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1 Johdanto

Tassd tyOssd késitellddn tehoseulontamenetelmien kéyttamistd laddkekehityksessa,
erityisesti uusien keskushermostosairauksien hoitojen etsimisen ndkokulmasta. Tarve
keskushermostosairauksien uusille liddkehoidoille lisddntyy maailmanlaajuisesti
thmisten eldessd yhd vanhemmiksi (Ferri ym. 2005). Keskushermoston sairauksiin
kohdistuva ladkekehitys on kuitenkin ollut suhteellisen epdmenestynyt ala. Tufts-
raportti' (2005) arvioi, ettd noin 11 % kaikista lddkeryhmistdi ja vain 7 %
keskushermoston hoitamiseen tarkoitetuista lddkekandidaateista selvidd kliinisesté
kehittelystd markkinoille asti (Pangalos ym. 2007). Lisdksi keskushermoston lddkkeiden
kehitysprojektit kestdvit keskimddrin pidempddn kuin muilla lddkekehityksen aloilla
(Pangalos ym. 2007). Ty0ssd pohditaan muun ohessa sitd, miten

tehoseulontamenetelmit voivat vaikuttaa tdhén tilanteeseen.

Tyon kokeellisessa osassa esitellddn aivoperdisen hermokasvutekijain (BDNF)
reseptoriin (TrkB) kohdistuva seulontamenetelmi. Kyseisen reseptorin on aiemmassa
kokeellisessa tutkimuksessa osoitettu liittyvén kliiniseen masennukseen ja aiemmin
hyviksyttyihin masennuslddkkeiden vaikutusmekanismeihin. Miniatyrisoinnin ja
automatisoinnin avulla pyritddn sovittamaan tehoseulontaan erds aiemmin julkaistu

immunosorbenttimééritysmenetelma (LIITE 2).

Tatd ennen kdydddn lapi keskushermostoon vaikuttavien pienmolekyylien seulontaan
liittyvid asioita kuten 1) tapoja rajata molekylaarista hakuavaruutta keskushermostolle
suunnitellun lddkekandidaatin ndkokulmasta ja 2) tapoja luoda ladkkeellisesti olennaisia
molekyylikandidaatteja. Namé ovat tédrkeitd asioita, silli niiden pohtimisen avulla
voidaan tehostaa lddkeaineiden etsimistd erittdin laajasta pienmolekyyliavaruudesta.
Kokeellisen osuuden menetelmin luonteen takia kirjallisuuskatsauksessa keskitytdan
enimmidkseen ldhestymistapaan, jossa kokonaisia yhdisteitd seulotaan bioteknisesti
rakennettuun solupohjaiseen in vitro-malliin. Talloin ldhdetdédn liikkeelle siitd, ettd on

olemassa jokin lddkeinterventioon jo aiemmin validoitu fysiologinen kohde. Tamén

1 Bostonissa Tufts-yliopistossa toimiva ladketutkimuksen keskus.
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lahestymistavan lisdksi paljon tutkimusta on my0s tehty biokemiallisista,

fenotyyppisistd ja yhdistesirpaleisiin perustuvista tehoseulontamenetelmista.

2 Tehoseulonta osana lidkekehitysti

Tehoseulontamenetelmien avulla tutkitaan kokeellisesti suuria méérid yhdisteitd
rinnakkain. Nidin pyritddn 10ytdimdan lddkkeellisesti olennaiseen fysiologiseen
molekyyliin sitoutuvia yhdisterakenteita, joiden uskotaan olevan hyodyllisid
ladkekehityksessd. Suurinta osaa nidin I0ytyvistd yhdisterakenteista ei voi suoraan
kayttdd ladkkeind, vaan niitd on kehiteltivd edelleen (kuva 1). Voidaan myo6s luoda
lopulta lddkekandidaatteja saadun rakenteellisen tiedon avulla. Kokemuksesta tiedetdan
hyvin harvan seulottavan molekyylin olevan liddkkeen kehityksen nékokulmasta
hyddyllinen, kenties vain noin yksi miljoonasta (Oprea 2002; Hann ja Oprea 2004).
Tehoseulontamenetelmien avulla pyritddn siis saamaan alustavaa kokeellista tietoa
ladkekohteeseen sitoutuvista kemiallisista rakenteista, ja tdtd alustavaa tietoa voidaan

kayttad ladkekandidaattien luomiseen.

Seulonta 1 000 000

Csumat 2000

Aktiiwit 1200
lohtomolekyylit 50-200

Laakekandidaatit 10

Laake 1

Curment Opimion in Chemical Biology

Kuva 1: Tehoseulonta lddkekehitysprojektin lihtokohtana. Ensin l6ydetddn
tehoseulonnassa reseptoriin vaikuttavia yhdisteitd. Ndistd osa osoittautuu
virheellisiksi (osumiksi, jotka eivit todellisuudessa ole biologisesti aktiiveja).
Seuraavaksi todellisista aktiiveista kehitetddn johtomolekyylisarja, eli sarja
molekyylejd, joista voi helposti pieni muunnoksin luoda lddkekandidaatteja
kliinisiin  tutkimuksiin. ~ Kliinisissd  tutkimuksissa osa kandidaateista
hyvdksytddn. Kuva suomennettu teoksesta Hann ja Oprea 2004
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Ensimmdisid menetelmid alettiin kdyttdmaidn 90-luvulla, ja alkuvaiheissa useat
ladkeyritykset péattivat yksinkertaisesti kokeilla ldhes kaikkia omistamiaan yhdisteité
projektiensa kohteita vastaan (Rankovic ym. 2010). Yhdistekokoelmat koostuivat aivan
aluksi sadoista tuhansista yhdisteistd ja timin jdlkeen jopa miljoonista (Mayr ja Bojanic
2009). Myohemmin on ymmérretty, ettd joko seulottavien kokoelmien olisi oltava
paljon suurempia tai vaihtoehtoisesti enemmén kohdennettuja, jotta todenndkdisyys
10ytdd sattumalta hyddyllinen yhdiste olisi merkitsevin suuri (Mayr ja Fuerst 2008;
Rankovic ym. 2010). Samalla menetelmistdi on tullut kehittyneempid sekd
hienovaraisempia, ja niitd on  opittu  sopeuttamaan paremmin  koko
ladkekehitysprosessiin (katso esimerkiksi Mayr ja Bojanic 2009). Kédytinnossid tdma
usein tarkoittaa useampaa seulontavaihetta, tai kokeellista seulontaa edeltdvaa
laskennallista esivaihetta (Mayr ja Bojanic 2009). Lisdksi on alettu tutkimaan tapoja,

joilla voisi tuottaa laadukkaampia synteettisid yhdisteitd (Schreiber 2009).

Tehoseulontaa kiytetdin edelleen paljon, silld esimerkiksi Swinneyn ja Anthonyn
(2011) ladkekehityksen muutoksia tarkastelevassa katsausartikkelissa 45 uuden
vaikutusmekanismin molekyylid viidestikymmenesta (90 %) 16ytyi
tehoseulontamenetelmid kiyttdneissd projekteissa. Lisdksi viime vuonna Euroopan
komissio pditti rahoittaa julkisen seulontakeskuksen (European Lead Factory?), jossa
olisi 500 000 yhdisteen kokoelma (Laursen 2012; Baker 2013; Mullard 2013). Tdma
pddtds on kuitenkin herdttdnyt kritiikkid, silld aiempaa vastaavanlaista projektia
Yhdysvalloissa pidetddn yleisesti epdonnistuneena (Laursen 2012, Baker 2013, Mullard
2013). Seulontamenetelmien hyddyllisyydestd yleensékin on jo pitkddn esitetty nuivia
nidkemyksid, joissa usein vedotaan odotettua huonompaan menestykseen (Lahana 1999;

Kokel ym. 2010; Laursen 2012; Mullard 2013).

Tehoseulonnan lopullinen pddmaédird on tuottaa tietoa, jonka avulla voidaan suunnitella
johtomolekyylejd. Johtomolekyyleiksi kutsutaan sellaisia molekyylejé, joita voidaan
helposti hienosddtdd synteettisesti (Oprea ym. 2001). Ne ovat yleensd lopullisia

markkinoituja ladkkeitd pienempid yhdisterunkoja, joita muokkaamalla etsitdin parasta

2 Tésta keskuksesta kdytettiin aiemmin myds nimed European Screening Center.
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mahdollista kokonaisuutta, ottaen huomioon kaikki eri vaatimukset lddkkeelle. Usean
markkinoilla olevan lddkeyhdisteen taustalta 16ytyy tdllainen aikaisempi analoginen
johtomolekyyliversio, josta ladkekemistit ovat optimoineet varsinaisen lddkeyhdisteen.
Rekisterdityjen 1ddkeyhdisteiden ja johtomolekyylien on havaittu poikkeavan toisistaan;
rekisterdidyistd lddkkeistd vain noin 54 % tiyttivit ne ominaisuudet, joita
johtomolekyyleilli on havaittu olevan keskimdirin (Verheij 2006). Nykydidn monet
kemiallisia yhdisteitd ladkekehitykseen tarjoavista yrityksistd pyrkivit tarjoamaan
ainoastaan  sellaisia  yhdisteitd, joiden ominaisuudet eivdt poikkea paljon
ominaisuuksista joita on tutkimuksissa havaittu lddkkeilli ja johtomolekyyleilla.
Tutkimustieto lddkkeiden ja johtomolekyylien fysikaaliskemiallisista ominaisuuksista

on hyvin tunnettua (ndistd tarkemmin katso kappale 4.4 ).

2.1 Automatisoitu kokeellinen ty6 ja kombinatorinen rdjahdys

Pelkistetysti tehoseulonnan voisi ajatella olevan tapa pyrkid loytimédédn uusia
reseptorimolekyyleihin kiinnittyvid l4dkeaineita kokeilemalla suuria miirid erilaisia
kemiallisia yhdisteitd rinnan, poimien hyodylliset yhdisteet hyodyttomisti. Samoin
ladkekehityksen ideaalina voidaan pitdd pyrkimystd selvittdd kaikkien mahdollisten
ladkkeellisten molekyylimuotojen vuorovaikutukset ihmisen vaikutettavissa olevien
fysiologisten molekyylien kanssa (Kell 2012). Tilanne siis muistuttaa sitd etté
anatomian ideaali oli selvittdd ihmisen kaikki anatomiset rakenteet ja niiden toiminta.
Kyseinen vuorovaikutuksien matemaattinen joukko sisdltdd darellisen mairén alkioita,
ja siten ongelmakenttd kokonaisuudessaan on yksinkertaisempi kuin monissa tieteissi,
joissa késitellddn &dédrettomésti numeroituvia tai ylinumeroituvia joukkoja. Naméi
ajatukset yhdistellen voisi ajatella kaikkien molekyylien kaikkien ladkkeellisten
vaikutusten olevan l0ydettdvissd, kun erimuotoisia yhdisteitd kokeillaan

automatisoidusti erilaisiin kohteisiin.

Niéin ei kuitenkaan ole, ja erds merkittdva syy tille on se, ettd muutamasta alkupalikasta

saa luotua epdkiytdnnéllisen suuria méédrid molekyylejd (niin sanottu kombinatorinen



rdjahdys). On arvioitu, ettd enintddn 30-atomisia, hiiltd, typped, happea ja rikkid
sisdltivia synteettisesti mahdollisia molekyyleji voisi luoda 10%? (Bohacek ym. 1996)°
(algoritmista jolla voi ottaa nidytteitd tdstd avaruudesta katso Virshup ym. 2013).
Laskelma on hyvin suuntaa antava*, mutta on selvii, ettd vaikka Bohacekin ym. (1996)
kiyttdimid parametrejd muokkaisi miten, miérd on oleva valtava. Jos kaikkia muotoja
valmistettaisiin edes 100 mg kokonaisuuden massa ylittdisi koko havaittavissa olevan
maailmankaikkeuden massan (Hoylen arvio: 8 x 1032 kg, katso Kragh 1999, s. 212) noin
125 000-kertaisesti. On melko varmaa, ettei kaikkia niitd (Bohacekin ym. 1996)
molekyylimuotoja ole mahdollista valmistaa koskaan, ja ettei suurimmalla osalla niisté

ole ladkeominaisuuksia.

Tdmd méédrd on my0s aivan eri kertaluokkaa jo tunnettujen yhdisteiden médrén kanssa:
Beilstein-tietokannassa®, jonne on luokiteltu kaikki tihdn asti tunnetut kemikaalit on
vain noin 107 yhdistettd, eli madrd joka vastaa noin 102 % Bohacekin esittiméasta
madrdstd. Ladkekehityskdytossd olevissa kokoelmissa ei useinkaan ole ndinkdian monta
yhdistettd. Esimerkiksi European lead factory siséltdd aikanaan 500 000 yhdistettd, ja
suurimmassa olemassa olevassa virtuaalisessa tietokannassakin on vain noin miljardi
yhdistettd (Blum ja Reymond 2009). Kun lddkekehityskdyttoon on mahdollista luoda
vain rajallinen madrd kaikista mahdollisista yhdisteistd, niin voidaan kysyd kuinka

todenndkoistd on, ettd valittu osa kokonaisuudesta sisdltdd olennaisia yhdisterakenteita?

Wintner ja Moallemi (2000) ovat arvioineet, ettd yhdistelmidkokoelma, joka hyvin
todennédkoisesti  sisdltdisi  yhden  nanomolaarisella  pitoisuudella  jokaiseen
ladkekohteeseen sitoutuvan yhdisteen, olisi koostuttava véhintddn 24 miljoonasta
yhdisteestd. Ajatuksen taustalla on aika raju pelkistys, silld voisi viittdd, ettd harvoin
yksittdisestd osumayhdisteestd on paljoakaan hyotyd. Ei myOskddn ole kuin epatarkkoja
arvioita kaikkien lddkekohteiden midrdstd ja avaruudellisesta muodosta (Overington

ym. 2006; Paolini ym. 2006)°. Joka tapauksessa, jos 10%* yhdisteen kokonaisuudesta

Laskun perusteet esitetty kyseisen teoksen alaviitteessé a.

Ladkkeissd on toki hyodynnetty muitakin atomeja, kuten halogeeneja.

https://www.reaxys.com/

Puhumattakaan siitd, ettd joka paivd voi muodostua uusi virus, ja sitd kautta uusi ladkevaikutuskohde

AN N B~ W
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tarkastellaan kaikkia niitd 107 (tai jopa pienempid) yhdisteen niytteitd, joita siitd voisi
ottaa satunnaisvalinnalla, niin 99.9 % niista ei sisélld ainoatakaan ndistd 24 miljoonasta
ladkkeellisesti hyoOdyllisestd yhdisteestd. Olemassa olevia synteettisid yhdisteitd ei
kuitenkaan ole luotu pienmolekyyliavaruudesta tdlld tavoin satunnaisesti. Ja
periaatteessa jos tapa jolla ne on luotu eroaa perustavanlaatuisesti tavasta, jolla
fysiologiset vaikutuskohdat muodostuvat, on mahdollista ettd todennékoisyys on vield
pienempi kuin satunnaisvalinnalla. Synteettinen kemia on kuitenkin jo alusta asti
perustunut osittain biosynteesien matkimiseen, joten bioaktiivisten yhdisteiden joukon

voisi kuvitella olevan osittain yhtéldinen synteettisten yhdisteiden joukon kanssa.

2.2 Kombinatorisen rdjdhdyksen vaikutus tehoseulontaan ja ladkekehitykseen

Tdmé kombinatoriseen rdjdhdykseen liittyvd kdytdnnon ongelma voi osaltaan selittdd
Scannell ym. (2012) havainnon, jonka mukaan lddkekehitykseen liittyvit kokeelliset
menetelmit ja tekniikat ovat tehostuneet monin keinoin 50-luvulta, mutta uuden
yhdisteen todennikoéisyys ldpdistd kliiniset kokeet on pysynyt vakiona. Teknologisia
parannuksia ovat olleet muun muassa: kombinatorisen kemian kehitys (800-kertainen
tehon lisdys), seuraavan sukupolven sekvensointimenetelmét (miljardikertainen),
proteiinin rakenteen selvittiminen (300-kertainen) ja tietysti tehoseulontamenetelmét

(Scannell 2012, s. 191).

Myos taloudelliset sijoitukset ladkekehitykseen ovat suurentuneet huomattavasti, mutta
uusien laddkekeksintdjen suhde sijoitettujen resurssien mddrddn on heikentynyt
mainittuna tarkasteluajankohtana 80-kertaisesti (Williams 2011; Scannell ym. 2012).
Scannellin nikemyksen mukaan syyn tdhin on se, ettd lddkeviranomaisvalvonta on
tarkentunut ja sen ldpdiseminen hankaloitunut. Lisdksi hdnen mukaansa sellaisten
validoitujen lddkekohteiden mééra on koko ajan supistunut, jotka pystyvit kilpailemaan
jo olemassa olevien hyvien hoitojen kanssa. Suurin osa lddkekehityksistd lopetetaan
puutteellisen tehon tai haittavaikutuksien seurauksena.(Kola ja Landis 2004). Mitd

enemmaén populaatiossa on variaatiota, eli mitd heterogenisemmin néyte vastaa hoitoon,



sen suuremmat niytteet on otettava, jotta tilastollinen voima sdilyy (Yamanaka ym.

2006).

Lisdksi on kuitenkin vaikea kuvitella tehokkaimmankaan teknologian pystyvéin
tehostamaan prosesseja riittdvésti aiemmin esitettyyn ideaaliin ndhden, jotta kaikki
fysiologian ja pienmolekyylien viliset yhteisvaikutukset voitaisiin kokeellisesti
varmistaa ikddn kuin automaattisesti; jopa miljardikertainen tehonlisdys on tdssd
yhteydessd pientd. Keskeiseksi tehtdviksi ladkekehitykseen liittyvdssd seulonnassa
muodostuu siis pikemminkin keksid keinoja, joiden avulla viltytddn tekemdistd niin
paljon turhia kokeita kuin suinkin mahdollista. Turhia kokeita voidaan luultavasti rajata
pois sekd ymmartimélld paremmin fysiologisia prosesseja ja tautimekanismeja, etti
toisaalta lddkekandidaattisten yhdisteiden rakenteiden muodostumisen tapoja. Kun tdma
on huomattu, monet ladkeyritykset ovat alkaneet keskittyd enemmin kohdennettuihin
seulontoihin, joissa seulottavien yhdisteiden kokoelma on luotu tiettyjd kohteita tai

niiden ryhmié varten (Ford ym. 2004; Rankovic 2010).

3 Seulontakokoelman luominen keskushermostossa olevaa kohdetta varten

3.1 Suodattaminen fysikaaliskemiallisten ominaisuuksien perusteella

Useammat tutkimukset ovat esittidneet joillekin molekyylien ominaisuuksille rajoja,
joista poikkeaminen oletettavasti pienentdd lddkekandidaatin mahdollisuuksia toimia
oraalisesti annettuna lddkkeena (Taulukko 1). Vastaavia sdintoja kaytetddn tissd tyOssi
myShemmin arvioimaan uusien synteesimenetelmien kykyéd tuottaa lddkkeellisesti
hyodyllisid yhdisteitd. Esimerkiksi kanonisoituneen ladkkeellisyyskriteeriston mukaan
(Lipinski ym. 2001) kun véhintédn kaksi heidin esittdmiinsa kriteerid (Taulukko 1) ei
tayty lddkekandidaatilta, mahdollisuudet ettd kandidaatti toimisi suullisesti
annosteltavana lddkkeend ovat ldhes olemattomat. Aiemmassa tutkimuskirjallisuudessa

on loydetty nditd raja-arvoja tarkastelemalla sekd lddkeyhdisteiden ettd muiden



yhdisteiden ominaisuuksista luotuja tietokantoja. Téssd kirjallisuudessa on myds
oletettu, ettd parhaimpia tapoja rikastaa hyodyllisten yhdisteiden osuutta
seulontakokoelmissa on suodattaa pois niitd yhdisteitd, joiden voidaan turvallisesti

olettaa olevan hyodyttomia.

Taulukko 1: Erilaisia fysikaaliskemiallisia raja-arvoja koostettuna useasta eri
tutkimuksesta. Teoksesta Paolini ym.(2006)

MW PSA (A%) HBA HED log P rotatable bonds no. of atoms charge
Lipinski (1997) =500 0 to 10 Oto s =5.0
Ghose (1999) 160 to 480 0.4to +5.6 20to 70
Oprea Drug-Like (2000) 2to 9 Oto2 2o 8
Egan (2000) =130 1.0to +5.8
Walters (2000) 200 to 500 =120 0to 10 Otos Oto 8 20to 70 2to +2
Oprea Lead-Like (2001) =450 Oto® Otol 35to +4.5
Veber (2002) =140 O0to 10
REQS (2002) 200 to 500 Oto 10 Otos S.0to +5.0 Oto & lto 42
Martin (2005) =150

Keskushermoston lddkkeistd on myds tehty analyysejd, pyrkien loytiméén hyodyllista
tietoa aikaisemmin l4&kkeiksi hyvéksytyistd yhdisteistd (Pajouhesh ja Lenz 2005). Téta
tyotd on motivoinut se, ettd aivoveriesteen ldpdisevyyden kokeellinen varmistaminen on
erittdin tyoldstd. Keskushermosto on tunnetusti muusta fysiologiasta hyvin eristetty
kudos, jonka takia noin 98 % suolistosta systeemiverenkiertoon paésevisti ladkkeistd ei
kuitenkaan pédse keskushermostoon (Pardridge 2005).

Osterborg ja Norinder (2000) ovat osoittaneet vetysidoksiin kykenevien rakenteiden’
madrdn korreloivan erittdin voimakkaasti yhdisteen aivoveriesteen ldpdisykyvyn kanssa.
Tutkimuksessa esitetddn yksinkertaisiksi nyrkkisddnnoiksi, ettd 1) todennidkoisyys
lapéistd aivoverieste on suuri jos vetysidoksiin kykenevien rakenteiden mééra on viisi
tai pienempi® ja 2) jos laskennallisesta logP:std vihennetiéin rakenteiden méadrd ja

saadaan positiivinen numero’, niin kokeellinen LogBBB'" on luultavasti positiivinen.

