juhul kindlasti ithekomponentne, millele
viitavad ka graafikul kustumist kirjeldavast joonest kdrvalekalduvad punktid (Joonis 14).
Uhekomponentne analiiiis ei saa olla tipne ka seetdttu, et iilemineku dipoolide asendid PVA-s
omavad mitte teadaolevat jaotust ning need ei saa ka molekulide konformatsiooniliste
liikumiste kaudu keskmistuda nagu see tdendoliselt toimub ARC-Lum(Fluo) sondidega
lahuses. Seega on iihekomponendilisel eksponentsiaalsel kustumisel médratud FRET-i
efektiivsused paljude olekute keskmistatud véértused. Kuna jdigas struktuuris on doonor ja
aktseptor fikseeritud, on igal doonori ja aktseptori paaril oma orientatsioonifaktor. Lihtsustust,
et ¥ = 2/3 ei ole mdistlik teha ka seetdttu, kuna antud konstant on leitud siisteemile, kus
doonori ja aktseptori orientatsioon muutub kiiremini vorreldes ergastatud elueaga [32]. Kui on

tegemist aga fikseeritud siisteemiga, siis see nii kindlasti ei ole.

0.015+

0.010

KERET

0.005+

Proliinide arv

Graafik 1. FRET-i kiiruskonstandi sdltuvus proliinide arvust.
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ARC-Lum(Fluo) sondide luminestsentssignaali kustumist iseloomustav Kiiruskonstant
koosneb peamiselt kahest tegurist: doonorluminofoori fosforestsentssignaali kustumise
komponendist ning FRET-i komponendist doonorluminofoorilt aktseptorluminofoorile.
FRET-ist tulenev kiiruskonstant on avaldatav k; = ky4 — kp, kus kp, on ARC-Lum(Fluo)
luminestsentssignaali  kiiruskonstant ning kp ARC-Lum sondi luminestsentssignaali
kiiruskonstant. Kiiruskonstandid leiti poordvadrtusena luminestsentssignaali eluigadest-
lahendades, et tegemist on esimest jarku protsessiga. kp leidmiseks mdddeti samades
tingimustes proliini seeria {ihenditega ARC-2006 fosforestsentssignaali eluiga, mille
mediaanvéirtuseks saadi 13000 ps (graafik toodud Lisa 4). Kirjanduses on maééiratud iihe
proliinijadgi pikkus oligoproliinide ahelas (0,3 nm), kuid dipoolide kaugusele lisandub veel
teatud distants muudest struktuuri elementidest. See distants hinnati ARC-2004 struktuuri
pohjal, liites sidemepikkused oletatavate dipoolide vahel. Antud tulemusele liideti vastav

proliinide arvust tulenev kauguse komponent, mis iihe proliinijadgi kohta oli 0,3 nm. Leitud

6
FRET-i kiiruskonstantidele prooviti lihendada valemit k; = Ti(fTO) (Graafik 1). Antud
D DA

mudeljoon toob vilja tendentsi, et mida suuremaks l&heb distants doonorluminofoori ja
aktseptorluminofoori vahel, seda aeglasemalt toimub energia iilekanne. Analiiiisi tulemusena
saadi hinnanguliseks Ry véirtuseks antud siisteemis ~2,7 nm. Kadri Ligi on arvutanud seleeni
sisaldava fragmendi ja Cy3B siisteemi korral antud parameetri védartuseks 2,6 nm. Neid arve
ei saa liks-iihele vorrelda, kuna ARC-ide struktuurid erinevad kiillaltki palju, kuid saadud
tulemus on sarnane. Tédpsemaks analiilisiks peaks uurima veel pikema proliinide ahelaga
ARC-Lum(Fluo) sonde, kus energia iilekanne oleks vihem efektiivne, ja konstrueerima uut
titipi ihendite seeriaid. Samuti vdib proovida kustumiskdveraid alaliiisida keerukamate
matemaatiliste funktsioonidega, mis votavad arvesse orientatsioonifaktorite varieeruvust [32].

