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Virtuaaliseulonnassa uusia potentiaalisia lddkeaineita pyritddn tunnistamaan
hyodyntamadlld tietoa sairauteen liittyvdn proteiinin rakenteesta ja ligandeista.
Tamdn tutkimuksen tarkoituksena oli kdyttdd virtuaaliseulontaa uusien
fosfodiesteraasi 10A (engl. phosphodiesterase 10A, PDE10A) - estdjien 16ytdamiseksi.
PDE10A toimii aivojen motorisia ja kognitiivisia toimintoja hallinnoivilla alueilla
ja se on yhdistetty esimerkiksi skitsofrenian ja Huntingtonin taudin kehittymiseen.
Tyossda luotiin ligandin muodon ja elektrostaattiset ominaisuudet kuvaavia
sitoutumismalleja sekd ligandipohjaisia, kvantitatiiviseen rakenne-
aktiivisuussuhteeseen perustuvia malleja. Malleilla seulottiin n. 140 000
ladkkeenkaltaista molekyylid sisdltdnyt tietokanta. Lupaavimpien molekyylien
sitoutumiskonformaatioiden tarkempaan arviointiin kaytettiin telakointia ja
sitoutumisenergialaskentaa. Parhaan ennusteen saaneet molekyylit testattiin
kokeellisesti ja ndistd kolmelle madritettiin mikromolaarinen ICsp-arvo. Uusien
PDE10A-estdjien aktiivisuuden ennustettiin perustuvan erityisesti Q716- ja Y683-
aminohappojen kanssa muodostuneisiin vetysidoksiin. Tutkimuksen tulokset
tarjoavat lihtokohdan uusien PDE10A:han kohdistuvien lddkeainemolekyylien
kehittdmiseen. =~ Luodut sitoutumisennusteet mahdollistavat loydettyjen
estdjamolekyylien  sitoutumisominaisuuksien parantamisen hyodyntamalld
kattavammin PDE10A:n sitoutumistaskussa havaitut potentiaaliset

vuorovaikutuskohdat.
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In virtual screening, information about the structure and ligands of a disease-
related protein is used to identify new potential drug candidates. The aim of this
study was to utilize virtual screening to discover novel phosphodiesterase 10A
(PDE10A) inhibitors. PDE10A operates in regions of brain related to motoric and
cognitive functions and it has been linked to several diseases, such as
schizophrenia and Huntington’s disease. In this study, models based on ligand
shape and electrostatics and on ligand-based quantitative structure-acitivity
relationship were created. The models were used to virtually screen a database of
140 000 drug-like molecules. Binding conformations of the most promising drug
candidates were evaluated more precisely by using molecular docking and
binding energy calculations. The best candidates were tested experimentally.
Three new PDE10A inhibitors with micromolar ICsp-values were discovered.
Activity of the new inhibitors was predicted to be based especially on hydrogen
bonding with the Q716 and Y683 residues in the PDE10A binding cavity. The
results of this study provide a starting point for development of new potent drug
molecules for PDE10A. The binding predictions created in this study enable
improvement of the binding properties of the discovered inhibitors by a more
comprehensive utilization of the potential interaction sites observed in the

PDE10A binding cavity.
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SANASTO JA LYHENTEET

SANASTO

ICso Estdjamolekyylin konsentraatio, jossa entsyymin aktiivisuus puolittuu

pICso ICsp-arvon negatiivinen kymmenkantainen logaritmi

LYHENTEET

cAMP Syklinen adenosiinimonofosfaatti (engl. Cyclic adenosine
monophosphate)

cGMP Syklinen guanosiinimonofosfaatti (engl. Cyclic guanosine
monophosphate)

CN Syklinen nukleotidi (engl. Cyclic nucleotide)

PDE Fosfodiesteraasi (engl. Phosphodiesterase)

PDB Protein Data Bank

HTS Suurikapasiteettinen seulonta (engl. High-throughput
screening)

QSAR/FQSAR Kvantitatiivinen rakenne-aktiivisuussuhde (engl.
Quantitative structure-activity relationship)

AAHHR Tyossd kdytetty farmakoforimalli

M-I/II/III Tyossad kdaytetyt PANTHER-mallit I-111

MOL(1-13) Virtuaaliseulonnalla 16ydetyt molekyylit 1-13

RMSD Neliollisen keskiarvon hajonta (engl. Root mean square
deviation)