7 Kéytannossd molekyylissé olevan happi tai typpi

8 (N+0)<5

9 logP-(N+O)>0

10 On mahdollista médrittdd kokeellisesti radiokemiallisin menetelmin yhdisteen todellinen suhteellinen
jakautuminen keskushermostoon ja muuhun kudokseen. LogBBB:114 tarkoitetaan tdssd numeroa, joka
on logaritmi yhdisteen aivokonsentraatiosta jaettuna verikonsentraatiolla.
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Van de Waterbeemd ym. 1998) ovat osoittaneet, etti keskushermostoon menevien
rekisterdityjen lidikkeiden polaarinen pinta-ala on usein alle 90 A? ja molekyylimassa
alle 450. Clark (1999) on tutkinut keskushermostolddkkeitd ja esittinyt seuraavan
lineaarisen suhteen (n=57, r=0,819, s=0,455, F=112.4) LogBBB:n ja polaarisen pinta-

alan (PPA) seké laskennallisen logP:n valilla :

LogBBB = (-0.0148:0.001)PPA + (0.15240.036)LogP + (0.139:0.073)

Edelld mainittujen ladkkeellisyyssuodattimien lisdksi on olemassa lukuisia “kédnteisid”
suodattamia, joilla voidaan poistaa kokoelmista haitallisiin ominaisuuksiin yhdistettyja
yhdisteitd ja perusrunkoja. Johnson ym. (2009) ovat osoittaneet lddkkeiden olevan
metabolisesti  vakaita ja epitoksisia tietylld kolmion muotoisella alueella
kaksiulotteisessa avaruudessa (molekyylipaino, logD). On osoitettu ettd rengasrakenteet
ja sp’-hiilien médérd ovat tirkeitd ominaisuuksia lddakkeille (Lovering ym. 2009; Ritchie
ja Macdonald 2009). Hughes ym. (2008) ovat osoittaneet ettd tietty alue
kaksiulotteisessa avaruudessa (IogP>3 ja polaarinen pinta-ala <75 A?) on myrkyllisten
tai haitallisten yhdisteiden rikastama. Lisdksi on rakennettu suodattimia, jotka poistavat
kokoelmista monisitoutuneisuuteen liitettyjd rakenteita siséltdvid yhdisteitd (Baell ja

Holloway 2010).

Lipinski-sddntdjen noudattaminen ei kuitenkaan itsesséédn takaa yhdisteen olevan lddke,
jonka ansiosta sddntdjen avulla kykenee luokittelemaan satunnaisen joukon lddkkeitd ja
ei-lddkkeitd melko huonosti (katso esimerkiksi Rankovic ym. 2010). Frimurer ym.
(2000) luokittelivat lddkkeitd ja ei-ladkkeitd Lipinski-suodattimilla, jolloin sddnndt
luokittelivat lddkkeistid noin 66 % lddkkeiksi, ja ei-lidkkeistd periti 74 % ldakkeiksi''.
Myos Segall (2012) on tehnyt aiheesta pienen luokittelukokeen, jossa luokiteltiin
Lipinski-kriteeristolld kahdenlaisia rekisterdityjd ladkkeitd. Niistd osa oli suullisesti
annettavia ja toinen osa muita teitd annettavia rekisterdityjd lddkkeitd (taulukko 2).
Néiden tietojen valossa voidaan melko turvallisesti véittdd, ettd kaikkia

fysikaaliskemiallisiin  ominaisuuksiin perustuvia kriteerejd on voinut kayttda

11 Lasdkkeiden tiedot MACCS—II Drug Data Report-tietokannasta, muiden ei-lddkkeiden tiedot Available
Chemicals Directory-tietokannasta



10

korkeintaan suuntaa antavasti.

Taulukko 2: Lipinskin sddntojen soveltaminen 1191 viranomaisen hyvdiksymddn
oraaliseen ja ei-oraaliseen ldcdkkeeseen. (Segall 2012)

yksi tai ei yhtdédn rikottua ~ Enemmin kuin yksi

kriteeria
Oraalinen 709 59
Ei Oraalinen 333 90

3.2 Moniparametrisen aineiston suodattamisen haasteista

Suuresta valikoimasta yhdisteitd voidaan pyrkid luomaan oleellisempi kokoelma
suodattamalla. Suodattaminen voidaan tehdd algoritmisesti usealla eri aiemmin
mainitun kaltaisella ehdolla perdkkéin. Télloin hyldtddn aina joukko, joka ei ldpdise
edellistd ehtoa siirryttdessd seuraavaan ehtoon. Oheinen taulukko esittdd erddssi
todellisessa ladkekehitysprojektissa kiytettyjd suodattamia (Taulukko 3). Suodatukseen
kaytettdvat ehdot voidaan luoda mistd tahansa molekyylistd lasketuista tai kokeellisesti
hankituista arvoista, joilla arvioidaan muun muassa ruoansulatuskanavasta
imeytymisen, myrkyllisyyden, tai tehon mahdollisuutta. Suodatusta voidaan myds tehdd

ennen tai jdlkeen tehoseulonnan (Rankovic 2010).

Suodattamisella on kuitenkin useampia niiden kayttéd rajoittavia ominaisuuksia.
Ensinnédkin suodattimien varsinaisten kriteerien on ldhes poikkeuksetta perustuttava
asiantuntijatietoon. Tadlloin jokaisella erilliselld 14dkekehitysprojektilla on omat ehdot
suodatukselle, jotka opitaan tuntemaan vasta projektin edetessd. Toiseksi suodattimien
vilille voi muodostua ristiriitoja niin, ettd yksi tiukka suodatus ei jitd seuraavalle
mielekdstd variaatiota mitd suodattaa (monet fysikaaliskemialliset ominaisuudet
korreloivat keskendnsd). On mahdollista kehittdd suhteellisen jarkeviltd néyttavat
suodatussddnndt, jotka poistavat lopulta kaikki yhdisteet. Ongelmia tuo vield se, ettei

useinkaan ole tilastollisesti arvioitu jotakin luottamusvélid suodattimen kiayttamaélle
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arvolle. Ei ole selvdd, onko niin yksinkertainen suodattimen kédyttima arvo mielekds,
vaan kuten muissakin tilastollisissa ongelmissa olisi mielekkddmpédd arvioida jokin

luottamusvili rajalle.

Kenny ja Montanari (2013) ovat tarkastelleet useita julkaisuja liittyen
fysikaaliskemiallisiin  ladkkeellisyyskriteerethin. Osa ndistd julkaisuista tulee
analyyseissddn tdysin vastakkaisiin paddtelmiin tarkastellessaan muun muassa
molekyylimassan vaikutusta yhdisteiden monisitoutuneisuuteen'?. He piittelevitkin,
ettei suodatinsdintoja tulisi soveltaa liian voimakkaasti kuten usein ilmeisesti tehddén.
Laskennalliset ja kokeelliset arvot sisdltivdt tunnetun tai tuntemattoman
vithemarginaalin, paitsi kun on kyseessd jokin yksiselitteinen ominaisuus, kuten
vaikkapa atomien miédrd. Tavanomainen rinnakkaisten vertauksien ongelma esiintyy
suodattamisessa niin, ettd jos niméa suodattimet itse jokainen toimisivat vaikkapa 90 %
varmasti, niin todenndkoisyydet luokitella oikein halutun kaltainen yhdiste koko

kriteerien joukolla on suhteellisen alhainen (35 %)".

Taulukon (3) suodatinkokonaisuus siis todenndkdisemmin hylkdd kuin hyviksyy
mielekkdidn yhdisteen siindkin ideaalitapauksessa, ettd jokainen kriteeri on 90 %
luotettava, ja ettd niiden Iluotettavuudet ovat toisistaan riippumattomat. Bayesin
teoreemasta ja biologisesti epdolennaisten yhdisteiden suuresta ldhtokohtaisesta
suhteesta hyodyllisiin seuraa, ettd suodatinjoukolla todennédkoisyydet hyviksya
yhdisteitd joita ei toivota ovat aina merkittdvin suuret. Ne ovat ainakin riittdvan suuret,
jotta lopullinen joukko suodatettuja yhdisteitd varmasti sisdltdd monin kerroin enemmén

hy6dyttomié yhdisteitd kuin hyodyllisia.

12 Englanniksi promiscuity, tarkoittaa sitd kuinka moneen eri fysiologiseen vaikutuskohteeseen kyseinen
yhdiste vaikuttaa samanaikaisesti.

13 Suodattamia on taulukossa kymmenen. Olettaen jokaisen olevan 90 % tarkka, ja virheiden olevan
riippumattomia toisistaan, tilldin p=0,9'" = 35 %.
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Taulukko 3: Erddn lddkekehitysprojektin kdyttdmid kriteereitd yhdisteille
johtomolekyylien valitsemisen yhteydessd. Teoksesta Segall (2011).

Ominaisuus Kriteeri
Farmakologiset

Potenssi kohteeseen (ki) <100 nM
Selektiivisyys verrattuna ei-haluttuihin > 100 kertainen
kohteisiin

Fysikaaliskemialliset

LogP <4

Liukoisuus veteen <100 uM
Molekyylipaino <450 Da
Imeytymiseen liittyviit

Caco-2-lapéisevyys >10-10° cm/s
Puhdistuma maksan mikrosomeissa <25 pl/min/mg proteiinia
P-glykoproteeiini siirron puute <3
Turvallisuuteen liittyvit

Ei P450-vilitteisid vuorovaikutusta >1 uM

Ei vuorovaikutusta hERG:n kanssa > 10 mM
Sytotoksisuus HepG2-sokuissa > 1lmM

3.3 Pareto-optimoinnista ja haluttavuusfunktioiden kayttimisesta

Erés hyvin yksinkertainen ratkaisu tdllaiseen tilanteeseen on yhdistdd useampi parametri
yhteen muuttujaan. Tdlloin voidaan tarkastella yhdisteiden hyddyllisyyttd kahden
muuttujan rajapinnassa. Kuitenkin kun pyritddn optimoimaan useampi ominaisuus
yhtdaikaisesti on mahdollista, ettei ole vain yhtd parasta yhdistelmda, vaan useampi eri
lailla optimaalinen yhdiste, jolloin voidaan turvautua Pareto-tehokkuuden laskemiseen.
Pareto-tehokkuus on peliteoreettinen kriteeri, jonka tdyttdvdt joukon alkiot eivét voi
parantaa asemaansa huonontamatta asemaansa toisaalla (Kell 2012). Pareto-
vyohykkeelld olevat joukon alkiot ovat joka ulottuvuudessa optimaaleja siten, ettei
yksikéén toinen alkio ole niitd parempi jokaisessa ulottuvuudessa, vaikka saattaakin olla
erdissd. VyOhykkeeltd ladkekehitteliji voi valita vaihtoehtoja, joista jokainen on

varmasti jollakin tavalla parhaimmistoa.
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Kisite voidaan myos yleistid, jotta se olisi tietorikkaampi ja hyddyllisempi siten, ettd
jokaiselle alkiolle annetaan sijoitus, jolloin 0-sijoituksessa olevaa arvoa ei yksikddn muu
piste ole kaikkialla parempi, 1-sijoituksessa olevia arvoja ehdottomasti parempi on vain
yksi muu piste ja niin edelleen (Nicolaou ym. 2012). Menetelmén avulla voidaan asettaa
alkiot ordinaalijirjestykseen. Tami voi olla hyvé asia kun ei vaikkapa tunneta mitéén
tapaa painottaa jotakin tiettyd fysikaaliskemiallista ominaisuutta. Pareto-vyohykkeen
pisteiden midrd kasvaa eksponentiaalisessa suhteessa kédytettyjen parametrien
(ulottuvuuksien) méérddn, ja ladkekehityksessd usein kéytetddn useampaa (jopa
kymmenid) parametrejd. Tétd ongelmaa voi yrittdd ratkaista summamuuttujien luomisen
avulla (Kruisselbrink ym. 2009). Lisédksi alkioiden valintaa vaikeuttaa jos muuttujissa
on sisdistd epdvarmuutta, jolloin ordinaalijarjestyksen toteuttamiseen tarvitaan

lisdsdéntoja.

Ratkaisuna kaikkiin moniparametrisiin  optimointiongelmiin ~ voidaan  kayttdi
haluttavuusindeksid, joka perustuu jokaiselle parametrille muuntofunktion avulla
annettuun haluttavuusarvoon. Ensin parametrit muunnetaan samalle asteikolle
keskenddn kayttden muuntofunktioita (yleensd arvoksi vililld 0-1), ja sitten ne
yhdistetddn yhdeksi indeksiksi, joka kuvaa kyseisté alkiota (tdssd kemiallista yhdistettd)
(Derringer 1994). Jokainen parametri voi saada aivan omanlaisen muuntofunktionsa ja

ladkekehityksessd kéytetddn usein lopullisen indeksin muotona joko muunnoksien tuloa

tal summaa:
1k k
D= E;di,D = (gdi)z

Wager ym. (2010) ovat esittdneet keskushermostolle suunniteltujen lddkkeiden osalle
téllaiset muuntofunktiot (kuvassa 2), joiden he uskovat ennustavan kandidaatin
mahdollisuuksia kliinisissd kokeissa. Tukeakseen véitettdi he osoittavat usean jo
kaytossd olevan keskushermostolddkkeen ja -kandidaatin omaavan korkean
keskushermostolddkehaluttavuusindeksin. He lisdksi antavat muutaman esimerkin

toksisuus- ja ensimmaisisté kliinisistd kokeista ldpédisseestd kandidaateista. Ndma eivét
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Kuva  2:  Esimerkkejd  muuntofunktioista  keskushermoston  lddkekehityksen
haluttavuusindeksid varten (Wager 2010). CLogP = laskennallinen LogP, CLogD =
laskennallinen LogD, MW = molekyylimassa, TPSA = arvioitu polaarinen pinta-ala,
HBD = vetysidoksen vastaanottavien rakenteiden mddrd, pKa = emdksisen ryhmdn
pKA.
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aivan tdytd muualla kirjallisuudessa julkaistuja ladkkeellisyysarvoja, mutta saavat
kuitenkin korkean keskushermostolddkehaluttavuusindeksin. Haluttavuusindeksiin
perustuva moniparametrinen optimointi on joustavaa ja voi auttaa laajentamaan
tutkittavaa kemiallista avaruutta menemittd kuitenkaan liikaa rajojen yli tdysin
hyodyttomaélle alueelle. Lisdksi menetelmélld saadaan eri yhdisteet intervalliasteikolle,
ja voidaan tarkastella onko erds yhdiste parempi kuin toinen, mutta myos kuinka paljon

parempi se on (Segall ym. 2009).

My0s on mahdollista yhdistdd laskuihin mittausvirhe tai sen arvio. Voidaan esimerkiksi
valita yhdisteitd, joiden hajontapalkki on ylempané kuin toisen yhdisteen. Voidaan myds
piirtdd yhdisteet kuvaajaan, jossa toisella akselilla on vaikutuksen koko ja toisella
mittausvarmuus, kuten  geenienilmentymiskokeissa on tapana  (esimerkiksi
tulivuorikuvaajalla). Silloin kuin jokin arvo puuttuu kokonaan, on mahdollista asettaa
arvon luotettavuudeksi nolla, tai pyytdd arvio asiantuntijalta (Segall 2012). Muutoin
arvoille lasketaan luotettavuus esimerkiksi kéyttden perinteisid frekventistisia
menetelmid (kuten keskivirhe). Yhdisteet joiden haluttavuusindeksid ei voida helposti
erottaa toisistaan, voidaan mahdollisesti uudelleen arvioida lisdkriteerin avulla, tai
vaihtoehtoisesti pyrkid laskemaan jokin indeksiin vaikuttavista arvoista luotettavammin.
Tulokset voidaan myds jirjestdd ainoastaan luotettavuuden perusteella ja valita ndistd

parhaat.

Haluttavuusindeksiin voi helposti lisdtd mitd tahansa muita arvoja. Esimerkiksi
myohemmin tidssd tyossd kasiteltdvdt Feher ja Schimdt (2003) esittdmdt mittarit
molekyylin stereokemialliselle monimuotoisuudelle antavat arvon vililld 0-1. Tdmén
mittarin voisi helposti yhdistdd suoraan Wagerin ym. (2010) ilmoittamaan indeksiin

keskushermostolle suunnatuille ladkekandidaateille.
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3.4 Yhdistekokoelmien optimoiminen kokonaisuudessaan

Mistd tahansa kokoelmasta on mahdollista valikoida pienid ryhmid hyvin monilla
tavoilla. Esimerkiksi 100 yhdisteen kokoelmasta voidaan valita biljoonittain erilaisia 10

yhdisteen joukkoja:

n 100
nQ, = =1 1013
C (r)’(lo) ,73 x 10

Usein on tarkoituksenmukaista kokeilla toisiinsa ndhden mahdollisimman erilaisia
rakenteita, jolloin ei turhaan tutkita lihes yhdenmukaisia yhdisteitd (Hudson 1996,
Gobbi ja Lee 2003). Samalla rakenneanalogiset osumat kuitenkin lisddvét tulosten
luotettavuutta antaen myds mahdollisesti alustavaa tietoa yhdisteen rakenteen ja sen
biologisen aktiivisuuden suhteesta. Koska kokeiltavien yhdisteiden joukon koko on aina
ddrellinen, mitd alhaisemmaksi samankaltaisuuden hylkdysraja asetetaan, sitd pienempi

valitun joukon sisdinen monimuotoisuus on oleva.

Vakiintunut tapa arvioida yhdisteiden samankaltaisuutta on luoda molekyylien
rakenteista kuvaavia lukuja, joiden samankaltaisuutta verrataan Tanimoto-vakiolla'
(Bertelli 2012). Namd molekyyleja kuvaavat luvut ovat useimmiten yksinkertaisia
numerosarjoja  bittimuodossa, jossa jokaiselle rakenteelliselle ominaisuudelle
méidritellddn totuusarvo (Nikolova ja Jaworska 2003). Tilloin ei kuitenkaan oteta
huomioon molekyylien rakenteiden avaruudellisia koordinaatteja. Toisin sanoen ndméi
luvut eivdt kuvaa molekyylien kolmiulotteista topologiaa, vaikka tdllaistakin on
mahdollista kuvastaa (Feher ja Schmidt 2003). Tanimoto-vakio puolestaan on

erddnlainen indeksi, jonka on esittdnyt Rogers ja Tanimito (1960). Vakio kahden pisteen

vililla (a ja b) k-ulottuudessa méiritellddn seuraavasti:

14 Samanlaisia toisistaan hiukan eroavia indeksejé on olemassa useampia.
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k
Zj:l a.j X b.7

T k 2 k 2 k
(X jo1 a5 + 2252105 — 2o a5 X by)

Vakiolla voidaan verrata kahta joukkoa molekyylejd tai kahta molekyylid, silld niiden
kuvaukset ovat bittien joukkoja. Vakiintuneeseen tapaan kuuluu pitdd kahta yhdistettad
joilla T>0,85 rakenteellisesti riittdvin samanarvoisina, jolloin ne luultavasti ovat myos
biologisesti samoin aktiiveja. Seulontakokoelmia suunnitellessa voi siten vain kylmasti
jattdd mahdollinen yhdiste kokoelman ulkopuolelle silloin kuin se on tdmin kriteerin

mukaan samankaltainen jonkin jo aiemmin valitun yhdisteen kanssa (Martin ym. 2002).

Raja-arvoksi on vakiintunut 0,85, silld erddssd tutkimuksessa osoitettiin, ettd arvon
ylittidvilla yhdisteilld on 80 % todennékoisyys olla aktiivisia samaan kohteeseen (Brown
ym. 1998). Myohemmin on kuitenkin osoitettu, ettd kaytdntdon johtaneissa
tutkimuksissa kéytettiin puutteellista 1dhtdaineistoa, jossa useimmat yhdisteet olivat jo
lahtokohtaisesti rakenteellisesti samanlaisia. Paremmalla aineistolla tutkittuna on todettu
todennédkdisyyden olevan alhaisempi (luokkaa 30 %)(Martin ym. 2002). On myds
olemassa esimerkkejd, joissa suurestakaan rakenteellisesta samankaltaisuudesta ei
seuraa mitddn samankaltaisuutta biologisessa aktiivisuudessa (Nikolova ja Jaworska

2003).

Martinin ym. (2002) tarkastelemissa analyyseissi on kéytetty Daylight-kuvaajaa',
jonka he uskovat olevan hyvd kuvaamaan yhdisteiden samankaltaisuutta
syntetisoitavuuden ndkokulmasta, muttei biologisen samankaltaisuuden suhteen.
Biologisen samankaltaisuuden suhteen on luultavasti niin, etti sen ja rakenteen vilisen
yhteyttd selittdd useampi tekijd, eikd edelli mainitun kaltaisilla tavoilla miiritelty
rakenteiden samankaltaisuus selitd siitd kuin noin 43 % (Martin ym. 2002). Martin ym.
arvioivat syyn tdhén olevan siind, ettei Daylight-kuvaaja kuvaa hyvin sitd intuitiivista
samankaltaisuutta, jonka kemistit havaitsevat, ja ettd rakenteellinen samankaltaisuus

médriteltynd Daylight-kuvauksin ei aina (vaikkakin usein) takaa samanlaista biologista

15 Daylight Chemical Indormations Systems-yhtion luoma menetelma.
http://www.daylight.com/dayhtml/doc/theory/theory.finger.html
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aktiivisuutta. Tima ei ole varsinaisesti yllattdvaa, silld Daylight-kuvaus on suhteellisen

pelkistéva.

Muita vastaavanlaisia, mutta hivenen kehittyneempid luokittelumenetelmid on myds
kaytetty. Esimerkiksi menetelma, jossa alkion ympaérille luodaan pallomainen (tai pallon
moniulotteinen vastine) alue, jonka oletetaan sisdltivin rakenteellisesti samanlaiset
yhdisteet (englanniksi sphere exclusion)(Hudson ym. 1996). Jokaisesta rajatusta

alueesta otetaan sitten vain rajallinen mairé edustajia.

Hudsonin ym. (1996) menetelmi valitsee aina seuraavan yhdisteen satunnaisesti, mutta
on mahdollista my0ds valita seuraava rykelmén edustaja siten, ettd lopputulos kattaa
mahdollisimman laajasti koko alkuperdisen alan (Gobbi and Lee 2003) Kaikkien ndiden
etdisyysmittareihin perustuvien luokittelumenetelmien teho laskee eksponentiaalisesti
ulottuvuuksien midrdn ndhden (Willett 1999; Gobbi ja Lee 2003), jolloin usein
joudutaan  turvautumaan  ulottuvuuksia  vidhentdviin = menetelmiin  kuten

peruskomponenttianalyysi tai lineaarinen diskriminanttianalyysi.

Gillet ym. (2002) ovat esittdneet tavan yhdistdd Pareto-optimointi ja evoluutionaarinen
algoritmi yhdistekokoelman optimointiin. Kyseinen menetelmd valitsee Pareto-
optimoinnin avulla yhdisteitd, joista sitten muodostetaan synteettisin muunnoksin uusia
yhdisteitd, jotka puolestaan altistetaan taas optimoinnille. Optimaalisuus lasketaan
yhdistekokoelman = ominaisuuksien perustella: rakenteellinen = monimuotoisuus,
ladkkeenomaisuus (kdyttdd molekyylipainoa ja vetysidoksien midrdd ja luonnetta
apuna) ja reagenssien hinta (kun ei valita valmiiksi olevista yhdisteists, vaan harkitaan
niiden luomista). Evolutionaariset algoritmit kykenevit 10ytiméddn pienessd ajassa
hyvén ratkaisun, mutta eivat valttdmattd parasta ratkaisua (Jones 1990). Tdméa johtuu
siitd, etteivdt ne valttdmattd 10ydd kuin paikallisen maksimin. Ne ovat kuitenkin

laskennallisesti tehokkaampia kuin perinteiset optimointialgoritmit.
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3.5 TrkB-hermokasvutekijareseptorin ominaispiirteitd ladkekehityksen kannalta

3.5.1 Reseptorin 1oytdminen ja sen toiminnan tutkimushistoria

TrkB-reseptori on erdiden hermokasvutekijoiden signaalia valittava
tyrosiinikinaasireseptorien joukko (Huang ja Reichardt 2001). Ensimméinen
hermokasvutekija, NGF, loytyi vahingossa kun hermosolujen kasvua tutkivassa
projektissa kisiteltiin kddrmeenmyrkylld soluja (myrkyn sisédltdimien fosfodiesteraasien
takia) (Levi-Montalcini 1986). T&lloin huomattiin kisittelyn lisddvdn hermosolujen
kasvua. Myrkystd eristettiin myohemmin hermokasvutekiji (Nerve Growth Factor,

NGF) ja sen rakenne selvitettiin 70-luvulla (Levi-Montalcini 1986).