Mootes luminestsentssignaali viivitusajaga, eiratakse kiireid protsesse, mis toimuvad
50 ps jooksul. See parandab kiill signaal-miira suhet, kuid kaotab ka olulist infot kiiremate
protsesside korral. Lithemate doonorluminofoori ja aktseptorluminofoori distantsi korral voib
toimuda suurema tdendosusega singlett-singlett FRET, mis vdhendab paralleelselt toimuva
siisteemide vahelise iilemineku osakaalu. Selle tulemusena tekib vdhem pika elueaga
luminestsentsi andvat tripletes olekut, millele wviitab lilhemate ainete véiksem
luminestsentssignaali algintensiivsus vorreldes triplett-singlett FRET-iga. Singlett-singlett
FRET-i toimumise nditlikustamiseks kasutati viivitusajata statsionaarsetes tingimustes
fluorestsentsintensiivsuse modtmist, kus ergastati aineid kahel erineval lainepikkusel: 337 nm

ja 554 nm, mis vastavad tiofeeni sisaldava fragmendi ja 5-TAMRA neeldumistele ning
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moodeti 5-TAMRA Kkiirgust 590 nm juures. Joonis 15 koostamisel lahutati ARC-ide
fluorestsentssignaalide intensiivsustest puhvrist tulenev signaal ning seejérel jagati saadud
vaartused normeerimiseks 5-TAMRA-kemtiidi signaalidega. Esimesel juhul ergastati eelkdige
véavlit sisaldavat aromaatset struktuuriosa (5-TAMRA neeldumine antud lainepikkusel on
suhteliselt viike), millelt FRET mehhanismi tottu 14ks energia 5-TAMRA-le ning teisel juhul
ergastati otse 5-TAMRA-t. Molema siisteemi korral moddeti fluorestsentsvérvi
relakseerumisel kiirguvat valguskiirgust. Vorreldes kahte graafikut on ndha, et vasakpoolsel
on ARC-ide signaalide intensiivsused vorreldes 5-TAMRA-kemtiidiga suuremad kui paremal
oleval graafikul. Kuna moddeti 5-TAMRA relakseerumisel tekkinud fluorestsentskiirgust, mis
normeeriti ainult 5-TAMRA-t sisaldava aine signaali intensiivsustega, viitab intensiivsuste
muutumine FRET iileminekule 337 nm juures ergastatud véaavlit sisaldavalt fragmendilt
singlett-singlett iilekandega 5-TAMRA-le. Antud tingimuste juures on tripletsed olekud

ebastabiilsed ja neist lahtuvaid komponente signaalis praktiliselt ei ole.
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Joonis 15. Singlett-singlett FRET mehhanismi tdestamine ARC-Lum-Fluo sondides. 5-TAMRA-ga on
joonisel tidhistatud 5-TAMRA-kemtiidi.

4.2.4 ARC-id agaroosis

Kuna PVA andis mdddetava luminestsentssignaali, tekkis huvi proovida veel mdnda
poliimeerset maatriksit, milleks valiti agaroos. Katse teostati sarnaselt PVA katsetele, kuid
selgus, et luminestsentssignaali ei tekkinud (Joonis 16) ning seetdttu ei saa agaroosi antud

meetodi puhul maatriksina kasutada.
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Joonis 16. ARC-id agaroosi maatriksis.

Bl ARC-2016 1 pmol
=3 ARC-2016 5 pmol
I agaroos

Bl ARC-2021 1 pmol
B ARC-2021 5 pmol
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5 Kokkuvote

Bakalaureuset6o eesmargiks oli leida kinnitust oletusele, et ARC-Lum(Fluo) sondide
korral toimuv energia iileminek on FRET tiiiipi. Selleks siinteesiti erineva doonorluminofoori
ja aktseptorluminofoori vahelise kaugusega ARC-Lum(Fluo) sonde ning méédrati nende
luminestsentssignaalide eluigasid.