MM/GBSA engl. Molecular mechanics/Generalized Born, surface area



1 JOHDANTO

Syklinen adenosiinimonofosfaatti (engl. Cyclic adenosine monophosphate, cAMP) ja
syklinen guanosiinimonofosfaatti (engl. Cyclic guanosine monophosphate, cGMP)
ovat solunsisdisid toisioldhettejd, joiden avulla vilitetddn useisiin elimiston
toiminnan kannalta elintdrkeisiin fysiologisiin prosesseihin liittyvid signaaleja.
Syklisten nukleotidien (engl. Cyclic nucleotide, CN) vilitykselld tapahtuva
signalointi on liitetty muun muassa solujen jakautumiseen ja erilaistumiseen,
geeniekspressioon, tulehdusreaktion syntymiseen, apoptoosiin, neuroplastisiin
prosesseihin sekd lukuisien metaboliatuotteiden synteesiin ja eritykseen
kohdistuvaan sddtelyyn (ks. katsausartikkeli Beavo ja Brunton 2002; ks.
katsausartikkeli Maurice ym. 2014). Taten ei ole ylldttavas, ettd cAMP- ja cGMP-
vélitteisen signaloinnin hdirididen on osoitettu toimivan useiden erilaisten
sairauksien taustatekijoind (ks. katsausartikkeli Maurice ym. 2014). Tam&d on
tehnyt CN-vdlitteisillda signalointireiteilld esiintyvistd toimijoista potentiaalisia

kohteita lddkeainekehitykselle.

1.1 Syklisten nukleotidien fosfodiesteraasit

Syklisten toisioldhettien konsentraation sditely on tdarked mekanismi signaloinnin
tuottamien fysiologisten vasteiden hallinnassa. Merkittdva osa tdstd sddtelystd
tapahtuu syklisten nukleotidien fosfodiesteraasien (engl. Cyclic nucleotide
phosphodiesterase, PDE) toimesta. Nisdkkdilld tavattavat PDE:t jaetaan 11 eri
proteiiniperheeseen ~ (PDE1-11), jotka eroavat toisistaan  esimerkiksi
primddrirakenteiltaan, substraattispesifisyyksiltddn ja kudosjakaumiltaan (ks.
katsausartikkeli Maurice ym. 2014). PDE-perheet koostuvat jopa useista
kymmenistd eri geenien koodaamista tai mRNA:n vaihtoehtoisella silmukoinnilla
tuotetuista alatyypeistd. PDE:t koostuvat rakenteellisesti vaihtelevasta N-

terminaalisesta  sddtelyalueesta sekd konservoituneesta C-terminaalisesta



katalyyttisesta domeenista. Yleisimmin s&dételyalue rakentuu yhdestd tai kahdesta
GAF-domeenista (PDE:t 2, 5, 6, 10 ja 11), jotka osallistuvat mm. proteiini-proteiini-
vuorovaikutusten muodostumiseen sekd PDE:en katalyyttisen aktiivisuuden
allosteeriseen sddtelyyn sitomalla cAMP:td tai cGMP:td (ks. katsausartikkeli
Zoraghi ym. 2004; ks. katsausartikkeli Francis ym. 2011). PDE:iden
substraattispesifisyys jakautuu seuraavasti: PDE:t 4, 7 ja 8 ovat cAMP-selektiivisid,
5, 6 ja 9 ovat cGMP-selektiivisid ja 1, 2, 3 10 ja 11 kykenevat hydrolysoimaan
molempia toisioldhettejd (ks. katsausartikkeli Maurice ym. 2014). PDE:iden
katalysoimassa reaktiossa cAMP:n tai cGMP:n sisdltdima 3’-5'-fosfodiesterisidos
katkaistaan hydrolyysin avulla, jolloin molekyylin syklisyys purkautuu ja
tuotteena saadaan 5’-adenosiinimonofosfaattia tai 5’-guanosiinimonofosfaattia
(Kuva 1). Reaktio johtaa siis CN-konsentraation laskuun, jonka seurauksena

vilitettdvan signaalin voimakkuus vaimenee.
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Kuva 1. Fosfodiesteraasien toiminta syklisten toisioldhettien vilitykselld tapahtuvan
signaloinnin sddtelyssd. cAMP:n tai cGMP:n vilitykselld tapahtuvassa signaloinnissa
solun ulkopuolisen signaalin (esim. hormoni tai hermosolujen vélittdjdaine) ottaa
tyypillisesti vastaan solukalvon G-proteiiniin (guaniininukleotidia sitova proteiini)
liittyvd  reseptori. Reseptorin  aktivoituminen stimuloi solun sisdpuolista,
adenosiinitrifosfaatista ~ (ATP) cAMP:td  tuottavaa  adenylaattisyklaasia  tai
guanosiinitrifosfaatista ¢cGMP:td tuottavaa guanylaattisyklaasia. Sykliset toisioldhetit
valittavat vastaanotetun signaalin eteenpdin aktivoimalla erilaisia solun sisdisid
efektoreja, kuten proteiinikinaaseja ja ionikanavia, saaden aikaan vastaanotetun signaalin
mukaisen fysiologisen vasteen. cAMP:n ja cGMP:n hydrolyysia katalysoivat PDE:t estdvét
toisioldhettien vuorovaikutuksen mainittujen efektorien kanssa, vaimentaen signaalin
voimakkuutta. PDE:en katalysoima cAMP:n hydrolyysireaktio on esitetty kuvan
vasemmassa alareunassa. Muokattu artikkelista Chappie ym. 2012.