NGF:n on osoitettu sitoutuvan TrkA-reseptoriin, joka kuuluu samaan perheeseen TrkB-
reseptorin kanssa (Huang ja Reichardt 2001). TrkB:hen puolestaan sitoutuu muun
muassa aivoperdinen hermokasvutekijd (Haniu et al. 1997). TrkB-reseptoria koodaava
suhteellisen suuri (350 000 emésparia) NTRK2-geeni (9q22.1 kromosomi) ldydettiin
ihmisestd seulomalla ¢cDNA-tietokantoja, homologiamallinnuksella'® ja Northern Blot-
analyysilld ilmentyvdd mRNA:ta vastaan (Nakagawara ym. 1995). Vaihtoehtoisen
silmukoinnin ja muiden translaation jéilkeisten muutoksien avulla geeni tuottaa
mahdollisesti jopa 36 erilaista proteiinia ihmisessd (Luberg ym. 2010). Osalta néisti
puuttuu fosforyloituvia domeeneja tai solukalvoon sitova domeeni. Ne saattavat
kuitenkin toimia solun sisélld toisten proteiinien kanssa, dimerisoitua tiysmittaisen
TrkB-reseptorin kanssa, tai poistaa vapaita hermokasvutekijoitd solujen ulkopuolisesta
tilasta (Luberg ym. 2010). TrkB-respetoria ilmentyy seka keskus- ettd dareishermostossa

(Huang ja Reichardt 2001).

Taysmittainen TrkB (kaavio kuvassa 3) dimerisoituu aktivoituessaan itsensid kanssa,
jonka seurauksena tapahtuu autofosforylaatiota reseptorin solunsisdisissé osissa olevissa

tyrosiinitdhteessd (Huang ja Reichardt 2001). TrkB-kasvutekijdreseptorin aktivointi

16 Sekvenssien yhtdldisyys hiirelld, rotalla ja ihmiselld noin 93 %.
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johtaa ainakin kolmen eri polun kautta'” muun muassa CREB-vilitteiseen geenien
ilmentymisen muutokseen (Huang ja Reichardt 2001). Reseptorin yhteisvaikutukset
hermostossa ovat monimutkaisia. Esimerkiksi pro-hermokasvutekijét vaikuttavat sen
kautta vastakkaisella tavalla kuin valmiit hermokasvutekijit, ja TrkB voi muodostaa

komplekseja muiden proteiinien kanssa.

3.5.2 Reseptorin suhde mielialasairauksiin

Hermokasvutekijoiden aikaansaamia vaikutuksia — uusien solujen synty4, erilaistumista,
eloonjddmistd ja synaptista muovautuvuutta vilittid muun muassa TrkB-reseptori
(Huang ja Reichardt 2001). Masennuksen hermokasvutekijahypoteesin mukaan tunnetut
masennusldikkeet saavat mahdollisesti vaikutuksensa aikaiseksi BDNF-TrkB-
jarjestelmin kautta. Useassa katsausartikkelissa on tarkasteltu kokonaisuudessaan
masennuksen hermokasvutekijdhypoteesia (Groves 2007; Castrén ja Rantaméki 2010).
Tarkeimpid tutkimuksia, joiden yleisesti uskotaan yhdistdvén
hermokasvutekijareseptorit masennuksen patologiaan ovat seuraavia. On osoitettu, etti
masennus usein (mutta ei aina) voi aiheuttaa sekd hermoston alueiden surkastumista etti
hermoverkkojen poikkeuksellista toimintaa, ja etti ndmd molemmat voidaan
ladkeinterventiolla normalisoida (Chen ym. 2008; Feder ym. 2009). Jatkuva
sosiaalispsykologinen  stressi aiheuttaa jyrsijoiden aivoissa atrofiaa CA3-
pyramidaalisten neuronien apikaalisissa dendriiteissd (Magarinos ym. 2011).
Masennuspotilailla on liséksi osoitettu olevan alentuneita BDNF-seerumipitoisuuksia
(Karege et al. 2005; Molendijk et al. 2011). Liséksi useat tunnetut masennuslidkkeet
saavat aikaiseksi lisddntyneen BDNF:n biosynteesin (Nibuya ym. 1996; Molteni ym.
2006). Léahes kaikkien masennuslddkkeiden tiedetddn lisdksi lisddvian TrkB-reseptorin
fosforylaatiota hiiren aivoissa (Rantamédki ym. 2007). Hermosolujen aktiivisuus
itsessddn on ilmeisesti apoptoosia estdvd (in vitro), vaikkakaan tdmadn merkitystad
kehittyneessd eldvissd hermostossa ei ole vield kunnolla tutkittu (Léveillé ym. 2010).

Masennuksen hermokasvutekijahypoteesin uskottavuutta vahvistaa se, ettd jo olemassa

17 PI3-kinaasi/Akt, Ras/MAPK-kaskadi ja IP3-riippuvainen Ca*'-vapautuminen.
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olevat masennuslidikkeet nostavat BDNF:n tasoja jyrsijoissd (Nibuya ym. 1995). On
havaittu, ettd perinteiset masennuslddkkeet vaikuttavat vihemmin BDNF-

poistogeenisiin hiiriin (Monteggia ym. 2007).

Eldinmalleissa on myos osoitettu yhteyksid hermokasvutekijoiden ja kayttdytymisen
valilli. BDNF:da yli-ilmentdvdt hiiret osoittavat avuttomuutta pakotetussa uinnissa
(forced swim test)" (Govindarajan ym. 2006), ja toisaalta BDNF-poistogeeniset hiiret

ilmentdvéit korostunutta masennuksentyyppistd kiytostd (Monteggia ym. 2007).

3.5.3 Yhdistekokoelman luomisesta erityisesti TrkB-reseptorille

Seulottavan yhdistekokoelman voisi luoda kéyttden hyviksi tietoa luonnollisen ligandin
(BDNF) sitoutumisesta reseptoriin. Ei kuitenkaan ole saatavilla proteinikiteytystd, jossa
itse aivoperdinen hermokasvutekijd olisi sitoutunut TrkB-reseptoriin. Téastd huolimatta
hermokasvutekijoiden luonnollista sitoutumiskohtaa on tutkittu useammassa eri

tutkimuksessa.

Tdysmittaisen  reseptorin  luonnollisiksi  ligandeiksi ~ ovat  osoittautuneet
hermokasvutekijat BDNF, NT-3 ja NT-4 pintaplasmoniresonanssi-mittauksissa (Naylor
ym. 2002). Haniu  ym. (1997)  ovat  osoittaneet muun  muassa
pintaplasmoniresonanssimittauksilla ja aminohappojen jarjestystd muuttaen, etti BDNF
sitoutuu itsendisesti kahteen erilliseen kohtaan TrkB-reseptorissa: 1) kolmanteen
leusiinirikkaaseen motiiviin, aminohappotihteet 103-181 ja 2)

immunoglobuliinintyyppiseen motiiviin, tdhteet 342-394.

18 Klassinen farmakologinen (behavioristinen) koeasetelma, jossa koe-eldin asetetaan uimaan 15
minuutin ajaksi astiaan, josta ei ole poispddsyd. Seuraavana péivéina asetelma toistetaan ja mitataan
hiiren kédyttdma aika uimiseen. Kokeen tulkinnasta on kiistelty, silld kuten kaikissa behavioristisissa
asetelmissa, on vaikea aukottomasti todistaa kdytoksen ja mielen tilan vilinen oletettu syy-yhteys.
Vaihtoehtoinen selitys on esimerkiksi, ettd hiiri joko oppii tai muuten vaan osaa kayttaytya
tilanteeseen néhden rationaalisesti.
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Windisch ym. (1995) ovat ilmaisseet ndmid kaksi osaa reseptorista erikseen ja
osoittaneet kolmannen leusiinirikkaan motiivin (muttei immunoglobiinidomeenin)
sitoutuvan kaikkiin kolmeen TrkB-reseptoriin sitoutuvaan hermokasvutekijdan. He
arvelevat leusiinirikkaan domeenin mahdollistavan immunoglobiinityyppisen domeenin
toiminnan, joka puolestaan saa aikaan varsinaiset biologiset seuraamukset, vaikka
nimenomaan sitoutumiskohtana leusiinirikas domeeni olisi tirkedmpi. Heidén
mielestddn titd tukee aikaisempi Ip ym. (1993) tutkimus, jossa huomattiin, etti
immunoglobiinidomeenin mutatoiminen ei esti BDNF:n sitoutumista, mutta vihentda
siitd seuraavia morfologisia muutoksia (Windisch ym. 1995). Néyttda olevan niin, ettd
eri ligandit voivat aktivoida reseptorin eri tavoilla, silld tyrosiinitdhteiden mutatoiminen
vaikuttaa eri lailla onko TrkB-aktivointi BDNF vain NT-4:n vélittima (Cunningham ym.

1997).

i e Solun sisainen osa
Solun ulksinen osa Solukalvon lapaiseva

OO : @ |}

BDMF:&3 stova She PLC-y
alue

Kuva 3: Tdyspitkin TrkB-reseptorin domeenit. C = kysteiinirikas alue, Leu =
Leusiinirikas alue, IG = immunoglobuliinityyppinen alue. Kuva on suomennos kuvasta
teoksessa Luberg (2010).

TrkB-reseptorista on toisaalta olemassa kiteytys erdén toisen hermokasvutekijin NT-4:n
kanssa, sekd neljd eri kiteytystd, jossa TrkB-reseptoriin sitoutunut pienmolekyylinen
antagonisti on kuvattu (Bertrand ym. 2012). ANA-12 on TrkB-estdjd, mutta se ei
ilmeisesti sitoudu samaan kohtaan reseptoria kuin BDNF (Cazorla ym. 2011). Cazorla
ym. (2011) kéyttivdt kiderakennetietoa reseptorista, ja seuloivat virtuaalisesti
johtomolekyylisuodatetun joukon yhdisteitd. Néistd he valitsivat parhaimmat, ja
kokeilivat néitd ELISA-pohjaisella menetelmélld. Parhaimmasta he etsivdt uudelleen
tietokannoista analogeja perusrungon avulla, 16ytden 14, joista erds oli suhteellisen

aktiivinen.
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Antagonistien lisdksi on olemassa julkaisuja, joissa kuvataan agonistisia flavonoideja
(Jang ym 2010; Liu ym. 2010; Devi ja Ohno 2012; Mantilla ja Ermilov 2012).
Ilmaiseksi jaettavilla ohjelmilla kuten LigBuilderilla olisi mahdollista rakentaa
seulontakokoelma kéyttden hyviksi néitd rakenteita. 7,8-dihydroksiflavoni ja Jang ym.
2010 esittdimdt muut heikommin sitoutuvat flavonoidit soveltunevat eriomaisesti

perusrungosta uusia yhdisteitd luovalle menetelmaille, jonka esittivit Renner ym. (2009).

4 Molekyylien monimuotoisuuteen liittyvésti tutkimuksesta

Erds ongelma seulontamenetelmissd on se, etti vaikka kaikista olemassa olevista
yhdisteisti osattaisiin valita parhaat yhdisteet kohdennettuihin seulontahankkeisiin, niin
téstd ei ole kovinkaan paljon hy6tyd, mikali kaikki yhdisteet, joista voidaan valita ovat
laadultaan heikkoja. Jos esimerkiksi joukko josta valinta tehdddn siséltdd liian
keskendédn samanlaisia yhdisteitd (verrattuna koko alaan, jota halutaan tutkia), niin niista
valikoiminen erilaisilla menetelmilld on luultavasti melko hyodytontd. Témin takia
tdssd kappaleessa keskustellaan hivenen erilaisista saatavilla olevien yhdisteiden

lahteista.

4.1 Perinteinen kombinatorinen kemia ja sen ongelmat

Kombinatorisen kemian menetelmid on kaytetty molekyylirakenteiden tuottamiseen
ainakin 1980-luvulta asti (Furka 1995). Nidissd menetelmissd molekyylivektorin voidaan
antaa reagoida reagenssin kanssa (vakio), tai toisen molekyylivektorin kanssa, jolloin
valmistettavien kemiallisten muotojen maérd lisddntyy hyvin nopeasti (Szostak 1997)
(Picczenik 1999) Molekyylimuodot voidaan puhdistaa esimerkiksi kiintedn faasin kemialla
eristimilld osia kiinteéstd faasista eri reagensseille (Furka 1995), nestekromatografialla
(Rankovic ym. 2010) fluorileimauksella (Morton ym. 2009), tai leimaamalla

nukleotideilla yhdisteet, jolloin halutut yhdisteet voidaan mydhemmin selvittdd
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sekvenssointimenetelmilld (Deng ym. 2012). Naiilld kombinatorisilla synteesin

menetelmilld saadaan nopeasti ja edullisesti paljon erilaisia molekyylimuotoja.

Kombinatoristen menetelmien kehittdminen on myds saanut aikaiseksi kehitystd muilla
rinnakkaisaloilla,  esimerkiksi ~ parempien ja nopeampien puhdistus- ja
erottelumenetelmien kehittymisen (Rankovic ym. 2010). Kombinatorinen asenne on
myo6s vaikuttanut kemian teoriaan. Muutama ryhmé on pyrkinyt myds etsimdédn tdysin
uusia kemiallisia reaktioita, tai saamaan kokeellista tietoa reaktioiden toiminnasta
teorian rinnalle tehoseulontamenetelmin (Montgomery 2011), (Robbins ja Hartwig

2011)(Cabrera-Pardo ym. 2013)).

Kuitenkin jo 1990-luvulla oli selvdd, ettei summittainen suurien kombinatoristen
kokoelmien seulonta ollut osoittautunut kovinkaan tehokkaaksi lddkekehityksessa.
Lahana (1999) kertoo erddstd varhaisesta kansainvilisestd konferenssista, jossa
ladkeyhtididen edustajia pyydettiin arvioimaan montako johtomolekyylid heidén
yrityksensd olivat tuottaneet puhtaasti kombinatorisella kemialla ja tehoseulonnalla.
Yksikddn edustaja ei voinut sanoa yrityksensd onnistuneen luomaan ainuttakaan.
Myohempi katsaus mainitsee ainoastaan yhden uuden lddkemolekyylin, joka on luotu
puhtaasti kombinatorisen kemian ja seulonnan avulla: sorafenibi, jolle ldakeyhti6
Bayer sai hyviksynndn Yhdysvaltojen lddkeviranomaiselta (FDA) vuonna 2005
(Newman jaCragg 2012). Heikon menestyksen seurauksena moni yritys muutti
seulontafilosofiaansa enemmén suuntaan, jossa pyrittiin luomaan niin sanottuja
kohdennettuja yhdistekokoelmia (Rankovic 2010). Samaan aikaa julkaistiin useita
tutkimuksia niistd fysikaalis-kemiallisista ominaisuuksista, joita on havaittu aiemmin
hyviksytyilld ladkkeilld tai toisaalta entisilld johtomolekyyleilld, ajatuksena parantaa
synteesimenetelmid tuottamaan enemmin yhdisteitd, joilla on historiallisesti
olennaiseksi osoittautuneita ominaisuuksia (ladkkeistd katso Lipinski 2001,

johtomolekyyleisti katso Rishton 2003 tai Hann ja Oprea 2004).

19 Multikinaasi-inhibiittori, jonka kohteita ovat mm. RAF kinaasi, VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR-beta,
KIT, and FLT-3.
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4.2 Luonnosta eristettyjen ja synteettisten yhdisteiden merkitys lddkekehityksessa

Syntetisoimisen lisdksi lddkekehitykseen soveltuvia kemiallisia yhdisteistd voidaan
luoda eristimélld niitd luonnosta. Luonnosta myos saadaan yhdisterakenteita, joiden
synteesi alusta ldhtien olisi kallista ja hankalaa. Eréds pitkdkestoinen keskustelun aihe
ladkekehityksessd ja tietysti erityisesti farmakognosiassa on keskustelu luonnosta
eristettdvien yhdisteiden tarkeydestd lddkkeiden ldhteend (Gullo ym. 2006); Newman ja
Cragg 2007; Ganesan 2008; Khanna ja Ranganathan 2011; Newman ja Cragg 2012).

Monia luonnon eliditd ei ole tutkittu lddkekehityksen ndkokulmasta ldhes ollenkaan
(Lam 2007); meren eliot: Faulkner ym. (2004); hyonteiset: Dossey (2010), ja suurin osa
lajeista kuolee sukupuuttoon ennen kuin niitd ehditdén kuvata biologisesti (Wilson
2002). Taloustieteilijat ovat jopa luoneet malleja, joilla ennustetaan jiljelld olevien
huonosti tunnettujen lajien kokonaisarvo todenndkdisyysteoreettisesti (katso Craft ja

Simpson 2001).

Historiallisesti katsottuna luonnosta eristetyilld yhdisteilld on selvésti ollut suuri rooli
uusien ladkevaikutuksien 10ytymisessd. Téstd johtuen useat tutkijat esittdvitkin niiden
olevan tdrkeimpid ldhteitd ladkkeille (Manly 2009, Newman ja Cragg 2007, Ganesan
2008). Ehkd perinpohjaisin ja tunnetuin katsaus asiaan on Newmanin ja Craggin
(2007) 2010, jossa on tutkittu yli 25 vuoden ajalta kaikki uudet rekisterdidyt lddkeaineet
ja syopien hoidon osalta 50 vuoden ajalta. Tassé julkaisussa kirjoittajat ovat sitd mielta,
ettd 1) luonnosta eristetyt yhdisteet ovat olleet merkittdvéssi roolissa, ja 2) siksi niitd
tulisi edelleen tutkia enemméin (Newman ja Cragg 2007) sen sijaan, ettd pyritddn
kombinatorisella kemialla luomaan laajoja yhdistekokoelmia, joiden biologinen
merkitys saattaa olla olematon. Katsauksen mukaan 36 % uusien vaikutustapojen
ladkkeista tuli luonnontuotteista tai niiden muunnoksista. TAma on suurin piirtein sama
suhde kuin kaikkien historian aikana keksittyjen lddkkeiden kohdalla (Swimmeny ja
Anthony 2011). Toisin sanoen, Kkirjoittajien mukaan synteettinen kemia ei ole
tarkasteluajankohtana (1980-luvun alusta 2000 luvulle) saanut aikaan juurikaan tuloksia

ja sen takia ladkkeitd tulisi etsid enemmin luonnosta (Newman ja Cragg 2007). Nami
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tulokset eivit ole muuttuneet samojen kirjoittajien paivitetyssd uudemmassa versiossa

samasta katsauksesta (Newmann ja Cragg 2012).

4.2.1 Synteettisten ja luonnosta eristettdvien yhdisteiden eroista

Moni tutkimus on tukenut ndkemystd, jonka mukaan synteettiselld kemialla tuotetut
saatavilla olevat kaupalliset yhdisteet ovat monin tavoin keskiméérin yksinkertaisempia
kuin luonnosta eristetyt lddkkeiksi hyviksytyt yhdisteet. Liséksi ne ovat keskimddrin
yksinkertaisempia kuin kaikki hyviksytyt lddkkeet yhteensd alkuperéstd riippumatta
Lovering ym. (2009) ovat mitanneet eri lddkekehityskaaren vaiheissa olevien
yhdisteiden ominaisuuksia ja todenneet lddkkeiden kédyttdvan muun muassa enemmaéan
kolmiulotteista avaruutta ympdrillddn kuin saatavilla olevat kaupalliset (synteettiset)

yhdisteet.

Feher ja Schmidt (2003)* vertasivat luonnontuotteita, synteettisia aineita ja lddkeaineita
toisiinsa fysikaaliskemiallisten ominaisuuksiensa osalta. Tuloksien perusteella niyttéisi
siltd, ettd synteettiset yhdisteet ovat 1) suhteellisen epédkiraalisia, joka johtunee
kiraalisten aineiden erottamisen teknisestd haasteellisuudesta, 2) niissd on keskiméérin
kaksi vapaasti kiertyvéd sidosta enemmaén kuin luonnontuotteissa ja ldékeaineissa, joka
puolestaan johtunee synteettisten menetelmien tavasta yhdistelld osasia kovalenttisin
sidoksin, ja 3) ne sisélsivit keskimddrin vdhemméin renkaita, mutta enemméin
yhdistyneitd rengasrakenteita. Rekisteroidyt lddkkeet ovat siis jossakin mielessd
stereokemiallisesti enemmén luonnosta eristettdvien, kuin synteettisten yhdisteiden

kaltaisia.

On lisdksi mielenkiintoista huomata luonnosta eristettyjen rekisterdityjen ladkkeiden
joukon olevan Lipinskin-sdént6jd rikkovien yhdisteiden rikastama (Ganesan 2008).
Feher ja Schimdt (2003) myds suorittivat peruskomponenttianalyysin suuresta madrasta

erilaisia fysikaaliskemiallisia muuttujia néille eri lahteistd saatujen yhdisteiden joukoille

20 Analyysissa kiytetty tieto on otettu muutamista kaupallisista tietokannoista. Luonnontuotteiden osalta:
BioSPECS, ChemDiv ja InterBioScreen, synteettisten aineiden osalta: Maybridge ja ChemDiv.
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(kuva 4). Peruskomponenttien ominaisvektorien he olettavat kuvaavan suhteellista
monimuotoisuutta yleensd, ja ndin ollessa synteettiset yhdisteet peittdviat huomattavasti
pienemmén alueen monimuotoisuusavaruudesta kuin luonnosta eristetyt yhdisteet.
Myohemmin Ertl ja Schuffenhauer (2008) tulivat samankaltaisiin tuloksiin suuremmalla
aineistolla (n=130 000). Néiden lisdksi Lipkus ym. (2008) ovat osoittaneet, ettd suurin
osa olemassa olevista synteettisistd molekyyleistd perustuvat samoihin perusrunkoihin.
Itse asiassa, suhde perusrunkojen ja niistd johdettujen molekyylimuotojen vélilld
noudattaa  kutakuinkin  potenssilakia, jonka kirjoittajat epdilevdt johtuvan
taloushistoriallisista syistd. Noin 24 miljoonan orgaanisen yhdisteen joukosta puolet on
rakennettu kéyttden 0,25 % prosenttia kaikista koskaan kéytetyistd molekyylien
perusrungoista. Yhdisteiden ja perusrunkojen mittakaavattoman verkostoitumisen
voidaan ajatella johtuvan siitd, ettd 1ddkekehittelyprosessissa on ne kaksi perusfunktiota,
jotka Barabasin-Albertin mallin mukaan tarvitaan mittakaavattoman verkoston
muodostumiselle: 1) uusia yhteyksid muodostuu molekyylien verkostoon (uusien
synteesien keksimisen kautta) ja 2) ne muodostuvat siten, ettd uudet suosivat jo hyvin
yhdistyneitd entisid molekyylejd (edelliset rungot) (Barabasi ja Albert 1999). Télloin
kaikkien perusrunkoihin liittyvien muunnoksien mddrdn jakauma on potenssilain
mukainen, eli muutamaan yleiseen perusrunkoon liittyy 1dhes kaikki muunnokset, kun

useampaan perusrunkoon liittyy vain muutamia.