Teoreetilises osas kirjeldati fotoluminestsentsi ning selle erinevaid liike, kusjuures
erilist tdhelepanu pdorati toatemperatuursele fosforestsentsile. Tehti iilevaade ARC-Lum ja
ARC-Lum(Fluo) sondidest, toodi vilja Forsteri resonantsenergia tilemineku olemus ning selle
seos ARC-Lum(Fluo) sondidega. Kirjeldati tahkefaasi peptiidisiinteesi, mida kasutati
ARC-tiiipi tihendite siinteesil. Samuti kirjeldati pdgusalt proteiinkinaase ning nende
inhibiitoreid.

Too eksperimentaalses osas siinteesiti 23 uut ARC-tiilipi iihendit ning méiérati 11-ne
ARC-Lum(Fluo) sondi luminestsentssignaalide eluead — neist viie maaramisel kasutati uudset
meetodit, milleks oli ARC-ide dopeerimine PVA-sse. See vdimaldas mdota pika elucaga
luminestsentssignaali sondidele, mis ei olnud PKAc suhtes afiinsed. Dopeerimisel PVA-sse
kaitseb poliimeer ergastatud tripletset olekut kustutavate mojude eest. Varasemalt on ARC-ide
korral tripletse oleku stabiliseerimine saavutatud proteiinkinaasidega komplekseerumisel,
mida kasutati ka antud t66s. ARC-2003 kuni ARC-2005 keskmisteks luminestsentssignaali
eluigadeks PKAc kompleksis mdodeti vastavalt 79; 104 ja 109 us, mis olid sdltuvuses linkeri
pikkusest. ARC-2009 kuni ARC-2011 keskmistatud luminestsentssignaali eluigadeks moddeti
58; 88 ja 85 us. Teises seerias esinevat anomaaliat doonorluminofoori ja aktseptorluminofoori
kauguse suurenemise ning luminestsentssignaali eluea vihenemise vahel pdhjendati molekuli
struktuuri painduvusega kompleksis PKAc-ga. Selle takistuse iiletamiseks siinteesiti seeria,
mille korral oli linkerina kasutatud jaikasid oligoproliine ning nende iihendite
luminestsentssignaalide eluea méadramiseks kasutati dopeerimist PVA-sse. Keskmistatud
luminestsentssignaalide eluead proliinijadkide suurenemisel olid vastavalt: 98; 274; 429; 628
ja 1058 ps. Antud andmete pohjal teostati ka arvutused Forsteri distantsi leidmiseks ning
selleks madrati 2,7 nm. Eelnevalt on uurimisgrupis ARC-Lum(Fluo) sondides saadud Rg
arvutuslikuks vaartuseks 2,6 nm.

Forsteri raadiuse kindlaks tegemine aitab kaasa ARC-Lum(Fluo) sondide disainimisele,
kuna teades Forsteri distantsi doonorluminofoori ning aktseptorluminofoori vahel, on lihtsam

paika panna nendevahelise linkeri pikkust, et valmistada optimaalsemate omadustega sonde
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erinevateks rakendusteks. Edasisteks plaanideks on uue mdotmistehnika optimeerimine ning

FRET tiiiipi iilemineku pdhjalikum uurimine.
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SYNTHESIS OF MODEL COMPOUNDS FOR THE STUDY OF THE FORSTER
DISTANCE IN ARC-LUM(FLUO) PROBES.

Joana Jogela

6 Summary

The aim of this study was to confirm the assumption that FRET type energy transfer happens
in the ARC-Lum(Fluo) probes. In order to achieve that, new ARC-Lum(Fluo) probes with
varied distance between donor luminophore and acceptor luminophore were synthesized and
the lifetime of the luminescence signal were measured.