(@ 10 (b) 10 . (© 10

10 -2 . 10

J -5
Kuva 4: Feher ja Schmidtin (2003) suorittaman peruskomponenttianalyysin tuloksia. A)
synteettisten aineiden osalta (n=13 506) B) luonnosta eristettyjen yhdisteiden osalta
(n=3287) ja C)( lddikkeiden osalta (n=10 968). Kuvassa akseleilla kahden ensimmdisen
peruskomponentin ominaisvektorit, jotka osoittavat, ettd perinteiset synteettiset
vhdisteet ovat keskendidn enemmdn samanlaisia kuin muut yhdisteryhmdit.
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4.2.2 Luonnon yhdisteet ovat “valmiiksi validoituja ja etuoikeutettuja”

On selvdd ettd luonto kayttdd vain hdvidvdn pientd maardd kaikista mahdollisista
molekylaarisista muodoista sekéd allelopaattisten kasvimetaboliittien osalta ettd elididen
(laskekehityksessd ihmisen) fysiologisten molekyylien osalta. Kun Arpad Furka 16ysi
kymotrypsinogeeni B:n rakenteen laski hin 245 tdhteestd tehtdvien mahdollisten
proteiinien lukuméiriksi 1030 (Furka 1995). Voidaan olettaa ettei suurinta osaa ndisté
voi ilmentyd edes kerran maailmankaikkeudessa, silli vain pieni osa niistd mahtuisi
sinne. Kaikkien tunnettujen elididen geenien tuottamien proteiinien méédrd on vain
luokkaa 10*-10° elio kohden (Schad ym. 2011) ja Lachance ym. (2010) ovat arvioineet
kaikkien luonnontuotteiden kokonaismiériksi noin 10° - 107, joka on hédvidvin pieni

maédrd suhteessa sithen mité potentiaalisesti olisi rakennettavissa ndistéd alkupaloista.

Luonnosta eristetyt bioaktiiviset yhdisteet my0s kdyttdvit rajatun osansa kaytettavissi
olevista perusrungoista. (Ertl ym. 2006) tutkivat 150 000 bioaktiivisen luonnosta otetun
yhdisteen perusrunkoja, 10ytden yhteensd 780 erilaista perusrunkoa. Luotuaan
virtuaalisen kokoelman, jossa oli pienmolekyyliominaisuudet tiyttdvid aromaattisia
perusrunkoja 600 000 he osoittivat bioaktiivisten perusrunkojen olevan kapeasti

jakautuneita koko virtuaaliseen avaruuteen ndhden.

Lisdksi bioaktiiviset yhdisteet muodostivat toisistaan irrallaan olevia saarekkeita.
Kirjoittajat huomauttavat etti monet muodot ovat elidille synteettisesti
saavuttamattomissa, vaikka ne voisivatkin olla bioaktiivisia. Evoluutio ei pysty
hyppddméddn helposti tiysin tuntemattomaan uuteen muotoon (vrt. Jacob 1977). He
myos arvelevat koko virtuaalisen kokonaisuuden olevan niin laaja, ettei eldma

valttdmattd ikind tarvitse niin laajaa muotojen kokonaisuutta (Ertl ym. 2006).

Suurin osa mahdollisista domeeniyhdistelmistékdén ei ilmenny luonnossa (Dunn 2010)
ehki juuri siksi, ettd evoluutiolla on taipumus rakentaa jo olemassa olevien muotojen
padlle (Williams 1992 Jacob 1977). Esimerkiksi tdssédkin tydssd tutkittu reseptoriperhe

kuuluu proteiinikinaasisignalointiin, joka on sdilynyt Escherichia colilta ihmiselle
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(Manning ym. 2002, Schlessinger 2010)). Usein sanotaankin luonnontuotteiden olevan

”valmiiksi validoituja”.

Toinen luonnontuotteiden ominaisuus on niiden taipumus sisdltdd niin sanottuja
“etuoikeutettuja rakenteita”. Bentsodiatsepiinejd ja peptidimimeettejd tutkinut B.E
Evans kéytti kasitettd priviledged structure perusrakenteista, joista voi rakentaa
(yksinkertaisesti lisddmalld funktionaalisia ryhmid synteettisen kemian menetelmin)
useampaan reseptoriproteiiniin sitoutuvia muotoja. Ndiden rakenteiden on vditetty
olevan olemassa, silld biokemiallisessa synteesissé elididen monien rakentajaproteiinien
on kyettidvit tarrautumaan rakenneosiin (Breinbauer ym. 2002). Luonnontuotteiden
usein vditetddn sisdltivdn paljon “etuoikeutettuja rakenteita” johtuen niiden
biosynteettisestd rakentumisesta elidisséd (esim. (Breinbauer ym. 2002, s. 2883)(Kattava
nykykatsaus: Welsch ym. 2010). Breinbauer ym. (2002) viittddkin olevan hyvin
mahdollista, ettd bentsodiatsepiinirakenteiden kaltaisia, harvoihin domeeneihin hyvin
sopeutuneita etuoikeutettuja rakenteita 10ytyy enemmin luonnollisista ligandeista,
luonnon pyrkiessa kdyttdméén nditd rakenteita mahdollisimman tehokkaasti. Kemiallisia
yhdistekokoelmia onkin suunniteltu “etuoikeutettujen rakenteiden” perusteella (
Nicolaou ja Pfefferkorn 2000). Seuraavaksi Breinbauer ym. (2002, s. 2884) pohtivatkin
kuinka (muista elidistd otetuilla) luonnontuotteilla on niin usein ylléttavid vaikutuksia
ihmiseen ja toisaalta miksi niistd saadaan useimmin osumia seulonnassa kuin
tavanomaisista synteettisistd kokoelmista. Breinbauerin mukaan on kaksi eri
mahdollisuutta: 1) sattuma, tai 2) ne ovat suunnitellusti kohdennettuja niihin

fysiologisiin rakenteisiin (tai niiden homologeihin).

Monilta fysiologiselta ominaisuudeltaan kasvien viholliset ovat samankaltaisia ja
useammat luonnosta 16ytyneet farmakologisesti aktiiviset yhdisteet ovat erityisesti
kasvissydjien solujakautumiseen, solunseindmin eheyteen, ruoansulatukseen, tai
hermostoon vaikuttavia aineita, kuten nisdkkiisiin vaikuttavia hermomyrkkyji
(kasvialkaloidit ja muun muassa myrkyt kiddrmeistd ja sammakoista) (Fraenkel 1965.).
Liikkumaan kykenemattdmind elidind kasvit tarvitsevat niitd enemman kuin esimerkiksi

nisdkkaat (Harborne ja Williams 2000).
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4.2.3 Luonnosta eristettyjen yhdisteiden soveltuvuus lddkekehitykseen

Vaikka historiallisesti olisikin totta, ettd suurin osa lddkeaineista on 18ydetty luonnosta
tai sitd matkimalla, tistd ei tietenkddn vield suoraan seuraa ettd lddkeaineita edelleen
kannattaa etsid ensisijaisesti luonnosta. On nimittdin mahdollista, ettd lddkkeitd on
aiemmin 16ydetty luonnosta suhteellisen paljon johtuen muiden vaihtoehtojen puutteesta
(esimerkiksi ei osattu seuloa jdrjestelmallisesti tai molekyylimallintaa laskennallisesti).
On myo6s mahdollista, ettd helpoiten luonnosta 16ydettdvét ja sen parhaimmat antimet
ladkekehitykselle on jo kéytetty (niin sanottu low hanging fruits-ilmid katso Scannell
ym. 2012). On myds mahdollista, ettd luonnonaineissa on jokin hyvin yleinen
fysikaaliskemiallinen ominaisuus, jonka siirtiminen uusiin synteettisiin yhdisteisiin olisi
helpompaa ja kustannustehokkaampaa kuin luonnonaineiden eristiminen. Téllainen
tekijéd voisi olla vaikkapa rakenteen stereokemiallinen monimuotoisuus (ks. kappale 4.3
). Monesti luonnosta eristiminen on tydldstd ja eristettyd rakennetta on myds usein
muokattava edelleen, jotta siitd on lddkkeeksi (Von Nussbaum ym. 2006). Naisti
seikoista ei tosin myOskdin seuraa, etteikd luonnosta eritettyjd yhdisteitd kannattaisi

kiyttad lainkaan lddkekehityksessa.

Luonnosta eristettyjen yhdisteiden vuorovaikutuksien kohteita ihmisfysiologiaan on
tutkittu laskennallisesti. Dancik ja Seiler (2010) ovat osoittaneet luonnonaineiden
kohdeproteiinien olevan wusein lukuisammin biologisesti verkostoituneita kuin
keskivertoproteiinit tai tauteihin liittyvét proteiinit. Tima ei sindnsa ole yllattavaa, silla
allelopatia on tehokasta kohdentaa viholliseldinten proteiiniverkoston keskeisiin

2 kanssa

proteiineihin, silld keskeisyyden tiedetdén korreloivan vélttdméttomyyden
(Jeong ym. 2001, He ja Zhang 2006). Tautigeenien koodaamien proteiinien on osoitettu
olevan keskitasoisesti verkostoituneita muihin proteiineihin (Jimenez-Sanchez ym.
2001; Goh ym. 2007; Feldman ym. 2008; Cai ym. 2010). Toisin sanoen sellaisia

geenejd, joiden muuntuminen korreloi tautien ilmentymisen kanssa ihmispopulaatiossa,

21 Téssa sanalla "vélttdimaton” tarkoitetaan jonkin elion elintoiminnoille valttimétontd ominaisuutta,
tarkoittaen sité, ettd timén ominaisuuden puuttuessa eli6 ei kykene elaméaan.
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on vidhemmain verkostoitumisasteen korkeimmassa ja matalamassa péddssd. Tamékin
tuntuu luontevalta, silld luultavasti aina kun ongelma kohdistuu korkeasti
verkostoituneeseen (vilttdmattomidn) proteiiniin, eli0 ei ole kovin elinkelponen
(Jimenez-Sanchez ym. 2001). Vastaavasti alhaisesti verkostoitunut fysiologinen
molekyyli ei vilttimattd aiheuta mitddn huomattavaa toiminnallista muutosta kun sen
toiminta on héiriintynyt. Analyysi (Dancik ja Seiler 2010) tehtiin vertaamalla tietoja 1)
ithmisen proteiinien vuorovaikutuksesta, 2) luonnontuotteista ja niiden kohteista, seké 3)
muuntuneesta fysiologiasta sairauksissa®. Lisdksi he analysoivat olemassa olevia
pienmolekyylilddkeaineita valikoiden néisté sellaisia ladkkeitd, joiden kohdeproteiineina
ei ollut jonkin tunnetun luonnontuotteen vaikutuskohde®. Namékin tulokset tukivat sitd
nikemysti, ettd jo olemassa olevista rekisterdidyistd lddkeaineista — pois lukien ne jotka
vaikuttavat tunnettuihin luonnonaineiden kohteisiin — suurimman osan kohteet
ilmentdvdat  ldhempédnd  tautigeenien  kuin  luonnonaineiden  ilmentdmé&a
verkostoitumisprofiilia (Kuva 5). Kirjoittajat uskovatkin tuloksien viittaavan siithen
suuntaan, ettd yleensd luonnontuotteet vaikuttavat vdhdn sairauteen liittyviin

proteiineihin.

Mikali ylla olevat padtelmaét pitdvét paikkansa, timd voi my0s osaltaan selittid sité, ettd
suurin  osa  biologiseen  tietoon  perustuvista  kombinatorisen  kemian
synteesimenetelmistd (Kappale 4.5 ) ovat I0ytineet ldhinnd modulaattoreita
monimutkaisiin  biologisiin mekanismiverkostoihin kuten Wnt-signalointiin®* ja
solusyklin saannostelyyn. Néma rakenteethan perustuvat kasvien
sekundaarimetaboliittien perusrungoille, ja luonnosta eristettyjen bioaktiivisten
yhdisteiden joukko lienee sellaisten yhdisteiden rikastama, jotka vaikuttavat

kasvissyojien keskeisiin fysiologisiin toimintoihin.

22 Thmisen proteiinien vuorovaikutuksien tieto otettiin STRING-tietokannasta. Tieto luonnontuotteista
kaupallisesta GVKBio:n tietokannasta. Tieto sairauksista yhden nukleotidin muunnoksien
tietokannasta ja listaus taudeista ja niihin liittyvien geenien sijainnista kromosomeissa OMIM Morbid
Mapista..

23 Tiedot otettiin ChHEMBL-tietokannasta ja DrugBankista.

24 Kyseessd on banaanikérpéseltd (Drosophila melanogaster) ihmiselle asti sédilyneesta
signaalijarjestelmasti, joka valittda solujen pintareseptorien viestid soluliman I&pi solun tumaan, jossa
muuntelee geenien ilmentymista.
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Jos kasvien sekundédidrimetaboliitit ja muut luonnonaineet ovat enimmékseen
allelopatiaa varten, on mahdollista ettei niistd 10ydy hyddyllisid terapioita kaikkiin eri
tarpeisiin. Ehkd on syytd olettaa niistd 10ytyvén parhaiten vierasperdisten sairautta
aiheuttavien muiden elididen tuhoamiseen hyddyllisid kemiallisia yhdisteitd
(esimerkiksi mikrobi-, sieni- ja loisldékkeet). Luonnosta eristettyjen yhdisteiden
hyodyllisyyttd korostaa sekin ettd fysiologiseen alkuperddn vaikuttamattomilla
yhdisteilld on mahdollista muokata sairauksien oireita (neuroleptit, analgeetit). Kaikkien
ladkkeiden vaikutusmekanismit eivdt myOskddn suinkaan perustu proteiinien vélisiin

vuorovaikutuksiin milld4n tavalla (esimerkiksi luonnosta eristetyt kontaktilaksatiivit).

100 T
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B Kaikki ihmisen proteiinit
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- Ihmisen tautigeenit

10F I Luonnotuotteiden kohteet 7

Proteiinien kumulatiivinen prosentti
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Yhteyksien maara proteiinia kohden

Kuva 5: Yhteenveto ihmisen geenituotteiden keskindisten yhteyksien

kumulatiivisista jakautumisesta. Kaikki geenit (n=8799, mediaani=3,

keskiarvo=11,7) siniselld, sairauksiin liittyvit geenit (n=2681, mediaani= 6,

keskiarvo 14,0) vihredlld ja Iluonnontuotteiden kohteiden geenit (n=946,

mediaan=11, keskiarvo=22,5) punaisella. Teoksesta Dancik ja Seiler 2010.

Erityisesti mielialasairauksien osalta on epédtodenndkoistd ettd niiden aiheuttaja olisi

yksittdisen nukleotidien muunnos, johon vaikuttamalla voisi parantaa sairaus.
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Kirjoittajat  tarkastelevat my0s monigeenisid  sairauksia, mutta edelleen
mielialasairauksien osalta ei ole selvdd mitkd geeniryhmét jos mitkdin aiheuttavat niitd
(Hettema 2010). On huomattava tutkimuksen (Dancik ja Seiler 2010) kirjoittajien itse
olevan monimuotoisuussynteesien tutkijoita, ja ettd kaikissa edelld mainituissa
kemoinformaattisissa tutkimuksissa on kéytetty lahteind kaupallisia tietokantoja, joiden

ominaisuuksia madrittelee (ja siten aineistoa rajaa) tietyt kiytdnnon seikat.

Synteettisten rakenteiden osalta rajaavia tekijoitd lienevdt synteesimenetelmien
kehittyminen, kun taas luonnontuotteiden osalta luonnosta 1dydettyjen matriisien
ominaisuudet ja eristysteknologian kehitys, sekd ihmisen eldmid (sivilisaation)
laheisyydessa olleet ekosysteemit. Koska luokittelumenetelmat kuten
peruskomponenttianalyysi antavat eri tuloksia eri aineistolla, on syytd miettid miten
hyvin luonnosta eristettyjen rakenteiden tietokannasta (rajallinen ja puutteellinen otos)

voidaan péitelld ylipddtddn mitdén luonnontuotteista kokonaisuudessaan.

4.3 Monimuotoisuuteen tdhtdiva synteesi (diversity oriented synthesis)

Koska perinteiset synteettiset yhdisteet ovat olleet rakenteellisesti yksinkertaisia ja
menestyneet huonosti lddkekehityksessd, monet ovat tutkineet menetelmid luoda
monimuotoisempia yhdisteitd. Muun muassa Schreiberin tutkimusprojekti Broad-
instituutissa® ja Springin projekti Cambridgessa ovat pyrkineet kehitteleméin
menetelmid, joilla saavutetaan enemmain rakennemonimuotoisuutta (Schreiber 2009)

(Galloway ym. 2010).

Menetelmédt péddosin koostuvat vanhoista kombinatorisen kemian metodeista, mutta
korostavat reaktioita, jotka tuottavat kiraalikeskuksia, yhdistyneitd renkaita ja muita
epiatavanomaisia rakenteita (Ciolli 2002). Niissd pyritddn my0s kéyttdmaan

mahdollisimman kattavasti erilaisia perusrunkoja, jolloin kombinatorisen kemian avulla

25 MIT:n ja Harvardin yhteinen instituutti joka keskittyy perustutkimukseen (1&hinnd genomiikassa ja
bioinformatiikassa) ja tutkimusloytojen soveltamiseen lddkekehitykseen. Samanlaisia menetelmia on
my6hemmin harjoitettu myos pienissd méérin muualla



34

saadaan katettua laajempi fysikaaliskemiallinen avaruus. On osoitettu, ettd perusrunko
vaikuttaa yhdisteen uloimpia ryhmid enemmin yhdisteen monimuotoisuuteen (Ciolli

2000).

Samasta laitoksesta tulevan Mortonin ym. menetelmd ei mydskddn kéytd
reaktiotuotteiden puhdistamiseen kromatografiaa, vaan fluorileimausta. Fluorileimatut
yhdisteet menettivit rengasreaktiossa fluorinsa, jonka jdlkeen kiinteénfaasinerottelulla
poistetaan kaikki reaktioiden sivutuotteet, jossa on edelleen fluori paikallaan (Morton

ym. 2009).

4.4 Monimuotoisuussynteesin soveltuvuus ladkekehitykseen

Clemons ym. (2010) loivat useasta ldhteestd hankituista yhdisteistd kolme erilaista
yhdisteryhméii: 1) kaupalliset*® (n=6153), 2) monimuotoiset?” (n=6623) ja 3) luonnossa
ilmenevid yhdisteitd (n=2477). Seuraavaksi he arvioivat jokaisen ryhmén aineiden
monimuotoisuuden ja ajoivat ne 100 proteiinia vastaan mikrosirutekniikalla (Kuvat 6 ja

7). Proteiinit edustivat 145 erilaista domeeniluokitusta InterPro-tietokannan mukaan.

Mittarit monimuotoisuutta varten oli pyritty suunnittelemaan siten, ettei satunnainen
atomin lisddminen ja sitd kautta koon suurentaminen itsessddn tuota lisdd
monimuotoisuutta. Mittareina kéytettiin stereogeenisten hiiliatomien suhdetta kaikkiin
hiiliatomiin (suhdeluku vélilld 0-1) seké sp3-hybridisoituneiden hiilien suhdetta sp*- ja

sp?-hybridisoituneiden hiilien summaan.

Tuloksista ndhdddn muun muassa stereokemiallisesti yksinkertaisten yhdisteiden
sitoutuvan useampaan proteiiniin, oletettavasti koska niméa sidokset ovat epéspesifeja
(Kuva 7). Ja kéénteisesti, ettd stereokemiallisesti monimuotoiset yhdisteet sitoutuvat
useimmin spesifimmin yhteen kohteeseen. Kaikkiaan 26 % monimuotoisuussynteesin

yhdisteistd sitoutuivat johonkin proteiiniin mikrosirussa, mutta vain 23 % kaupallisista

26 Yhdisteet valmisti: Chemdiv, Maybridge ja TimTec.

27 Yhdisteet tulivat useasta akateemisesta laboratoriosta, jotka kuuluvat NIGMS Centers of Excellence in
Chemical Methodology and Library Development-verkostoon, johon myds kirjoittajien oma
laboratorio kuuluu.
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synteettisistd yhdisteistd ja 13 % luonnontuotteista. Samalla kuitenkin monisitoutuvia
yhdisteitd on kirjoittajien mukaan védhinten monimuotoisuussynteesin yhdisteissd, jos
niistd védhennetddn pois muutama ongelmallinen ryhmi, jotka syntyivdt erdistd

yksittdisistd synteesipoluista.

Periaatteessa téllainen aineiston muuntaminen analyysin jilkeen vdhentdd tuloksien
objektiivisuutta, mutta kirjoittajien tarkoitus lienekin ollut osoittaa, ettd epédhaluttu
monisitoutuneisuus seuraa yksittdisistd synteesipoluista. Nditd polkuja voidaan vélttaa
jatkossa, ainakin luotaessa yhdisteitd lddkekehityskéayttoon. Kirjoittajien mukaan siis
perinteiset kaupalliset yhdisteet olivat stereokemiallisesti liian yksinkertaisia, eli niissd
on monisitoutuneisuutta, joka ei ole keskittynyt mihinkddn tiettyihin helposti
poistettaviin ryhmiin. Toisaalta heiddn mielestdén luonnosta eristettivét yhdisteet ovat

liian kiraalisia, eli ne eivit kovinkaan usein sitoudu mihink&an.
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Kuva 6: Kolmesta eri lihteestd otettujen kemiallisten yhdisteiden stereokemiallinen
monimuotoisuus. Mittana on kdytetty kaikkien stereokemiallisten hiilien suhdetta
hiilien  kokonaismddrddn. Pystyakselilla on jokaisen monimuotoisuusarvon
saaneiden yhdisteiden frekvenssi. CC= perinteisid kaupallisia synteettisid yhdisteitd,
DC=monimuotoisuuteen tdhtddvdin synteesin yhdisteitd, ja NP=Iluonnosta eristettyjd
vhdisteitd. Clemons ym. (2010)
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Kuva 7: Kolmesta eri lihteestd otettujen yhdisteiden sitoutumisspesifisyys proteiineja
vastaan. Yhdisteitd on tarkasteltu kolmen eri spesifisyyskategorian avulla (1, 2-5 ja
enemmdn kuin 6 sitoutumiskohdetta) . ** merkitsee odotettua suurempaa suhdetta, *
pienempdd. CC = kaupalliset yhdisteet NP = luonnosta eristetyt yhdisteet DC' =
monimuotoisuuteen tihtddvien synteesiprojektien yhdisteitd, joista on poistettu erds
poikkeuksellisesti sitoutuva spironindoksoliperusteinen ryhmd. Clemons ym. (2010).

Ladkekehityksen ndkokulmasta téstd analyysistd (Clemons ym. 2010) jdid kuitenkin
mietityttimddn muutama asia, joita on mahdollista tarkastella artikkelin elektronisessa
liitteessd  olevan  aineiston avulla. Itse artikkelista ei  selvid  onko
monimuotoisuussynteesin yhdisteilld — tai niiden osalla jotka sitoutuvat tdsméllisesti
pieneen médrddn proteiineja — hyvid lddkeominaisuuksia. Vai saavuttavatko ne kenties
monimuotoisuutensa tavoilla, jotka tekevdt niistd samalla myds huonoja

ladkekandidaatteja erityisesti suullisen annostelun ollessa kyseessa.

Suorittamalla peruskomponenttianalyysi Clemons ym. (2010) antamista 4-ulotteisesta
kompleksisuusarvoista voidaan luoda monimuotoisuutta kuvaava yksiulotteinen vektori
joka selittdd 83 % koko variaatiosta. Mittarien antamat arvot korreloivat keskendéin
aineiston osalta merkitsevisti (kuva 10). Kun tdmd ominaisvektori piirretddn
kolmiulotteiseen  koordinaatistoon samojen yhdisteiden molekyylipainon® ja
laskennallisen logP-arvon® kanssa huomataan, etti monimuotoisuussynteesin yhdisteet
ovat selvésti stereokemiallisesti monimuotoisempia kuin luonnosta eristetyt yhdisteet ja
kaupalliset ~ yhdisteet. Samalla huomataan niilldi olevan osittain  huonot
fysikaaliskemialliset ominaisuudet suullisesti annosteltavillelddkkeille (kuvassa 11).
Mitédédn suoraa korrelaatiota ei monimuotoisuuden ja lddkkeellisyyden vililld ole, mutta

perinteisid kaupallisia molekyylejd néyttdisi erottavan muista ryhmistd niiden taipumus

28 Laskettu ChemmineR-ohjelmalla
29 Arvioitu XLogP-ohjelmalla
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olla selkedsti klassisten lddkkeellisyyden arvojen sisilld (katso kuva 9).

Kaupalliset kemikaalit

Luonnontuotteet

Lipinski-
wirheiden
maara

. . . Monimuotoisuu nteesin
Mnmmuntm?en s_ynteesm pnikkeulmellisestmuutuneet
kemikaalit emikaalit
et

maara
maara
Mo
(R
Oz
[ ]

Kuva 8: Clemons ym. (2010) aineisto Lipinski-sddntdjen rikkomisen mukaan. Kuvassa
on esitetty jokaisesta Clemons ym. (2010) luomasta yhdisteryhmdsti ne suhteelliset
osuudet, jotka rikkovat tietyn mddrdn kriteerejd. Aineiston yhdisteiden Lipinski-
kriteerien tdyttyminen on laskettu Chemistry Development Kitilld. Kaupalliset
synteettiset yhdisteet enimmdkseen eivit tule hyldtyksi kritteeriston mukaan, kun taas
kaikissa muissa ryhmissd yhdisteet ovat jakautuneet tasaisemmin jokaiseen ryhmddn.

Clemonsin ym. (2010) aineistosta olisi voinut ensin suodattaa pois lddkekehityksen
ndkokulmasta hyddyttomait yhdisteet, sekd monimuotoisuussynteesin yhdisteiden osalta,
ettd myos kaupallisten synteettisten yhdisteiden osalta. Talloin tulokset olisivat olleet
enemman oleellisia ndkdkulmasta jota kirjoittajat pyrkivét edistiméédn (lddkekehitys).
Jos tarkastelee perinteisten kaupallisten yhdisteiden listaa, sielld on paljon yhdisteiti,

joita tuskin kukaan kéyttdisi lddkekehitykseen milldan tavalla™.

30 Muun muassa yhdisteitd, jotka ovat niin pienid, etteivit ne valttaimattd sovellu edes
sirpalemenetelmiin, monisitoutuneisuuteen ja toksisuuteen taipuvaisia rakenteita.
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Kuva 9: Clemons ym. tutkima aineisto ja sen logP-arvot. Kuvassa on piirretty ne
logP-arvojen rajat, joita pidetddn yleisesti lddkkeellisyyden rajoina (arvot teoksesta
Ghose 1999). Kaup= yhdisteet, jotka oli hankittu synteettisid yhdisteitd valmistavilta
yrityksiltda. Luon= yhdisteet jotka oli hankittu Iluonnosta eristettyjd yhdisteitd
kauppaavilta  yrityksiltd. Mon= DOS-metodologialla tuotettuja yhdisteitd eri
Jjulkaisuista  ja Mon'=  pieni  joukko  poikkeuksellisesti sitoutuvia
monimuotoisuussynteesilld  tuotettuja yhdisteitd. Kaikista eri tavoista rikkoa
lddkkeellisyyskriteerejda logP ylittamistd voidaan pitdid pahimpana, ja kuvasta ndkee
suuren osa monimuotoisuussynteesilld valmistetuista yhdisteistd ylittavin logP-
yidrajan.

On mielenkiintoista huomata, ettd kaupallisista ldhteistd ostetut yhdisteet ovat
fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksiensa suhteen hyvin orjallisesti niiden rajojen sisélla,
joita yleisesti pidetddn lddkkeellisind. Timé johtunee péddosin siitd, ettd valmistajilla on
ollut paineita pitdd valikoimissaan tuotteita, jotka ovat kirjallisuudessa aiempina vuosina
esitettyjen kriteerien rajoissa. Polaarisen pinta-alansa suhteen
monimuotoisuusprojektien yhdisteet ovat enemmaén perinteisten lddkeaineiden kriteerien
mukaisia, eikd juuri yksikdin ole yli 200 A? (ei kuvaa). Mydhemmin Dimova ym.
(2012) suorittivat tarkemman analyysin monisitoutuneisuuden ja rakenteiden vililld
samasta aineistosta ja 10ysivit tiettyjd minimaalisia muunnoksia, jotka saattoivat
muuttaa yhdisteen sitoutumisasteen yhdestd proteiinista ldhes 90 eri proteiiniin. Toisin
sanoen vaikka perusrungon muuttaminen muuttaa monimuotoisuutta enemmén, itse

sitoutuminen fysiologiseen proteiiniin ei ndyttiisi noudattavan mitdén néin ennakoitavaa
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Kuva 10: Clemons ym. (2010) antamien tietojen korrelaation analyysi. Nelji eri
monimuotoisuutta kuvaavaa muuttujaa korreloivat voimakkaasti keskenddn koko
aineiston osalta. Kaksi erilaista tapaa laskea avaruudellinen monimuotoisuus on
ilmoitettu sekd yhdisteiden, ettd niiden perusrunkojen osalta.
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Kuva 11: Clemons ym. 2010 aineiston yhdisteiden monimuotoisuus ja
lddkkeelliset ominaisuudet. Kuvassa on Clemons ym. (2010) antamat tiedot
monimuotoisuudesta  suhteutettuna  samoista  yhdisteistd  laskettuihin
lddkkeellisyyteen liittyviin  fysikaaliskemiallisiin ~ ominaisuuksiin. Musta =
synteettiset kaupalliset yhdisteet, sininen = I[uonnosta eristetty yhdisteet,
vihred=monimuotoisuuteen  tdhtddvin synteesin  yhdisteet. Punainen =
poikkeuksellisesti sitoutuva spironindoksoliperusteinen ryhmd. Kuvasta huomaa,
ettei monimuotoisuus itsessddn korreloi huonojen lddkeominaisuuksien kanssa.

4.5 Monimuotoisuussynteesi biologiasta ldhtien (biology oriented synthesis)

Max Planck-instituutissa on suunniteltu monimuotoisuuteen pyrkivid projekteja
ammentaen luonnossa ilmentyvien orgaanisten aineiden rakenteista. Tdhdn ty0hon on
kuulunut my6s proteiinireseptorien onkaloiden luokittelu rakennesamankaltaisuuden
perusteella (Koch m. 2005). Luonnontuotteidenkin luokittelua on kokeiltu, mutta
tutkijat pitdvét parempana ratkaisuna puun muodostamista iteroituvin sdinndin, jotka

ensin poistavat yhdisteistd uloimmat funktionaaliset ryhmit, ja sitten védhentivét
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renkaita tietyssa jarjestyksessa.

Koch ym. (2005) ottivat yhdisteitd tietokannasta jossa oli 171 045 luonnontuotetta,
pyrkivit jérjestelemddn ndmd luokkiin kédyttden Jarvis-Patrick-luokittelua ja
samanlaisuuden mittana Tanimoto-vakiota (samanlaisuuden rajana 0,9 >). Kyseisti
luokittelumenetelmdd on pidetty hyvdnd molekyylien luokitteluun, ja sen tiedetddn
soveltuvan hyvin aineistoon, jonka ei oleteta siséltdvin epdsymmetrisid ryhmittymid
(esimerkiksi eivdt ole kolmessa ulottuvuudessa pallomaisia). Luonnosta eristettyjen
yhdisteiden Jarvis-Patrick-luokittelu ei kuitenkaan onnistunut hyvin. Kkirjoittajat
ajattelevat tdimén viittaavan siihen, ettd yhdisteet ovat keskenéén riittdvén erilaisia, jottei
niitd ole mielekdstd luokitella edelldi mainitulla tavalla (toisin kuin perinteiset

synteettiset yhdisteet).

Samassa julkaisussa ilmoitetaan myods luonnosta eristettyjen yhdisteiden luokittelu
puuhierarkiaan kéyttden perusrunkoja. Télloin jokainen rakenne voidaan asettaa
alisteiseksi korkeammalle rakennetasolle ja rakennetasot jérjestelld monimuotoisuuden
perusteella  hierarkkisesti. Luokittelussa ldhdetddn liikkeelle synteesikemistin
ndkokulmasta, ja voidaan ajatella sen kuvastavan jonkinlaista luonnontuotteiden
syntetisoitavuuden systemaattista puuta. Noin 90 % ndistd yhdisteistd oli
rengasrakenteisia (eniten oli 2-4-renkaisia rakenteita) ja ndiden laskennallinen van der
Wals-tilavuus oli 100-500 A3 sekid keskiarvo 250 A3, eli suhteellisen samansuuruisia
kuin proteiinien onkalot (Nayal ja Honig 2006). Koch ym. ehdottavat ettd kyseistd
luokitusta voi hyodyntdd usealla tavalla kombinatorisen kokoelmien suunnittelussa: 1)
niitd voidaan kayttdd kokoelman muodostamiseen aloittamalla erddstd luonnontuotteen
rakenteesta ja sen sukulaisrakenteista, tai 2) voidaan hakea halutun luonnontuotteen
rakenteesta alkeellisempi rakennemuoto, jonka pohjalta pyrkid rakentamaan uusia

suurempia molekyylejd, jéttden tilaa myShemmille muunnoksille.

Julkaisusta jaid episelvéksi kuinka tehokasta edelld mainittu toimintatapa varsinaisesti
on, silld luokittelu ei perustu esimerkiksi biologiseen aktiivisuuteen, biokemiaan tai

evoluutioon. Télldin oletettavasti riittivdan kauas menemélld péédstddn mistd tahansa
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puurakenteen pisteestd yhteen renkaaseen, ja on sanomattakin selvéd, ettd siitd voi
syntetisoida paljon biologisesti tiysin epérelevantteja rakenteita. Ei ole tutkimustietoa
siitd kuinka tietyn tasomidrdn (vaikkapa yhden) aleneminen vaikuttaa biologisesti
epdolennaisten rakenteiden miérddn tai jopa biologisen aktiivisuuden katoamiseen
kokonaan. Kyseiset kirjoittajat kylld 1oysiviat 11BHSD-estdjan®' analysoimalla
glykyrretiinithappoa (5 rengasta), ottamalla siitd pentasyklisen alarakenteen palaamalla
puussa  taaksepdin  2-rengastasolle,  vaihtamalla  toiseen = saman  tason
rinnakkaisrakenteeseen, ja rakentamalla tdstd yhdistekokoelman (n=162). Koch ym.
itsekin huomauttavat, ettid vaikka teoriassa voisi olla parempi kayttdé luokitteluun tietoa
biologisesta aktiivisuudesta, vain muutamalle tuhannelle yhdisteelle koko kéytetyssa
aineistossa 10ytyy tieteellisestd kirjallisuudesta bioaktiivisuustietoa, ja tdmdn tiedon

laatu on kovin vaihtelevaa.

BIOS-periaatteita on sovellettu kdytdntoon useissa tutkimukssisa. Esimerkiksi Basu ym.
(2011) ovat suunnitelleet kohdennetun yhdistekokoelman biologisesti olennaisen
perusrunkojen (scaffold) ympdrille ndin muodostaen yksi-, kaksi- ja kolmirenkaisia
oksepaaneja. Tamén jilkeen Kkirjoittajat seuloivat yhdisteet Wnt:tia** vasten Wnt3a-
proteiinin 14sné ollessa, poimien joukosta aktiivisimmat. Parhaiden aktiivien perusteella
he tutkivat rakenneaktiivisuussuhdetta. Loydokset tuskin ovat kliinisesti olennaisia,
mutta kuten kirjoittajat ilmaisevat, Wnt-sédntelyn manipuloimisen mahdollisuus voi olla
avuksi kokeellisessa tutkimuksessa. LeBman ym. loivat solusykliin vaikuttavia
yhdisteitd kehitettyddn erddn kiintedssd faasissa toteutettavan enantiomeeriselektiivisen
synteesin (LeBmann ym. 2007). He ottivat ldhtorakenteeksi alfa-beta-saturoitumaton
gamma-laktonirakenteen, jonka tiedetdin ilmentyvdin luonnossa ilmentyvissd
yhdisteissd, erityisesti solujakautumista estivissd yhdisteissd, immunosupressanteissa ja

proteiinifosfataaseissa.

31 11-Betahydroksisteroididehydrogenaasientsyymiperhe katalysoi biokemiallisesti olennaisiin
reaktioihin kykenemaittomisté stereoidisista esituotteista aktiivisia stereoideja.

32 Whnt-proteiinit sitoutuvat solujen seindmilld oleviin reseptoriproteiineihin ja vaikuttavat mm. solujen
vilisiin vuorovaikutuksiin sikionkehityksessa.
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Kuten Bon ja Waldman huomauttavat BIOS-ldhtdinen synteesi ja yhdisterakennepuun
oksien vilinen hyppely ei kuitenkaan tuota kaikkia olemassa olevia rekisterdityja
ladkkeitd (2010: 1109). Esimerkiksi menetelmélld ei voisi tuottaa monia jo olemassa
olevia morfiinijohdannaisia, silld ei ole morfiinista johdettua nelirenkaista
luonnontuotetta (Wetzel ym. 2011). Taten Schuffenhauer ym. (2007) loivat 13 uutta
sdantod, joilla voidaan luotettavammin luoda kattorakenteita (parent scaffold). Uudet
saannot eivit vaadi alirakenteiden olevan todellisesti luonnossa ilmentyviéd. Kiinteilld
sadnndilld on se etu luokittelualgoritmeihin, ettd ne tuottavat saman tuloksen
riippumatta kaytetystd aineistosta, eli jos aineistoon lisdtddn tulevaisuudessa uusia
yhdisteitd, tulokset eivit muutu. Wetzelin ym. (2011) mukaan iteroituvin sddnndin luotu

puu myos sallii "ihmisen kognitiolle sopivan skaalauksen”

5 Kokeellisen tyon tarkoitus ja tausta

Seuraavaksi esitetdin  TrkB-reseptorille suunnitellun immunosorbenttiméaritys-
menetelmin (LIITE 2) miniatyrisointi ja automatisointi Biomek-tydasemalla. Tdmin
muunnellun version toivottiin soveltuvan tehoseulontaan, joten ensisijaisesti pyrittiin
toteuttamaan  menetelmd  Biomek-tyOasemalle  soveltuvalla ~ 96-kuoppalevylla.
Optimoinnin yleisind tavoitteina oli 1) tydmééran vihentdminen ja kulujen alentaminen
ja 2) tyon tarkkuuden parantaminen automaatiolla ja robotiikalla ja 3) menetelmin

nopeuttaminen.

Tyon eri osavaiheet on esitetty tarkemmin kuvassa 12. Ensimmdiisessd vaiheessa
varmistettiin, ettd aiemmin 24-kuoppalevyilld tehty menetelmé ylipdétdén toimii 96-
kuoppalevyilld. Seuraavaksi varmistettiin kuinka pitkddn soluja on inkuboitava
hermokasvutekijin kanssa. Tdmén jédlkeen etsittiin sopiva lyysispuskuri, silld
reseptoreiden vapauttaminen soluista on perusedellytys reseptoreiden aktiivisuuden
mittaamiselle immunosorbenttimentelmissd. Néiden jilkeen kokeiltiin solujen
kasvattamisen ajan vaikutusta menetelmidin, sekd mahdollisuutta kéyttdd soluja

suspensiossa (sen sijaan ettd niitd kasvatettaisiin kuoppalevyyn). Sitten kokeiltiin levyn
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Mimatyrisoinfi ja inkubaatioajan | 67
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inkubaatioaika inkubaatioaika
pitkd Iyhyt
Lyvsispuskurin L : -
valinta NP RIPA Pierce IP 3,5mM SDS Hypo
Solujen kasvatus 1 pitvin 3 piviin Suspensio
Solujen madran ~
valinta 15,000 solua 30,000 solua 60,000 solua
Salujen .
kisittelyaineen Elatusaine HBSS
valinta
Kasvatus eri
Formaatti 2 In sitn levylla kenin
mittaus
Annosvasteen Annosvaste
jatoistettavuuuden
arvioint

Kuva 12: TrkB--seulontamenetelmdn optimointivaiheet.
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kuopissa olevien solujen midrdn vaikutusta menetelmédn. Elatusaineen késittelyn
hankaluuksien vuoksi katsottiin sopiiko yksinkertaisempi HBSS-liuos paremmin solujen
suspension vehikkeliksi kuin aiemmin kéytetty elatusaine. Muutamaa yon yli tehtivaa
vilivaihetta kokeiltiin lisdksi lyhentdd tunnin kestdviksi. Lopulta yksinkertaistettiin
menetelmid vield kokeilemalla solujen kéyttimistd suoraan mittauslevylld, niin ettd
kaikki wvaiheet kasvattamista lukuun ottamatta tehtdisiin mittauslevylld. Tdmén
yksinkertaistamisen toivottiin vdhentdvdn mittavirheiden ja muiden varioivien
tekijoiden middrdd. Lopullisen version BDNF-annosvatetta tutkittiin, ja samalla

varmistettiin menetelman toistettavuutta.

5.1 Materiaalit ja menetelmat

5.1.1 Materiaalit

Kaikista tyOssd kéytetyistd materiaaleista ja laitteista on tarkempi kuvaus liitteend

(LIITE 3).

Tyossi kiytettiin G418-resistentteja® hiiren fibroblasteja (MG87), joihin oli pysyvisti
transfektoitu rotan reseptori NTRK2-cDNA:lla. Solulinja on muunnelma paljon
kdytetystd National Institute og Healthin (NIH) linjasta 3T3. Niitd sdilytettiin
nestetypessi (10 % BCS DMEM) ja viljeltiin elatusaineessa (+37 °C, 5 % C0,) maljoilla
tai kuoppalevyilld (Elatusaineen koostumus: LIITE 4). On osoitettu etteivit ndimé solut

tuota omaa neurotrofiini-mRNA:ta (Vesa ym. 2000).

Solut jaettiin ohjeen mukaisesti 2 kertaa viikossa (LIITE 5). Kirjallisuudesta tiedetdin
tdméin kaltaisten kasvutapahtumien noudattavan kutakuinkin logistista funktiota, ja

hajonnan kasvavan pinta-alan suhteen ajan mukana, ainakin sithen asti kun negatiiviset

33 G418 on aminoglykosidiantibiootti, jota kiytetddn usein laboratorioissa geenimuunneltujen solujen
valikoimiseen. Solut, joiden perima siséltdd sinne laitetun geenin kuolevat merkitsevisti suuremmalla
annoksella antibiootti kuin ne, joista rakenne on poistunut, jolloin on mahdollista pitd solulinja
vapaana sellaisista soluista, joilla ei ole toivottua ominaisuutta (siirretty geeni).
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palauteprosessit kasvavat merkittiviksi (resurssien pula alkaa rajoittamaan kasvua)*.

MG87-solut alkavat kasvamaan pééllekkéin saavutettuaan tdyden konfluenssin.

Solujen stimuloinnissa kéytettiin rekombinanttitekniikalla (Escherichia coli) tuotettua
matuuria ihmisen BDNF:44, jota sdilytettiin pakastimessa (-70 °C) kdyttod edeltdvain
paiviin, jolloin ne siirrettiin toiseen pakastimeen (-20 °C). Kéytt6on otettaessa BDNF
sulatettiin huoneenlammdossé ja liuotettiin fosfaattipuskuroituun suolaliuokseen (PBS)
tai Hankin puskuroituun suolaliuokseen (HBSS), jossa oli 1 % naudan seerumista
eristettyd albumiinia (BSA). Liséksi kéytettiin seuraavia vasta-aineita: anti-pan-Trk (sc-
11, 1:500 laimennos Optacoat-liuoksessa) anti-fosfotyrosiinivasta-aine (MCA2472
1:10000  laimennos  biotinyloinnin  suoritti ~ Outi  Nikkild  Neurotieteen

tutkimuskeskuksessa), strepavidiini-piparjuuriperoksidaasi, luminolireagenssi.

Automaattiseen nesteenkdsittelyyn kaytettiin Biomek-tydasemaa. Levyjen pesemiseen
levynpesijdd ja PBS-T-liuosta (0,05% Tween 20 PBS-liuoksessa). Solujen méérdn

mittaamiseen hemosytometrid. Tydsséd kdytettiin my0s sentrifugia ja levynravistelijaa.

5.1.2  Solupohjaisen anti-fosfo-tyrosiinimaarityksen kuvaus

Liitteessd 2 kuvattu menetelmd perustuu vuonna 1971 kehitettyyn entsyymivilitteiseen
immunosorbenttimédritysmenetelméién (ELISA) (Engvall ja Perlman 1971). Erilaisissa
ELISA:an perustuvissa menetelmissd kdytetddn tunnistettavaan molekyyliin sitoutuvia
vasta-aineita (Crowther 2001). Tdhdn vasta-aineeseen on liitetty entsyymi, joka
reagoidessaan substraattinsa kanssa aiheuttaa jonkin signaalin. Téssd nimenomaisessa
ELISA-versiossa signaali on mitattavaa valoa, ja tunnistettava muoto fosforyloitunut
TrkB-tyrosiinikinaasi. Nykyddn on saatavilla satoja erilaisia fosfoaminohappovasta-
aineita, jotka tunnistavat tietyn fosforyloituneen aminohapon. Niitd voidaan kayttaa
yhdessd jonkin erottavaan menetelmédén (esimerkiksi geelielktroforeesin) kanssa.