The theoretical part of this thesis describes different types of photoluminescence,
special attention was paid to room-temperature phosphorescence. In addition to that, an
overview about ARC-Lum and ARC-Lum(Fluo) probes and the essence of the Forster
resonance energy were given and its connection with ARC-Lum(Fluo) probes. The theoretical
part also described the solid phase peptide synthesis, which was used for synthesizing new
compounds and presented a short overview of protein kinases and their inhibitors.

In the experimental part of this study 23 new ARC-type compounds were synthesized
and determined the lifetime of the luminescence signal of 11 ARC-Lum(Fluo) probes. For 5
of them, a new method of doping PVA with probes was used. This method allowed the
measurement of the long lifetime luminescence signal with probes which were not affine
enough in relation with PKAc. When doping probes into PVA, the polymer protects the triplet
state of the probes from decay. Also the method of stabilization of the triplet state of ARC-
Lum probes with protein kinase complexes was used. The average lifetimes of the compounds
ARC-2003 — ARC-2005 were measured as following: 79; 104 and 109 us, which showed the
dependence between the luminescence signal lifetime and the length of the linker. The
average lifetimes of the compounds ARC-2009 — ARC-2011 were measured as 58; 88 and 85
us. The anomaly of the increase of the distance between the donor luminophore and acceptor
luminophore and the decrease of the lifetime of the luminescence signal was explained with
the flexibility of the molecule while binding to PKAc. Series of probes were synthesized,
where oligoprolines were used as the linker and the luminescence signal lifetime of the probes
were measured in PVA matrix. When increasing the number of prolines in the linker, the
average luminescence lifetime for these probes were 98; 274; 429; 628 and 1058 ps.
Calculation of Forster’s radius was done on the basis of these ARC-Lum(Fluo) probes. The
calculations gave the following result: Ry being 2.7 nm. Previously, the calculations in our

workgroup has given the result such as Ro being 2.6 nm.
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Determining the Forster distance will improve designing new ARC-Lum(Fluo) probes,
because it is more easier to choose the length of the linker which is used between donor
luminophore and acceptor luminophore. Having the right distance between donor and
acceptor will let us use new probes in luminescence analysis. The plans for the future are to
optimize the measurement of the new technique and achieve more thorough research of the

FRET type energy transfer.
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Lisa 1. ARC- tiiiipi inhibiitorite struktuurid koos koodidega
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Lisa 2. Proliini heeliks

a)

8.98+0.14 A

v

Pro1 /Pro2 Pro3  Prod /Pros Pro6

a) proliini heeliksi ruumiline struktuur, b) proliini heeliksi pikkus ja c) ristldikes heeliks.
Joonis on muudetud, kuid kasutatud Wilhelm, P., Lewandowski, B., Trapp, N., Wennemers,
H., A crystal structure of an oligoproline PPII-helix, at last, J Am Chem Soc, 2014, 136,
15829-15832 illustratsiooni.
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Lisa 3. ARC-2003 kuni ARC-2005 ja ARC-2009 kuni ARC-2011 sidumiskdverad
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ARC-2003 kuni ARC-2005 Kd vairtused on 1...5 nM. Vordlsuainena kasutati 5 nM
ARC-1182.
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ARC-2009 kuni ARC-2011 Kd vairtused on alla 10 nM. Vordlusainena kasutati 10 nM
ARC-1182.
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Komplekseerumisel mdddetud luminestsentssignaali intensiivsuse graafik, et tuua vélja

intensiivsuste suurusjérk, kui on tekkinud kompleks ARC-i ja PKAc vahel.
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Lisa 4. ARC-2006 luminestsentssignaali kustumise kover
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Mikrotiiterplaadilugejat PHER Astar on voimeline mdotma luminestsentssignaali eluiga kuni
1720 ps. Nagu iilalolevalt graafikult ndha, siis selle aja jooksul ei toimu oluliselt
luminestsentssignaali kustumist. Seetdttu on ka antud iihendi luminestsentssignaali eluea

méiédramine kiillaltki suure mddteméddramatusega.
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