Talloin kyetddn erottelemaan niytteessd mahdollisesti olevat useat samankaltaiset

34 Kasvua mallintavista yhtdloistéd katso tarkemmin Kilian ym. (2008).
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yhdisteet joihin vasta-aine sitoutuu.

ELISA, toisin kuin elektroforeettisiin erottelumenetelmiin perustuvat menetelmait,
mahdollistaa tehoseulonnan kuoppalevyilld. Téssd ty0ssd esitetyssd menetelmissa
aktiivinen reseptori tunnistetaan monoklonaalisella hiiren vasta-aineella, joka tunnistaa
fosforyloituneita tyrosiinitihteitd. Kyseinen vasta-aine on biotinyloitu ja sen signaalia
vahvistetaan  sitomalla  erittdin  spesifisti  strepavidiini-piparjuuriperoksidaasi
biotinyloituun vasta-aineeseen. Streptavidiiniin liitetty peroksidaasi puolestaan katalysoi
lopullisessa liuoksessa olevan luminolin hapetusta, prosessia, joka saa aikaan mitattavaa
luminesenssid (kuva 13). Aivan aluksi ndytettd kuitenkin rikastutetaan toisella vasta-
aineella, joka on kiinnitettynd levyn pintaan. Tdémin tarkoitus on vihentdd héiritsevai
signaalia muista fosforyloituneista rakenteista, joita varsinainen tunnistamiseen
kiytettdva vasta-aine muutoin tunnistaisi. Ndma eivit sitoudu levyn pohjassa olevaan

vasta-aineeseen ja peseytyvit pesuvaiheessa pois levysta.

(1) (2) (3) (4 (5]

strapa idiini- lurineli
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Kuva 13: Tyossd kdytetty versio ELISA-menetelmdistd (niin sanottu Sandwich-
ELISA). Kohdassa 1 sidotaan Trk-reseptoreita tunnista vasta-aine levyn pintaan.
Seuraavaksi ndyte siirretddn levyyn, jolloin fosforyloituneet reseptorit sitoutuvat
levyyn kiinni. Levy pestddn, jolloin kaikki sitoutumatta jddneet molekyylit poistuvat.
Kohdassa 3 toisella vasta-aineella tunnistetaan fosforyloituneet tyrosiinit. Néihin
liitetddn entsyymi kohdassa 4. Lopulta (kohta 5) levyyn asennetaan entsyymin
katalysoima reagenssi, jonka ansioista syntyy signaali jonka voimakkuus korreloi
aktivoituneiden reseptorien kanssa.

anti-pan-Trk-
v asta-aine



48

Menetelma on suhteellisen tarkka, eiké taustasignaalia tule paljon muista proteiineista.
Kuvassa 14 esitetddn SDS-PAGE-ajo, jossa néytteiti on ajettu ilman
puhdistustoimenpiteitd, lektiinipresipitaation kanssa, ja ELISA-menetelmissi
kéytetyilld vasta-aineilla. Lektiinit sitoutuvat hiilihydraattirakenteisiin ja niitd voidaan
kayttdd muun muassa puhdistamaan seoksesta glykoproteiineja. TrkB:n stabiloituminen
solukalvolle vaatii glykosylaatiota, ja solun ulkoinen domeeni on noin 33 %
hiilihydraatteja (Haniu ym. 1995). Vasta-aine joka sitouttaa Trk-reseptoreita (sc-11)

ottaa mukaansa vihinten ei-haluttua signaalia niytteestd (Kuva 14).

e ] -
I_ :
Lys Lec Immu -
Kuva 14: Menetelmdn primddrivasta-aineen rikastamiskyvyn tarkkailua. Kuvassa
SDS-PAGE-ajo, Lys=puhdistamattomia lyysattuja soluja. Lec=
Lektiinipresipitaatio, ja Immu=primddrivasta-aineen avulla rikastettu. Levyn pintaa
sidottava vasta-aine (Immu) estdd useamman muun proteiinin hdiritsevdd signaalia.

Koska ndmd muut proteiinit eivdit sitoudu levynpohjaan (vasta-aineen avulla) ne
poistuvat kun levy pestddn inkubaation jdlkeen.

5.2 Menetelmin tarkastelu eri kokoisilla kuoppalevyilla

Aikaisemmin kehitettyd menetelma (LIITE 2) suoritettiin 24-, 48-, ja 96-kuoppalevyilla.

Niiden lépindkyvien kasvatuslevyjen kuoppiin siirrettiin kasvatusmaljalta TrkB-



49

transfektoituja MG87-fibroblasteja, siten ettd yon yli oltuaan inkubaattorissa (+37 °C, 5
% C0,) olivat solut kiinnittyneitd levyyn ja levyt konfluentteja. Soluja stimuloitiin
BDNF-liuoksilla (5 - 50 ng/mL) ja PBS:lld 30 minuutin ajan (+37 °C, 5 % CO0,).
Seuraavaksi levyt siirrettiin jdille (noin 25 minuuttia), kuopat imettiin tyhjiksi, ja solut
huuhdeltiin PBS:114 seka hajotettiin NP++-puskurilla (LIITE 1). Tdman jalkeen néytteet
raavittiin pipetinkérjelld irti levyn pohjasta ja siirrettiin pipetilld edellisend péiviana
valmistetulle, anti-pan-Trk-vasta-aineella (sc-11) paillystetylle (1:500), 96-
kuoppalevylle (tdmé valkoinen mittauslevy oli pédllystyksessd ravistelijalla yon yli +4
°C). Naitd nyt pééllystettyja ja hajotettujen solujen suspensiolla annosteltuja levyja
pidettiin ravistelijalle +4 °C lammossd yon yli. Seuraavana pdivand levyt pestiin nelja
kertaa pesuliuoksella (PBS-T) ja kisiteltiin tunnistevasta-aineella (1:1000) ravistellen
jalleen yon yli +4 °C ldmmossd. Sitd seuraavana pdivind levyt jdlleen pestiin (nelj
kertaa PBS-T:lld) ja késiteltiin streptavidiini-piparjuuriperoksidaasilla (1:10 000).
Viimeisend pdivdnd levyt pestiin vield kertaalleen (neljd kertaa PBS-T:I1d), jonka
jédlkeen annosteltiin luminoli ja tehtiin luminesenssimittaus 1000 millisekunnin ajan

kuoppaa kohden Varioskan-laitteella.

5.3 Levyn pééllystdmisen tutkiminen

Aiemmin paillystyssuhde oli arvioitu, mutta nyt sen merkitystd haluttiin tarkastella
tarkemmin. Valkoinen 96-kuoppalevy (mittauslevy) paillystettiin anti-TrkB-vasta-
aineella (sc-11) eri laimennoksilla (1:250, 1:500, 1:1000) kuten edelld. Tdmén jalkeen
levy jaettiin osiin pitkittdin ja jaoksiin pipetoitiin erilaisia laimennoksia (50 pl ndyte ja
150 pl vehikkeli PBS) sekd BDNF-stimuloituja (30 minuuttia, 20 ng/mL) puskurilla
hajotettuja, TrkB-transfektoituja fibroblasteja, ettd tdysin vastaavasti stimuloituja soluja

ilman TrkB-reseptoria. Timén jélkeen menetelma suoritettiin loppuun kuten edella.

5.4 Lyysispuskurin valinta ja konsentraation mééritys
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Kaytetty menetelmd edellyttdd solujen hajottamista lyysispuskuriliuoksella ja solujen
mekaanista hankaamista irti levyistd. Aiemmin laboratoriossa oli kdytetty NP++-
puskuria, jonka epdiltiin olevan mahdollisesti riittdméton, silld solut ndyttivit kisittelyn
jalkeenkin suhteellisen eheiltd mikroskoopilla tarkasteltaessa. Ensin tarkasteltiin
lyysispuskurien (RIPA, NP++, hypo. Pierce IP, 3,5 nM SDS) vaikutusta mikroskoopin

avulla, joista valittiin kaksi parasta silmdmééréisesti.

Sitten kokeiltiin edelld valittujen puskurien (RIPA:n ja NP++:n) eroa kvantitatiivisesti
kayttdmalla niitd itse tutkitussa menetelmidssi. Taten samalle levylle stimulointiin soluja
(30 000 kuopassa) seka BDNF:11d (50 ng/mL), ettd PBS:11d (kontrolli) ja ndma solut
hajotettiin ndilld eri puskureilla. Muutoin protokolla suoritettiin loppuun kuten edella.
Néin pyrittiin selvittimiidn onko jompikumpi puskurilivos selvisti toista parempi ja

mika on suspensiofaasin interaktio puskurin kanssa.

Solususpensio — toisin kuin levylle kiinnitetyt solut — siséltdd aina nestefaasin, joka
laimentaa puskuria ja saattaa heikentéd sen tehoa. Kun oli péétetty tutkia solususpension
kayttod (katso kohta 5.5 ), paitettiin kokeilla myos viakevampad lyysispuskuriliuosta.
Samalla levylld suoritettiin sama menetelmd kéyttden toisella puolella aiemmin
mainittua NP++-puskuria ja toisella puolella puolet vihemmaén vettd sisdltavad NP++-
liuosta. Soluja (suspensiossa ldpindkyvissd 96-kuoppalevyssd) stimuloitiin 30 minuutin
ajan BDNF:114 (50 ng/mL) ja PBS:l14 (kontrolli). Sitten ndma hajotettiin ja siirrettiin

paallystetylle (1:500) mittauslevylle, ja muut vaiheet suoritettiin loppuun kuten edell&.

5.5 Solujen kasvattaminen kiinni levyihin ja solujen kéyttiminen suspensioina

Liapindkyville 96-kuoppalevylle kasvatettiin Trk-B-transfektoituja fibroblasteja (20 000
kuoppaa kohden), antaen niiden kasvaa tidssd yhden yon yli. Toiseen tdysin vastaavaan
levyyn laitettiin 10 000 solua ja niiden annettiin kasvaa 3 piivdd. Kolmanteen
vastaavaan levyyn siirrettiin maljasta irrotettuja soluja (20 000 kuopassa), joiden ei

annettu kiinnittyd levyyn laisinkaan, vaan tdmé levy kéytettiin vélittdmésti solujen
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annostelun jalkeen. N4itd kaikkia stimuloitiin sekd BDNF:114 (50ng/mL) ettd PBS:IIA4.
Viimeinen levy késiteltiin sekin lyysispuskurilla jdilld, mutta mekaanista irrotusta
pipetin kirjelld ei suoritettu, vaan koko ndyte puskureineen siirrettiin paillystettyyn
valkoiseen mittauslevyyn. Téstd eteenpdin menetelmé suoritettiin loppuun kuten edella.
Néiden kokeiden avulla haluttiin arvioida ovatko muut vdhemmin ty6lddt tavat
valmistaa soluja stimulointia varten, yhtd varteenotettavia kuin aikaisemmin kéytetty

tapa, jossa niitd kasvatetaan kolme péivaa.

5.6  Solujen miirin vaikutuksen tutkiminen

Aiemman kokemuksen perusteella oletettiin menetelmén lopullisen vasteen kasvavan
solujen lukuméérad nostamalla. Samalla haluttiin kuitenkin pitd4 solujen kasvattaminen
niin vdhdisend kuin mahdollista resurssien ja tydajan sddstimiseksi. Ndistd syistd
johtuen péétettiin kokeilla soluméérdn vaikutusta mittausvasteeseen annostelemalla
samalle lapindkyville 96-kuoppalevylle solususpensiota erilaisin laimennoksin, (15 000
- 60 000 solua kuoppaa kohden) jotka altistettiin samoille olosuhteille. N&dma
stimuloitiin BDNF:11d (50 ng/mL, 30 minuuttia), hajotettiin ja pidettiin jdilld, kunnes
siirrettiin  edellisend pédivand padllystettyyn mittauslevyyn, ja jatkettiin menetelmi

loppuun jélleen kuten edella.

5.7 Solususpensio Hankin puskuroidussa suolaliuoksessa elatusaineen sijaan

Solujen kisitteleminen HBSS-suspensiossa on monella tapaa kdytdnndllisempdd kuin
niiden kisitteleminen elatusainesuspensiossa. Esimerkiksi HBSS, joka ei juurikaan
sisdlld muuta kuin ioneja vesiliuoksessa, ei vaahtoa pipetoitaessa samoin kuin sokereja
ja aminohappoja sisiltdva elatusaine. Téllainen eroavaisuus voi vaikuttaa olennaisesti

menetelmin soveltuvuuteen automatisoituun nesteenkésittelyyn.

Tahdottiin selvittdd vaikuttaako se menetelmdn mittausvasteeseen, jos soluja pitda

stimuloinnin ajan HBSS:ssd elatusaineen sijaan. Samalle péillystetylle (1:500)
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valkoiselle 96-kuoppalevylle siirrettiin sekd BDNF- (50 ng/mL), ettdi HBSS-stimuloituja
fibroblasteja sekd elatusainesuspensiossa ja HBSS-suspensiossa (30 000 kuopassa,
toisella puolella levyd solut HBSS-suspensiossa ja toisella elatusainesuspensiossa).

Menetelma suoritettiin muutoin loppuun kuten edella.

5.8 Inkubaatioajan pituus aivoperdiselld hermokasvutekijilla

Koska ei ollut selkedtd tietoa inkubaatioajan vaikutuksesta vasteeseen tdssé
menetelmissd, tutkittiin asiaa vertailemalla eri pituisia stimulaatioaikoja muutoin

vastaavissa olosuhteissa.

Soluja stimuloitiin suspensiossa BDNF:1la (5 ng/mL ja 50 ng/mL) 96-kuoppalevylld
sekd 30, ettdi 40 minuutin ajan, jonka jilkeen solut hajotettiin ja annosteltiin
paillystetylle mittauslevylle. Toisessa levyssd verrattiin my6s 30 minuutin inkubaatiota

viiden minuutin inkubaatioon.

5.9 Menetelmaén siirto kokonaisuudessaan mittauslevylle

Tehoseulontamenetelmissd on luonnollisesti, ettei ole vilivaiheita joita ei voida
automatisoida. Miniatyrisoinnissa nesteiden pintaominaisuudet alkavat vaikuttamaan
paljon, silld pinta-alan suhde tilavuuteen kasvaa merkitsevisti. Tdméan takia haluttiin
kokeilla olisiko mahdollista suorittaa kaikki menetelmén vaiheet yhdelld levylla
(mittauksessa kiytetty valkoinen 96-kuoppalevy). Solususpensiot (HBSS:ssd)
annosteltiin suoraan pééllystetylle mittauslevylle ja inkuboitiin siind (50 ng/ml BDNF,
ja HBSS). Tamin jéilkeen solut hajotettiin puskurilla suoraan levylle jdilla. Protokolla
suoritettiin - muutoin loppuun kuten edelld. Tétd verrattiin aiemmin suoritettuun
menetelmddn, jossa solut ensin annostellaan ensimmédiselle levylle stimuloitavaksi ja

puskurilla hajotettavaksi, ja vasta tdmén jilkeen siirretddn mittauslevylle.
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5.10 Mittausajan vaikutuksen tarkasteleminen

Peirce reagenssimanuaalissa oli ilmoitettu signaalin olevan vakaa 30 minuutin ajan
sekoittamisesta. Kuitenkin paitettiin katso onko se jollakin hetkelld selvisti kaikista
parhaimmillaan. Téten soluja stimuloitiin BDNF:1ld mittauslevylld (50 ng/mL),
suoritettiin menetelméa loppuun muutoin kuten edelld. Tdmén jdlkeen suoritettiin mittaus

10-40 minuutia loppureagenssin lisdédmisesta.

5.11 Menetelmédn nopeuttamisen yrittiminen inkubaatiovaiheita lyhentiden

Menetelmin eréds selva heikkous on sen kesto, ja siksi pyrittiin selvittimian voisiko siti
lyhentdd inkubaatioaikoja lyhentdmélld. Kolme levyd tehtiin samalla kertaa
kaikenpuolin vastaavasti, paitsi etti toisessa sekd kolmannessa levyssd menetelmin
viimeisimmat inkubaatioajat (tulevina pdivind) lyhennettiin. Toisessa levyssa
lyhennettiin vain yksi inkubaatio ja kolmannessa molemmat. Perinteisesti inkubaatio oli
tapahtunut ravistelijalla yon yli +4 °C 1ldammossd, kun lyhennetyt inkubaatiota tehtiin

ravistelijalla huoneenlimmdssé tunnin ajassa.

5.12 Aivoperdisen hermokasvutekijdn annosvasteen maaritys

Haluttiin selvittdd BDNF:n annosvaste menetelméssd. Pééllystetylle mittauslevylle,
johon oli annosteltu 20 000 Trkb-transfektoitua fibroblastia HBSS:ssd, annosteltiin
BDNF:44 eri annoksilla. Annoksen wvalittiin siten, ettd arvioitiin yhtdlon tuleva
keskipiste hivenen oletettua ECsi-arvoa (25 ng/mL) ylemmiksi, ja otettiin 3
mittauspistettd (20, 50, 80 100 ng/mL) sen molemmin puolin. Lisdksi levyistd poistettiin
kaikista reunimmaiset kuopat kdytostd, jotta reunailmidt haittaisivat vdhemmén

arviointia (n=6). Protokolla suoritettiin muutoin loppuun kuten edellé.
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5.13 Levyjen sisdisen seki levyjen vélisen toistettavuuden arviointi

Menetelmin toistettavuuden ja luotettavuuden arvioimiseksi, suoritettiin kaksi koetta.
Ensimmadisessd laitettiin eri puolille pédllystettyd mittauslevyd samoilla BDNF-
annoksilla (100 ng/ml) stimuloituja soluja (20 000 solua kuopassa). Tdmin jilkeen

edettiin kuten edella.

Toisessa kokeessa taas valmistettiin kaksi samanlaista annosvastelevyi tiysin samoilla
annoksilla (20-100 ng/mL) ja samoissa olosuhteissa. Nididen kokeiden avulla oli
tarkoitus selvittdd ilmeneekd levyisséd variaatiota levyn paikan mukaan, ja minkélainen
variaatio mittauksissa on, jos menetelméin tekee sama ihminen saman protokollan

mukaan. Niissé kokeissa seurattiin NIH:n Assay Guidance Manual-ohjetta.

5.14 Dimetyylisulfoksidiherkkyyden arviointi

Seulonnassa  kaytettdvid  yhdisteitd  sdilytetddn  ja  annostellaan  usein
dimetyylissulfoksidiliuoksina (DMSO), jonka takia menetelmén luotettavuutta lisdd
DMSO:n vaikutuksen tunteminen. Pinnoitetulle (1:500) Optiplate-levylle siirrettiin
20000 solua kuoppaan. Soluja stimuloitiin (30 min) 100 ng/ml BDNF:114. Liséksi luotiin
rinnakkainen levy, johon liséttiin lisdksi 1 % tilavuudesta DMSO:ta, seuraten Assay
Guidance Manualia. Tamén jdlkeen protokolla suoritettiin loppuun. Tarkoituksena oli
selvittdd aiheuttaako DMSO muutoksia mittaustuloksiin millddn tavalla, esimerkiksi

olemalla haitallinen soluille.

5.15 Tulosten késittely

Menetelmien ja sen eri muunnoksien laadun arviointiin on  kéytetty
tehoseulontakirjallisuudessa yleisesti kiytettyjd vaikutuksen koon mittareita: Z',

S/N, S/B (Zhang ym. 1999; Bollini ym. 2002).
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Varianssistabiloivia muunnoksia on kéytetty tarvittaessa, ja kun Levenen testi tai muu

syy sai epdileméin suurta heteroskedastisuutta® kdytettiin Welch—Satterthwaite-yhtil64.

Yhtildisyyden arvioimiseen on kéytetty Schuirmannin TOST-testid* seuraten Wellekin
(2003, s. 12) suosituksia yhtéldisyysrajojen valitsemisessa. Tdmi on periaatteessa yhta
kuin suorittaa kaksi yksisuuntaista Studentin t-testid. Wellekin mukaan ldhes aina
kannattaa tehdd koe molempiin suuntiin, vaikka 1dht6kohtaisesti on suurta syyta olettaa,
ettei esimerkiksi DMSO:n lisddminen yleensd parantaisi minkdén solumenetelmén

vaikutusta.

Varianssianalyysiin on kéytetty Jonkheere-Tepstra-testid (Neuha 1998) tai Kruskall-
Wallisin-testid ja soveltuvia post hoc-analyysejd. Hecke (2012) on osoittanut Kruskall-
Wallisin testin olevan klassista varianssianalyysid voimakkaampi, kun jakaumat eivét
ole samankaltaisia. Myds Mann-Whitney-Wilcoxon-kokeella on osoitettu 3/n
asymptoottinen tehokkuus normaaliuden vallitessa (Lehmann 1999), mutta ndmi ovat
huomattavasti parempia mittauspisteiden jakautuessa parametrisille menetelmille
sopimattomilla tavoilla. Jonkheere-Tepstra-testid on kéytetty kun vaikutuksen suunnan

on perustellusti voinut olettaa olevan yksisuuntainen.

Levyn paikkavaikutuksien ollessa ldsni usein minkddn sovitetun mallin residuaalit eivét
ole normaalisti jakautuneita. Nididen vaikutuksien analyysissd on kéytetty Tukeyn

mediaanipuhdistusalgoritmia (Tukey 1977)

35 Varianssien lineaarisen yhdistamisen vaikutus vapausasteeseen arvioitu Welch—Satterthwaite-
yhtalolla.
36 Suoritetaan kaksi yksisuuntaista t-testid erikseen seka alarajalle ettd yldrajalle.
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Annosvasteyhtdlon luomisessa sovitettiin neliparametrinen logistinen yhtilo (Findlay ja
Dillard 2007) Levenberg—Marquardt-algoritmilla. Sama yhtdlo sovitettiin samaan
aineistoon myos kayttden Koenkerin (2005) kuvaamaa
kvantiiliregressioanalyysimenetelmid. Namé ovat paitsi robusteja, ne myos antavat

jonkinlaista osviittaa ennustettujen pisteiden mahdollisesti virheesta.

Kaikissa laatikkokuvioissa on seurattu Tukeyn (1977) kéytdntojd. Esimerkiksi niissd
esitetdéin laatikon pituus kvartaalien vilisend alueena ja puolitoista kertaa tdmid alue
viiksien reunoina siten ettd ulkopuolelle jaavit mittauspisteet on merkitty ympyralla.
Kaikissa keskiarvoja kayttdvissd kuvaajissa on sen sijaan kaytetty keskivirhettd palkkien

hajonnan ilmaisemiseen.

6 Tulokset ja niiden tarkastelu

6.1 Menetelmén tarkastelu eri kokoisilla kuoppalevyilla

Soluja kasvatettiin pinta-alan perusteella yhtd tiheédsti sekd 12-, 24-, 48- ettd 96-
kuoppaisille levyille ja stimulointiin BDNF:114 (2-50 ng/mL, 30 min). Tdmén jédlkeen
mittaus suoritettiin vanhan protokollan mukaisesti loppuun. Vaste pienenee selvisti

kuoppakoon pienetessi, silti vaste on edelleen néhtivissé kaikissa versioissa (Kuva 15).

6.2 Levyn pééllystdmisen tutkiminen

Paillystyksessd kéytettdvian vasta-aineen médrdn vaikutusta ei varsinaisesti tunnettu,

vaikka edellinen protokolla (LIITE 2) oli havainnut, ettd 1:500 toimi.
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Kuva 15: BDNF annoksien vasteita erilaisilla annoksilla ja erilaisilla levyilld. Levyt
oli kasvatettu konfluenteiksi soluilla, ja kuoppien koot ovat pienempid levyilld joissa
niitd on enemmdn. Kuoppien pohjien pinta-alat selvitettiin valmistajien katalogeista
niiden verkkosivuilla. Suhteellinen luminesenssivaste on aina pienempi kuopan pohjan
pinta-alan pienetessd, mutta menetelmd toimii edelleen.

Sama levy pééllystettiin eri suhteilla (1:1000 — 1:250), jonka jdlkeen kuoppiin
annosteltiin  homogenisoituja BDNF-stimuloituja (30 minuuttia, 20 ng/mL)
solususpensioita (50 ul ndyte ja 150 pl PBS). Suspensioissa oli sekd TrkB-
transfektoituja fibroblasteja, ja myds vastaavia kontrolleja, joista puuttui Trk-B-
reseptori. Paillystyssuhteen ja vasteen vélilld oli lineaarinen korrelaatio (kuvassa 16)

(R’>= 0,62 p=0,001), mutta taustakohinan méirddn (kuopista, joissa ei reseptoria) ja
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padllystyssuhteen vililld ollut mitidn assosiaatiota havaittavissa (R*=-0,09047 p=0,69).
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Kuva 16: Pddllystyssuhteen vaikutus koko menetelmdn signaalin
vahvuuteen. Vaste lineaarinen suhteessa pddllystyssuhteeseen tutkitulla
alueella R°= 0,62 p=0,001. Soluja stimuloitiin 50 ng/ml BDNF
annoksella.

6.3 Lyysispuskurin valinta ja kédytettdvdn konsentraation miiritys

Aiemmat havainnot olivat herdttineet epdilyksid solujen hajottamiseen kéytettdvin
puskurin tehokkuudesta, joten vaihtoehtoja etsittiin. Ensin tarkasteltiin mikroskoopin
alla soluja kuudessa eri lyysispuskurissa (RIPA, NP++, hypo. Pierce IP, 3,5 nM SDS).
Tamin jalkeen valittiin silmdmaérdisesti tehokkaimman nékoiset kaksi (RIPA, NP++)

tarkempaan tarkasteluun.

Samalla levylld yhtildisissd olosuhteissa (30 000 solua, inkubaatioaika 30 minuuttia)

mitattiin RIPA++" ja NP++-lyysispuskurien vaikutus lopulliseen signaaliin seki solujen

37 Merkinnilld ++ tarkoitetaan téssé ettd myos RIPA-puskuriin oli lisdtty NP++-liuoksessa olevat
fosfataasien estijét.
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ollessa kasvatuselatusaineessa suspensiossa ettd niiden ollessa HBSS-suspensiossa.
RIPA++-puskurin  kohdalla lopullista vastetta oli ldhes mahdoton erottaa
taustasignaalista [z'=-17(kasvatusliuos) ja z'=-0,5(hbss)]. Syy tdhdn oli se, ettd
kontrollikuoppien arvot olivat nousseet merkitsevésti. Lisdksi RIPA-mittaukset
sisdlsivit — tuntemattomaksi jddneestd syystd — paljon poikkeavia arvoja, jopa
soluttomissa kontrollikuopissa. Puskurin ja suspensiofaasin vélilld ei ndyttinyt olevan

mitddn vuorovaikutusta.

Kun menetelmd muutettiin siten, ettd kuoppalevylle kiinnittyneiden solujen sijaan
kaytettiin soluja suspensiossa (katso kappale 6.4 ), niin tdysin vastaavanlaisen
lyysispuskurin  konsentraatio alenee huomattavasti sen joutuessa kosketuksiin
suspensiofaasin kanssa. Nédin ollen haluttiin kokeilla, onko signaalia mahdollista
parantaa kayttdmadlld samaa lyysispuskuria vidkevidmpdnd, siten ettd lopullinen
konsentraatio kuopassa olisi sama kuin alkuperdisessd menetelméssd. Luotiin kaksi
muutoin yhtenevéistd levyd, mutta toisessa annosteltiin kaksinkertainen konsentraatio
lyysispuskuria (NP++'). Muutoin menetelmd suoritettiin  loppuun protokollan
mukaisesti. Merkitsevdd eroa ndiden kahden késittelyn vélilld ei kuitenkaan pystynyt

havaitsemaan (T55=0,68, p=0,52 Pr=0,098).

6.4  Solujen kasvattaminen kiinni levyihin ja solujen kéyttiminen suspensioina

Haluttiin tutkia voiko soluja annostella levylle suspensiona ja stimuloida suoraan siind —
sen sijaan ettd niiden olisi antanut kasvaa kiinni levyyn. Kaksi levyd suoritettiin
muutoin yhtdldisesti, mutta toisessa elatusainesuspensiota (20 000 solua kuopassa) ja
toisessa kiinnitettyjd soluja, jotka olivat olleet yon yli inkubaatiokaapissa (20 000 solua
kuopassa), tilastollisessa analyysissé osoitettiin yhtéldisyys (TOST;3=-0.25 - 0.71, o=
0,05, e=0,74, p=0,041). Suspensiolevyn dynaaminen ala oli hivenen suurempi (S/N35 piivia

= 1,5, S/N pins = 1,77 ja S/Nuuspensio = 2.073).
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6.5 Solujen miirin vaikutuksen tutkiminen

Solujen kéyttdminen suspensiossa mahdollistaa hyvinkin erilaisten soluméérien
annostelun kuoppiin, joten solujen méérin vaikutusta vasteeseen haluttiin tutkia. Tdten
samalle levylle samoissa olosuhteissa pipetoitiin eri miirid soluja suspensioissa (15000
— 60000 solua per kuoppa). Tdman jilkeen menetelma suoritettiin loppuun kuten edella.

Solujen méaidrdn ja vasteen vililld vallitsi lineaarinen Kkorrelaatio (r*=0,99, p=0,003)

mittausalueella (kuva 17.)
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Kuva 17: Solujen mddrdn vaikutus mittausvasteeseen. Vaikutus on
mitatulla alueella lineaarinen (r2=0,99, p=0,003). Kuoppalevyyn
istutettiin soluja, 0, 15 000, 30 000 ja 60 000, ja nditd stimuloitiin
PBS:lli (=0 kuvaajassa) ja BDNF:1ld (50 ng/ml, 40 min). Vaste on

lineaarinen alueella. N=8.

6.6  Solususpensio Hankin puskuroidussa suolaliuoksessa elatusaineen sijaan
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Ei ollut tietoa siitd, selviytyisivitkd solut késittelyn ajan HBSS-suspensiossa
elatusainesuspension sijaan. Siksi yhdelld levylld suoritettiin samoissa olosuhteissa koe,
jossa jokaisessa kuopassa oli 20 000 MG-87-solua, toisella puolella levyd
elatusaineessa, ja toisella puolella elatusaine oli korvattu HBSS:lld. Menetelmi
suoritettiin muutoin loppuun kuten edelld. Néiden eri késittelyjen todettiin olevan

yhtildisia (TOSTy1.7=-0,21 — 0,72 (95 % LV), £=0,74, p=0,043, n=8).

6.7 Inkubaatioajan pituus aivoperdiselld hermokasvutekijilla

Inkubaatioaikaa tarkasteltiin siten, ettd samalle levylle annosteltiin sama annos (50
ng/ml) BDNF:44 eri aikoina, mutta lopetettiin kaikkialla yhtiaikaisesti, siten ettd osassa
kuopista aine oli kuopissa kokonaisuudessaan pidempédin. Lyhyempi viiden minuutin
inkubaatio johti alempaan signaaliin, kun taas 40 minuutin jilkeen signaali oli aina

alempi kuin 30 minuutin.

Kymmenen minuutin inkubaation (z'=-5,1) jdlkeinen vaste oli merkitsevisti alempi
verrattuna 25 minuutin (z'=0,6) U=36, p=0,002, n=6. Kun toisella levylld verrattiin 30
minuutin inkubaatiota 40 minuutin inkubaatioon, olivat keskiarvot kaikissa kohdissa
suuremmat 30 minuutin (R*=0,7, p=2725, F=17,56, p=0,005) kuin 40 minuutin kohdalla
(R?=0,96, p=3022, F=213.,4 p= 6 x 10°) (kuva 18).
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Kuva 18: Inkubaatioajan vaikutus mittausvasteeseen. Vasemmalla sekd kymmenen ettdi
25 minuutin inkubaatio (vinnakkain BDNF 50 ng/ml ja kontrolli, PBS). Oikealla 30 ja
40 minuutin inkubaatioajan ja solumddrdn vaikutus. Tulokset vaikuttavat viittaavan
sithen, ettd 25 minuuttia on parempi kuin kymmenen minuutin aika, ja ettd kun
inkubaatio aika pitenee 40 minuuttiin alkaa tulos jo heiketd.

6.8 Menetelmain siirto kokonaisuudessaan mittauslevylle

Kokeiltiin my6ds mahdollisuutta tehdd suoraan pdillystelld levylld sekd solujen
stimuloiminen hermokasvutekijilld, ettd hajottaminen lyysispyskurilla. Kun 30 000
solua kuopassa stimuloitiin 50 ng/mL. BDNF:1ld saatiin menetelmélle z'=-0,2. Tatad
verrattiin edelliseen levyyn, jossa oli kéytetty samoja olosuhteita, mutta jossa
stimuloiminen ja hajottaminen tehtiin erilliselld levylld. Mittausala oli suurempi in situ-

menetemdillad kuin perinteiselld (U=48, p=0,0007).
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6.9 Mittausajan vaikutuksen tarkasteleminen

Peirce:n reagenssin ohjekirjasen mukaisesti signaali on kutakuinkin vakaa 10-30 min
sekoittamisesta, mutta ei ollut tiedossa, onko jokin hetki optimaalisin. Téstd syystd
samaa levyd mitattiin eri ajankohtina sekoitushetkestd. Signaali on vakaa ja

parhaimmillaan 10-20 minuuttia sekoittamisen jdlkeen (Kuva 19)
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Kuva 19: Mittausajan vaikutus signaalin vahvuuteen. Eri annoksilla (2-50 ng/ml
BDNF) stimuloitujen solujen mittauksista lasketut z'-tekijdt eri aikapisteissd (0-40
minuuttia).
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6.10 Menetelmén nopeuttamisen yrittdiminen inkubaatiovaiheita lyhentden

Kolme levyd valmistettiin samoista reagensseista samana pdivdni. Ensimmaiinen levy
suoritettiin kuten aiemminkin, toisen levyn kohdalla yksi inkubaatio lyhennettiin 1
tuntiin huoneenldmmossd, ja kolmannessa levyssd sekd ensimmdinen, ettd toinen
inkubaatio lyhennettiin molemmat tuntiin huoneenlammdssa. Mittausvaste (kuvassa 20)
heikentyi menetelmdd nopeutettaessa (J=23, p=5,628 x 10°)*. Suoritettiin post hoc-
analyysi (Siegel & Castellan 1988)*. Tamin perusteella ndyttdd siltd, etti menetelmd
joka on kahdesti lyhennetty on selvdsti huonompi, ja vaikka tilastollinen voima ei riitd
sitd toteamaan niin myOs vain kertaalleen lyhennetty menetelmd on huonompi
(Taulukko 4). Kertaalleen nopeutetussa menetelmissé mittauksien hajonta on suurempi

sen lisdksi ettd mediaanit ovat alhaisempia.

6.11 Aivoperdisen hermokasvutekijdn annosvasteen maaritys

Haettiin BDNF:n alustava annosvasteyhtdld menetelmdssd. Mittauspisteistd valittiin
NIH:n ohjeen (Assay Guidance Manual) mukaan vain mediaanit jokaisessa eri

annoskoossa. Mediaanit sovitettiin 4-parametriseen logistiseen yhtdloon,

kayttden Levenberg—Marquardt-algoritmia (Kuva 21). Sovitteen mukainen ECsy0li 21,2

mg/ml.

38 Perustuu laskelmiin yksisuuntaisen Kruskall-Wallis ja ANOVA varianssianalyysien viliseen
suhteellisen asymptoottiseen tehokkuuteen (Lehmann 1999: 169).
39 Kyseinen koe tunnetaan nykyaan myos nimelld Nemenyi-Damico-Wolfe-Dunn-testi.
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Kuva 20: Inkubointien nopeutuksien vaikutus vasteeseen. Nopeutettu = toinen
inkubointi lyhennetty yon yli kestdvdstd tuntiin huoneen ldmmossd, Nopeutetuin
= sekd toinen ettd kolmas inkubointi nopeutettu yon yli kestdvdstd tuntiin
huoneenldmmdéssd. Soluja stimuloitiin BDNF:lld 50ng/mL 30 minuuttia. Omat
taustat (stimuloitu HBSS:1ld) vihennetty (n=8). Kaikki nopeutetut menetelmdn
versiot ovat merkitsevdsti heikompia kuin alkuperdinen.

Taulukko 4: Nemenyi-Damico-Wolfe-Dunn-testin tuloksia. Nopeutettu=yksi inkubaatio
lyhennetty, Nopeutetuin = kaksi erillistd inkubaatiota lyhennetty

Nopeutetuin - Normaali | Nopeutetuin - Nopeutettu | Nopeutettu - Normaali

p 0 0,2 0,146
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Kuva 21: ELISA-menetelmdn BDNF-annosvaste. Neliparametrinen logistinen yhtdlo
sovitettuna jokaisen mittauspisteen mediaaniin. R’=0,984, suhteellinen keskivirhe:
12,9 %. Yhtdlostd pddtelty ECsy=21.2 mg/ml

Edelld olevan perusteella ei saa hyvédd kisitystd keskiannoksen arvion virheestd
(esimerkiksi luottamusvilid). Hyvin saman tyyppisiin tuloksiin voi pdistd sovittamalla
sama yhtdlo kvantiileihin (kdyttden kaikkia mittauspisteitd). Kun sovitettiin mediaani ja
ylempi ja alempi kvartiili saatiin ndiden yhtdloiden ECso-arvoiksi: 23,6 ng/ml, 19,4

ng/ml ja 16,9 ng/ml (kuvassa 22)
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Kuva 22: Lisdd ELISA-menetelmdn BDNF-annosvasteesta. Neliparametrinen

logistinen yhtdlo sovitettuna kdyttden aineiston kaikkia mittauspisteisteitd (n=6)
kvantiiliregressioanalyyttisin menetelmin (Koenker 2005). Mustalla mediaaniin
sovitettu kdayrd ja harmaalla kvartiilit. Arvioidut ECse-arvot: 23,6 ng/ml, 19,4 ng/ml
ja 16,9 ng/ml

6.12 Levyn sisdisen seki levyjen vélisen toistettavuuden arviointi

Edelld olevien mittaustuloksien perusteella eri levyilld mitattujen tulosten vililld oli
eroja. Ndméd molemmat on visuaalisesti havainnoitavissa noudattamalla NIH:n ohjetta.
Reunailmiéta arvioitiin mediaanipuhdistuksella, algoritmilld joka vdhentid mediaanin
aina iteroituvasti jokaisesta rivistd tai kolumnista (Tukey 1977). Jéljelle jaava tulos
kertoo siitd, kuinka paljon suurempi tai pienempi mittaustulos kyseisessd rivissé tai

sarakkeissa on suhteessa sithen mitd siitd olisi oletettavissa mikéli niissd tapahtuisi

ainoastaan normaalijakautunutta stokastista muuntelua.




68

Taulukko 5: Mediaanipuhdistuksen tuloksia. Ylempdnd rivit ja alempana sarakkeet
levystd. Levyssd oli vasemmalla oletettua suurempia mittaustuloksia, mutta myés

vihddlld ja alhaalla. Jokaisessa pisteessd on soluja stimuloitu maksimiannoksella eli
100 ng/mL BDNF:dd.

6426,9

1629,9 |-2637,7 |-1190,4 |-807,4 -592,6 592,6

4632,8

4173,1

1895,9 -1890,2 -4487,1

Mittausvaste on siis reunoilla oletettavissa olevaa korkeampi ja heikkenee vasemmalta
oikealle (taulukko 5). Mittauspisteet piirrettiin kuvaan, siten ettd levyn jokainen kuoppa
piirrettiin seka rivi- ettd sarakejdrjestyksessd. Kuvista nékee visuaalisesti saman ilmion,
joka on laskettu taulukossa 5. Koska reunimmaisissa kuopissa ilmenee korkeampia
arvoja kuin voisi olettaa, ovat kuvassa 26 jokaisessa viivoilla rajatuissa rykelmissi

reunimmaiset arvot korkeampia kuin muualla. Samoin kuvasta 25 nékee, ettd levyn

loppua ldhestyttiessd mittausvasteet ovat alempia annoksien pysyessd samoina.
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Kuva 23: Levyn paikkavaikutuksia. Levy jaettiin
sarakkeittain jaoksiin, ja jaoksissa olevia soluja
stimuloitiin ~ vuorotelleen  pienilld (25 ng/mL)
keskikokoisilla (50 ng/mL) ja suurilla annoksilla (100
ng/mL). Tdamdn jilkeen menetelmd suoritettiin
tavanomaisesti mittaukset ja jokaisen kuopan vaste
piirrettiin - kuvaajaan jdrjestyksessd edeten sarake
kerrallaan
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Kuva 24: Lisdd levyn paikkavaikutuksista. Levy jaettiin
sarakkeittain jaoksiin, ja jaoksissa olevia soluja
stimuloitiin vuorotelleen pienilld (25 ng/mL)
keskikokoisilla (50 ng/mL) ja suurilla annoksilla (100
ng/mL). Tdamdn jilkeen menetelmd suoritettiin
tavanomaisesti mittaukset ja jokaisen kuopan vaste
piirrettiin kuvaajaan jdrjestyksessd edeten rivi
kerrallaan

Saman péivand suoritettiin kaksi samalaista annosvastelevyé siirtimalld solususpensiota
stimuloitavaksi ja lyysattavaksi suoraan péillystetylle mittauslevylle. Néissd kéytettiin
tdsmailleen samoja reagenssejd ja olosuhteita. Levyjen tuloksien vililld oli eroja.
Ensimmadisen levyn maksimiannoksen vasteesta mitattu z'-tekijd oli 0,65. Toisessa
levyssd oli havaittavissa korkeampi taustasignaali (z'=-0,044), myds soluttomista

kontrollikuopista.

6.13 Dimetyylisulfoksidiherkkyyden arviointi

Menetelmin haluttiin sietivin DMSO:ta, silld kaikki tehoseulontayhdistekokoelmien
yhdisteet ovat ldhes aina DMSO-kantaliuoksina. Osoitukseksi menetelmdn DMSO-

sietokyvystd, samalle levylle tehtiin sekd BDNF-stimulointi (50 ng/ml), ettd stimulointi
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BDNF:1ld (50 ng/ml) DMSO:n (1 %) ollessa ldsni. Suoritettiin TOST 347, 90 % LV
geometristen keskiarvojen suhteelle = (13897,35 — 21603,47 &= 0,23 p=0,05). Lisdksi
Bootsrap-menetelmélld (10 000 iteraatiota) arvioitu harha-korjattu 95 % luottamusviélit
mediaanille olivat ldhes yhdenmukaiset ja 95 % luottamusvdli BDNF-kisittelylle
(13288 - 19659) on tdysin BDNF + DMSO-késittelyn vastaavan 95 % luottamusvélin
sisdlla (14420 — 17285).

Kun suspensiofaasina oli HBSS, TOST-analyysissd eikd epdparametrisesséd arvioinnissa
(Meier 2010)* riittdnyt tilastollinen voima (0,29 ja 0,16) pdittimiin onko ero
merkitsevd vai ei (ei kuvaa). Jos taas luomme bootsrapilla mediaanien 95 %-
luottamusvilit, ne néyttdisivdt olevan suhteellisen ldhelld toisiaan (11739 - 20224

BDNF ja 11613 - 14708 BDNF + DMSO).

6.14 Tuloksien tulkinta

TyGssd on osoitettu, ettd on mahdollista suorittaa miniatyrisoituna aiemmin kuvattu
ELISA-menetelmi (liite 2). ELISA:a on sanottu vaikeasti miniatyrisoitavaksi (Inglese
ym. 2007), ja menetelmén pienentdminen edelleen voisi olla vield vaikeampaa. On
osoitettu myds, ettd menetelmén voi vaihtoehtoisesti suorittaa kéyttden solususpensioita
joko erilliselld omalla levylldédn, josta ne siirretddn mittausvaiheessa mittauslevylle, tai

tehden koko késittelyn suoraan pinnoitetulla mittauslevylla.

40 Voima-analyysin suoritettiin arvioimalla vaadittavat parametrit bootstrap-menetelmaéllé ja sitten
kayttamalla normaaliapproksimaatiota ja tietoa Mann-Whiteney-testin suhteellisesta asymptoottisesta
voimasta.
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Kuva 25: Menetelmin DMSO-sieto. Kasittely (20 000 MG-87 solua
elatusainesuspensiossa) sekd 50ng/mL BDNF (BDNF) ettd 50ng/mL BDNF ja 1 %
DMSO (BDNF +DMSO). Kdsittelyjen ei todettu eroavan toisistaan merkitsevdisti
(enemmdn kuin 80-125 % = In(4/5)-In(5/4), 90 % Iuottamusvdli geometristen
keskiarvojen suhteelle = 13897,35 — 21603,47, p=0,05, nl=n2=8. Kuvassa merkitty
molemmat keskiarvot, niiden erotuksien luottamusraja ja kriteeri.

In situ-suspensiomenetelmdlld on selvisti sekd etunsa etti omat haasteensa. Levyn
pintaan kiinnittyneitd soluja kéayttivd menetelmd aiheuttaa pientd (kenties
merkityksetontd) kontaminaatiota kuoppien vélilld, kun soluja irrotetaan jokaisesta
kuopasta samalla pipettikédrjelld. Ei myoOskddn ole selvdd kuinka tehokkaasti ja
tasalaatuisesti tdmd tyolds manuaalinen irrotus toimii. Lisdksi kun solususpensio
annostellaan ja hajotetaan suoraan mittauslevylld viltytddn kokonaan yhdeltd
ndytteensiirtovaiheelta, joka aiheuttaa my0s ei-toivottua teknistd variaatiota
mittaustuloksiin. Edelleen tulokset ovat parempia, silld kun véltetddn solujen

kasvattaminen inkubaattorissa, my0s reunakuopista haihtuvan nesteen aiheuttama
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variaatio eliminoidaan (ks. esim. Tammela 2004, s. 50-51) ja solut satunnaistetaan
kaikkiin kuoppiin. Suspension kéyttdmisen huonoin puoli on, ettei pieneen méédrdin
nestettd saa kovin helposti ja luotettavasti suuria méérid soluja, kun taas levyn pintaan
kiinnittyneet solut ovat tiiviisti kuopan pohjassa kiinni. Signaalia voi olla vaikea saada
riittdvin selkedksi néissd olosuhteissa; on erittdin mahdollista, ettd menetelméin

toistettavuuskokeissa havaitut ongelmat johtuvat tésta.

Soluja irrotettaessa trypsiinilla huomattiin niiden kasaantuvan yhteen silmin nédhtévasti.
Yhteen kasaantuneita soluja siséltdva solususpensio ei varmastikaan ole homogeeninen,
ja sen sisdltdimédt solut mahdollisesti sedimentoituvat nopeammin, aiheuttaen
pitoisuuksien hallitsemisen hankaluuksia. Vaikka suspensiota pyrittiin sekoittelemaan
pipetoimalla sitd edestakaisin ennen ndytteiden laittamista levylle, toimenpide ei
mahdollisesti ollut riittdvd. Solujen yhteen kasaantumista pyrittiin myds vahentdmiin
kayttdimalla sentrifugia helldvaraisemmin (400 kierrosta minuutissa), rajallisella
menestykselld. Tosin parempiakin tapoja saattaisi olla olemassa (vaikkapa jokin
suodatus). Reunailmiditd mahdollisesti aiheutti inkubaatiokaapin levylle tuottama
lampogradientti (Esser ei pdivdystd). Vaikka solujen stimulaatioon kéytetty
hermokasvutekijd ldmmitettiin  huoneenldmpdon, poikkeaa huoneenlampé edelleen
inkubaationldmmostd (37 °C). Levyt voivat myds absorboida valoa, joka vapautuu
mittauksen yhteydessd (Quigley 2008). Kenties levyjen pimed Kkasittely, sekd
inkubaationesteiden esilammittdminen 37 °C 1dmpdon vihentdisivit vield edelleen néité

ongelmia.

Naissd edelld mainituissa olosuhteissa yksittdiset mittaukset eivdt ole itsendisid,
samanlaisesti jakautuneita satunnaismuuttujia, eivétkd keskeisen raja-arvolauseen ehdot
toteudu. Yhtendisen normaalijakauman sijaan voidaan ajatella levyn yhden rivin
kuoppien mittauksien muodostavan multimodaalisen jakauman®'. Kun lisiksi reunoja on
vihemmaén kuin ei-reunoja, saadaan vino yhteisjakauma. Tdtd tukee my6s my6hemmin
levyjen tasalaatuisuuden arvioimiseksi tehdyt kokeet, sekd normaalikvantiili-

kvantiilikuviot. Ongelma on sikdli mielenkiintoista, ettd perinteisissd frekventistisissd

41 Jokainen mittauspisteen mittausvirhe vaihtelee omassa jakaumassaan, ja kokonaisjakauma on niiden
summajakauma.
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metodioppaissa yleensd sanotaan, ettei tdllaista aineistoa voi pelastaa mitenkéén, ja
etteivit mittarit kuten z'-tekija ole luotettavia tillaisella aineistolla. Sama ongelma on

kuitenkin ldhes kaikilla solupohjaisilla menetelmillé aina.

Paras tapa vilttdd ongelma lienee satunnaistaminen ja suurten niytekokojen
kayttiminen itse menetelmin kehittelyvaiheessa. Olisi hyvd ainakin kerran laskea z'-
tekijé siten ettd kontrolliksi ja vasteeksi asetetaan puolet koko levystd satunnaistettuna,
muuten z'-tekijd on luultavasti harhainen, silld aineiston jakauma poikkeaa merkitsevasti
normaalista (Sui ja Wu 2007). Toinen vaihtoehto on olla kdyttamaitta kyseistd arvoa, ja
korvata se jollakin robustilla vaikutuksen koon mittarilla. Téllaisen arvon laskeminen on
helppoa, mutta kyseisen arvon vertailukelpoisuuden arvioiminen muissa projekteissa
tehtyihin vastaaviin saattaa olla hankalaa. Z'-tekijan arvo muuttuu hyvin radikaalisti
residuaalien jakauman perusteella joten samasta aineisto josta saa negatiivisen z'-arvon
voi saada jopa 0,5 ylittdvin arvon logaritmimuunnoksen jilkeen. Ongelmaan on esitetty
useampia ratkaisuja, joista jokainen on hivenen epdintuitiivinen. Kuitenkin jo 1970-
luvulla esitettiin  hyvin selkeitd ja ennen kaikkea intuitiivisia tutkinnallisen
aineistoanalyysin menetelmié, joilla voidaan ratkaista kaikki ne ongelmat joihin z'-tekija
on suunniteltu. Yksinkertaisimmillaan tdméd tarkoittaa vain aineiston asiallista
visualisointia, silld esimerkiksi laatikkokuviot on alunperin suunniteltu sopiviksi tdhén

tarkoitukseen.

Jos menetelméd halutaan parantaa edelleen niin ettd erottuvuus on suurempi, helpoin
tapa tehdd tdma on lisddmailld solujen midrdd kuopassa, silld solujen kasvattaminen on
suhteellisen helppoa ja edullista. Tydssd my0s osoitettiin ettd solujen médrd on ainoa
tekiji, joka luotettavasti ja lineaarisesti** suurentaa mittausvastetta (vaikuttamatta juuri
lainkaan taustasignaaliin). On yleisesti tunnettua asia, etti miniatyrisoiminen saattaa

aiheuttaa reagenssien madrdn lisddmisen tarvetta (Mayr jaBojanic 2009).

Lineaarisen regressionanalyysin suorittaminen pinnoitussuhteen arvioimisen kohdalla

on kyseenalaista, silld residuaalit eivit olleet normaalisti jakautuneita, eiké ole selvé ettid

42 Tama patee nimenomaan tutkitulla alueella. Ei ole syyté olettaa, ettd solujen médrén vaihtelun
vaikutus olisi lineaarinen kaikilla mahdollisilla arvoilla.
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suhde on lineaarinen mittausalalla ja mittauspisteiden pieni maird ei anna hyvia tietoa
virheestd. Toisaalta tarkoitus ei ollut 10ytd4 riittivan hyvdd mallia vaikkapa
ennustamiseen, vaan arvioida suuntaa antavasti ndiden muuttujien vélistd suhdetta.
Tuskin on kovin védrin viittda, ettd suhde 1:500 on parempi valinta kuin 1:250, siitdkin
riippumatta, ettd suuremman suhteen pééllystyssuspension kéyttdiminen ei lisdd
taustasignaalia mitattavissa olevin méérin. Pienemmaén suhteen kdyttdmisen (1:1000)
suhteen taas ei ole mitddn hyvaa syytd, silld tausta ei vdhene, eikd voida ajatella olevan

riittdvaa tilastollista voimaa 10ytdd eroa ndistd kahdesta.

Lyysispuskurin vahvuutta ei arvioitu samalla levylld, vaan kahdella erilliselld (jotka
tosin oli valmistettu samoista suspensioista ja niin samoin tavoin kuin mahdollista),
ennen kuin tiedossa oli kuinka hyvid toistettavuus on eri levyjen vélilli. Mutta jos
konsentraation  kaksinkertaistaminen ei  aiheuta  mitddn  mitattavaa  eroa
(virhemarginaalin suuruudesta riippumatta), niin tuskin sen kdyttiminen on oikeutettua.
Lyysispuskuri kayttdytyi mitattavissa mddrin samoin, oli sitten solususpension
nestefaasi elatusainetta, tai yksinkertaisempaa HBSS-liuosta. HBSS-liuos, toisin kuin
elatusaine, ei vaahtoa Biomek-tydaseman pipettien sekoittaessa tai injisoidessa sité.
Solut hajotetaan hyvin pian stimuloimisen jdlkeen, jonka ansiosta ne ndyttdvit

parjddvan yhtd hyvin HBSS-liuoksessa kuin elatusaineessa.

Inkubaatio aivoperdiselld hermokasvutekijilli on tdssd mallissa syytd tehdd noin 30
minuutin ajan. DMSO:n kéyttd ei ndyttdisi aitheuttava merkitsevid ongelmia kun
annostellaan hermokasvutekijdd. Kuopan koko tilavuus myos uhkaa tayttyd, jos
solususpensiota kdytetdin 100uL tilavuudessa ja myohemmin injisoidaan sama tilavuus
stimulointisuspensiota ja vield lopuksi lyysispuskuria. RIPA on mahdollisesti liian
voimakas lyysisdetergentti kyseessd olevaan maaritykseen, eiké siksi sovi hyvin MG-87
soluithin perustuvaan ELISA-maédritykseen. NP++on parempi mutta ei valttimatta
edelleenkdén paras mahdollinen vaihtoehto. Menetelmé on hidas, ja yksi sykli kestda
viikon suorittaa. Téssd ehdotetut nopeuttamismenetelmait kuitenkin heikensivét signaalia
litaksi. Kymmenenkin levyn tekeminen yhtdaikaisesti mahdollistaisi vain 960 yhdisteen

tutkimisen viikossa. Kustannustehokkaampaa ja jarkevdmpdd olisi kdyttdd Taguchi-
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metodologiaa useamman ominaisuuden optimoimiseen samanaikaisesti. Z'-tekija ja
vastaavat vaikutuksen koon mittarit voisi arvioida my0s satunnaistetusta suuremmasta

ndytteesta.

7 Yhteenvetoa ja johtopaitoksia

Ladkekehityksen menestys perustuu keskeisesti uusien ei-haitallisten ja kliinisesti
olennaisten lddkevaikutusten 16ytdmiselle. Useampia lddkekehitykseen liittyvid
prosesseja on ollut mahdollista tehostaa biotekniikan ja robotiikan avulla viime vuosina.
Mutta on kuitenkin todennédkoOisestd, ettei kaikista keskeisintd asia uusien
vaikutusmekanismien 16ytdmiselle, eli satunnaishavaintojen tekemistd ja abduktiivista

paittelyé niistd havainnoista, voida helposti teknisin menetelmin tehostaa.

Tdmén ilmidn taustalla on muun muassa niin sanottu kehysongelma sen laajimmassa
merkityksessddn (katso Dreyfus 1992: 289): 1) kuinka péaittelyprosessi voidaan rajata
vain oleelliseen alaan, kun oleellisuus on holistista, rajaamatonta ja
kontekstiriippuvaista ja 2) kuinka kuvata propositiologiikalla kyseistd oleellista
kontekstia. Uusi abduktoitu pddtelmd ei seuraa mistddn sddnndistd ja perustuu
rajaamattomaan kontekstuaaliseen liitdnndistietoon. Abduktiolle voidaan antaa seuraava
médritelma: selityksen A abduktio hdmmaéstyttdvan huomion B vallitessa, on yhtd kuin
padtelld ettd A on todennidkdisesti totta, silld silloin B olisi ikddn kuin itsestddn selvii

(Peirce 1903).

Toistaiseksi vain hyvin tarkasti rajatun kontekstin siséilld (eikd avoimessa kontekstissa)
on onnistuttu kayttiméddn tekodlyd sekd hypoteesien rakentamiseen ettd niiden
kokeilemiseen (molekyylibiologiassa (King ym. 2009), fysiikassa esim. (Schmidt ja
Lipson 2009). Tosin niin sanotuilla syvdoppimisen menetelmilld on tehty alkeellista
ladkekehitystékin (Lohr 2013). Tdméi abduktiivinen jérkeily on myds sen taustalla, ettd
useat kommentoijat ovat esittdneet ladkekehityksen erityisesti psyykenlddkkeiden ja

mielialalddkkeiden kohdalla edenneen sattuman avulla (Healy 1997; Ban 2006; Meyeres
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2008)*. Kuitenkaan tieteellinen edistys ei varsinaisesti perustu sattumalle. Ban siteeraa
Pasteuria: “havaintojen pelikentilld sattuma suosii vain hyvin valmistautuneita”*(Ban

2006).

Toinen historiallisesti keskeinen asia psyykelddkkeiden kehityksessd on ollut
mahdollisuus tarkkailla yhteyttd annoksen ja kdyttdytymisen vélilla. Yhteyttd ei voi endd
tutkia kuin eldinmalleilla, vaikka ei varsinaisesti ole mielekéstd ajatella eldimien
kykenevdn masentumiseen ja muihin mielialahdiridihin. Téstd syystd kéytettdvissa
olevat eldinmallit mallintavat varsinaisesti jotain masennuksen liitdnndis- tai
oheisilmiotd, kuten stressid. Eli parhaimmatkin eldinmallit soveltuvat huonosti
mielialalddkkeiden kehitykseen (Agid ym. 2007; Castrén ja Rantaméki 2010; Gaiteri
2011). Useampi eri kirjoittaja uskoo lddkekehityksen suurimman ongelman olevan ettd
tautimallit ovat puutteellisia ja kohteet huonosti tunnettuja (Kola ja Landis 2004; Palmer
ja Stephenson 2005; Pangalos ym. 2007; Pritchard 2008; masennuksen kohdalla esim.
Einat ja Manji 2006 tai Agid ym. 2007). Millanin (2008) mielestd niin sanottu
rationaalinen (automatisoitu ja redusoitu) ladkekehittely on jopa hidastanut eldinmallien
kehittelyd. Kola (2004) huomauttaa, ettd alimmat onnistumisluvut ladkekehityksessi
ovat juuri syopdhoidoissa ja keskushermoston terapioissa, joissa molemmissa on hénen
mukaansa heikot eldinmallit. Tété tilanneet pahentaa vield se ettd hyvin moni julkaistu
tutkimus osoittautuu myohemmin joko puutteellisiksi tai vaddrennoksiksi (loannidis

2005).

Voi olla ettd tdstd syystd johtuu myds niin sanottujen fenotyyppiset
seulontamenetelmien viimeaikainen menestys 10ytdméén uusiin vaikutusmenetelmiin
perustuvia keskushermostolddkkeitd (Swinney ja Anthony 2011) On olemassa myds
kayttdytymisfenotyyppisid seulontamenetelmid, jotka soveltuvat mielialasairauksien

tutkimiseen (Kokel ym. 2010; Rihel ym. 2010; Brennan 2011; Steenbergen ym. 2011;

43 Kirjoittaja mainitsee seuraavat: litium, anksiolyytit meprobamaatti klooridiazepoksidi, neuroleptit:
klooripromatseeni, masennuslddkkeet: imipramiini iproniattsidi, kalium bromidi ja kloraalihydraatti
jne.

44 Oma suomennokseni. Alkuperdinen: Dans les champs de 1'observation, le hasard ne favorise que les
esprits préparés
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Parker ym. 2012), ja nédissd menetelmissd todennikodisyydet huomata sattumalta yhteys
annostelun ja kdyttdytymisen vélilla ovat luonnollisesti suuremmat. Niilld menetelmilla
tosin on mahdollista tutkia vain satoja tai korkeintaan tuhansia yhdisteitd kerrallaan, kun

perinteisisséd tehoseulontamenetelmisséd voidaan tutkia miljoonia tai jopa miljardeja.

Téstd syystd edelleen on kdyttod yksinkertaisemmille in vitro-menetelmiiin perustuville
seulontamenetelmille. Toki on niin, ettei niilld pelkdstddn voida kehittdd ladkkeita.

Mutta nditd menetelmid voidaan yhdistdd muihin menetelmiin.

Keskushermostoon kulkevien yhdisteiden méard on pieni. Niilld on oltava suhteellisen
pieni polaarinen pinta-ala. Polaarinen pinta-ala korreloi voimakkaasti vetysidoksien
luovuttajien kanssa, jonka ansiosta keskushermostoladkkeissd on oltava rajallinen méara

typpi- ja happiatomeja.

Molekyylimuotoja joita voisi luoda synteettisen kemian menetelmin lddkekehitykseen
on liian monta. Lisdksi ndyttiisi olevan niin, ettd suurin osa sekd perinteisen synteettisen
kemian, ettd kombinatorisen kemian valmistamista molekyyleistd perustuisi suuresti
samoihin perusrunkoihin ja ettd niilld liséksi olisi synteettisistd menetelmistd seuraavia
ominaisuuksia, joiden ansiosta ne poikkeavat paljon luonnontuotteista ja myds

rekisterdidyisté ladkkeista.

Vaikka usein ajatellaan luonnontuotteiden olevan ”biologisesti validoituja”, niin
luonnontuotteillakin on mahdollisesti ominaisuuksia, jotka eivit ole lddkkeellisesti
optimaalisia, silld luonnontuotteet muodostuvat tiettyjen biosynteettisten reittien kautta
ja useat tunnetut luonnosta eristetyt yhdisteet muodostuvat allelopatiaa varten. Toisaalta
kaikkien kuvattujen luonnontuotteiden joukko ei ole satunnaisotanta koko
luonnontuotteiden joukosta, vaan pikemminkin sen alijoukko, joka on valikoitunut
enimmdkseen niistd tuotteista, jotka ovat olleet “ldhelld sivilisaatiota”. Biologiasta
ammentavat monimuotoisuusparadigmat ovat onnistuneet luomaan kokoelmia, joiden
keskimddrdinen osumaprosentti on parempi kuin mitd voisi olettaa sattumalta.

Kuitenkaan ndilld menetelmilld ei ole ainakaan vield tuotettu ainuttakaan lddkettd, vaan
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l1ahinnd tieteellisiksi tyokaluiksi sopivia suhteellisen alhaisen affiniteetin molekyyleja,
jotka kohdistuvat keskeisiin solmukkeisiin mikrobin tai ihmisen proteiini-

proteiiniverkostossa.

Mielialasairauksien syyksi ei ole voitu osoittaa jotakin perintotekijdd tai biologista
mekanismia, niiden osittaisesta perinnollisyydessd huolimatta. Useat meta-analyysit,
joissa on tutkittu mahdollisia perimitekijoitd ei olla onnistuttu 16ytdmiin ndyttdoad
tietylle perimdaineksille (Burmeister ym. 2008; Hettema 2010; Ripke ym. 2013).
Geenien ilmentymistd tutkivat projekti eivit ole myodskddn tuottaneet vankkaa nayttod
(Sibille ym. 2004). Ei myoskddn ole niin ettd masennusliddkkeiden aiheuttama
biologinen vaste olisi masennuksen vastakohta morfologisessa tai geneettisessid mielessi
(Gaiteri ja Sibille 2011). Kuitenkin jos useammat jo aiemmin 10ydetyt mielialaldékkeet
saavat aikaiseksi tavalla tai toisella TrB-aktivaatiota, on mahdollista, ettd reseptoriin

suoraan vaikuttamalla voidaan hoitaa mielialasairauksia.
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LITE 1

REAGENTS

100 ML OF LYSIS-BUFFER (W/O PHOSPHATASE-INHIBITORS) = NP-lysis

3 M Tris-HCI, pH 8.0 670 pl

5 M NaCl-solution 2740 pl

0.5 M NaF-solution 9600 pL = 9,6 ml
NP-40 (Nonidet 40) 1000 pl =1 ml
Glycerol 10000 pl =10 ml
MilliQ-water ad 100 ml

5 ML OF LYSIS-BUFFER CONTAINING INHIBITORS = NP++

100 mM NA;VO, (natriumortho-VOy,) -stock 100 pl
Complete inhibitor mix (25 x stock) 200 pl
Lysis-buffer ad 5000 pl

STRIPPING BUFFER

3 M Tris pH 6.8 20.8 ml
20% SDS 100 ml
Water ad 1000 ml

For 50 ml add 350 microl beta-mercaptoEtoH



LIITE 2

Fosfo-Trk ELISA for in vitro stimulation experimen

By: Tomi Rantamiki
Date: 3.7.2008

Day 1: Antibody coating
[. Preparation of the 96-well plate (OptiPlate 96 F HB, White, PerkinElmer)
- Antibodies
Anti-pan-Trk antibody (sc-11, 200 pl, 1:500 in Optacoat™, EY Laboratories)
- Seal the plate and incubate overnight on a shaker at +4°C

Day 2: Stimulations and sample incubation
[.Block with 2% BSA/PBS-T
-2 h at RT (300 pl), shaker
I1.Sample incubation
- Apply the cleared sample lysates from 24-well plates to the wells
- add 125u1 3%BSA/PBS-T (+2mM Na;VO3)
- Fill the empty wells if needed
- Seal the plate and incubate on a shaker overnight at +4°C

Day 3: Phospho-Tyr antibody
[.Wash 4 times with the PBS-T
- 300 pl using the plate washer
IL.pY antibodies
- clone PY20-biotin (200 ul, 1:1000 in 2% BSA/PBS-T; store at +4 °C)
- Seal the plate and incubate on a shaker at RT for 2 h OR at +4 °C over night

Day 3: Streptavidin-HRP
II1.Wash 4 times with the PBS-T
- 300 pl using the plate washer
1V.anti-mouse-HRP antibody
- Streptavidin-HRP (200 pl, 1:10000 in 2% BSA/PRS-T; store at -20°C)
- Seal the plate and incubate on a shaker at RT for 1h OR at +4 °C over night

Day 3: ECL detection
[.Wash 4 times with the PBS-T
- 300 pl using the plate washer ,
I1.Add 100 pl/well of premixed ECL reagent (1:1, Pierce)
- Important note: make the reagent mix at RT 5-10 min before application!
1. Count luminescence, | sec per well (at the DDCC, contact Pdivi Tammela)
- analyze the results obtained 3 min after ECL. administration




LIITE 3

Kéytetyt materiaalit ja laitteet

Materiaali Valmistaja
BDNF Preprotech
MGS87- Fibrablasti Regeneron

PBS Sigma
Optacoat-liuos AlerCheck
MCA2472 (antifofotyrosiini) ABD Serotec
BSA Pierce
Trypsiini-EDTA Invitrogen

Vesi ks. laitteet
Tween 20 Sigma

HBSS Sigma

sc-11 (anti-pan-Trk) Santa Cruz Biotechnology
DMEM Invitrogen
Laiteet Valmistaja
Levynpesija Wallac platewash

Biomek-nesteenkisittelyasema
Varioskan Flash-levynlukija
MilliQ-vedenpuhdistin

Levyn ravistelija Wallac Plate Shake

Beckman Coulter
Thermo Scientific
Millipore
PerkinElmer




LIITE 4

Solujen elatusaineen koostumus ja jako-ohje.

Elatusaine:

haluttu mééra DMEM:& (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
10 % kokonaistilavuudesta FCS (vasikan seerumi)

1 % kokonaistilavuudesta PS (penisilliini-streptomysiini)

1 % kokonaistilavuudesta L-glutamiinia

400g/mL konsentraatio G418

Jakaminen:

1. Tarkista solujen olevan laadukkaita mikroskoopilla. Poista sitten maljoista
vanha elatusaine. Pese malja PBS:114 ja ime neste pois.

2. Annostele maljalle Trypsiini-EDTA:ta ja vie malja viideksi minuutiksi
inkubaattoriin. Poista malja ja koputtele sitd kevyesti, niin ettd solut irtoavat
levystd. Annostele ne 60 millilitraan elatusainetta.

3. Annostele timé neste tasaisesti kuudelle uudelle maljalle

4. Vie uudet maljat takaisin inkubaattoriin
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