Kuten todettua, cAMP:n ja cGMP:n konsentraatiota sddtelevit toimijat on jo
pitkddn ndhty erittdin potentiaalisina kohteina uusien lddkeaineiden kehitykselle.
Menestystd on saavutettu esimerkiksi astman ja diabeteksen hoidossa ladkkeilld,
jotka aktivoivat cAMP:td tuottavaa adenylaattisyklaasia stimuloivia G-proteiiniin
(guaniininukleotidia sitova proteiini) liittyvid reseptoreita (esim. salmeteroli,
Tamm ym. 2012; eksendiini-4, Parkes ym. 2013). PDE:iden useissa tutkimuksissa
osoitettu merkittdvd rooli CN-konsentraation sddtelyssda on johtanut myos PDE-
estdjamolekyylien kehitykseen CN-signaloinnin hdirioihin liitettyihin sairauksiin
kohdistuviksi lddkeaineiksi (ks. katsausartikkeli Maurice ym. 2014). Tunnettuja

PDE:ihin kohdistuvia lddkeaineita ovat esimerkiksi keuhkoahtaumaldikkeeni



nimi Viagra, Boolell ym. 1996).

1.2 Fosfodiesteraasi 10A ldadkeainekehityksen kohteena

Sekd cAMP:td ettd cGMP:td hajottava PDE10A (EC-numerot: 3.1.4.17 ja 3.1.4.35)
16ydettiin vuonna 1999 samanaikaisesti kolmen eri tutkimusryhmin toimesta
(Fujishige ym. 1999; Loughney ym. 1999; Soderling ym. 1999). PDE10A
ekspressoituu erityisesti aivojen tyvitumakkeiden motorisia ja kognitiivisia
toimintoja sddtelevilld alueilla, mikd on tehnyt siitdi mielenkiintoisen kohteen
erilaisiin psyykkisiin hdiriihin sekd hermoston rappeutumiseen johtaviin

sairauksiin kohdistuvien lddkeaineiden kehitykselle (Lakics ym. 2010).

PDE10A:n inaktivaatiolla on havaittu muun muassa antipsykoottisia ja
hermosoluja suojaavia vaikutuksia sekd poistogeenisissd ettd PDE10A-
selektiivisilld estdjamolekyyleilld testatuissa jyrsijamalleissa (mm. Siuciak ym.
2006; Schmidt ym. 2008; Grauer ym. 2009; Giampa ym. 2010; Harada ym. 2017).
Tama on johtanut useiden PDE10A-estdjien skitsofreniaan ja Huntingtonin tautiin
liittyviin Kkliinisiin tutkimuksiin (ks. katsausartikkeli Maurice ym. 2014).
Odottamattomien haitallisten sivuvaikutusten ilmeneminen sekd mainittujen
sairauksien kannalta riittamattomat ladkinnalliset vaikutukset ovat kuitenkin
toistaiseksi estdneet myyntiluvan saaneen PDE10A:han kohdistuvan lddkeaineen
kehityksen (ks. katsausartikkeli Heckman ym. 2016). Hiljattain 16ydettyjen uusien
mahdollisten ladkinnillisten vaikutusten johdosta entsyymi ndhdddan kuitenkin
edelleen potentiaalisena tutkimuskohteena. PDE10A-estéjille altistetuilla jyrsijoilla
on havaittu esimerkiksi muistin tehostumista, ja myds PDE10A:n potentiaalista
ylipainon ehkdisyyn liittyvan ladkityksen kohteena on saatu todisteita (Niccolini
ym. 2015; Hankir ym. 2016). Tastd syystd, kuten myo6s aiempien Kkliinisten
tutkimusten epdonnistumisten vuoksi, uudenlaisten PDE10A-estdjamolekyylien

I6ytdminen on ensiarvoisen tarkeda toimivien ladkeaineiden kehityksen kannalta.



Jopa tuhansia PDE10A:n aktiivisia ligandeja tunnetaan ja ndistd usean
sitoutumiskonformaatiota PDE10A:n katalyyttisessi ~domeenissa voidaan
tarkastella rontgensddekristallografisesti maédritettyjen 3D-mallien avulla (ks.
katsausartikkeli Chappie ym. 2012). Ligandeja ja PDEIOA:n Kkatalyyttisen
domeenin kiderakenteita on vapaasti saatavilla esimerkiksi Protein Data Bank
(PDB)-tietokannassa (Berman ym. 2000). PDE10A:n katalyyttisen domeenin
ligandin sitoutumistasku sisdltdd kaksi metallikationia, joiden ldheisyyteen
molemmat substraatit, cAMP ja cGMP, asettavat fosfaattiryhméansd (Kuva 2A).
Estdjamolekyylit puolestaan sijoittuvat tyypillisesti metalli-ioneista katsottuna
taskun vastakkaiselle laidalle (Kuva 2B ja D). Sekd substraatit ettd suurin osa
tunnetuista estdjamolekyyleistd vuorovaikuttavat Q716:n kanssa vetysidoksilla ja
F686:n  sekd F719:n  kanssa pakkautumalla ndiden vdliin aromaattisen
rengasrakenteen avulla (Kuva 2A ja C). Q716:n vieressd on lisdksi Y683, jonka on
havaittu muodostavan vetysidoksen joidenkin PDE10A-estdjien kanssa (Kuva 2C).
Q716 ja Y683:n muodostaman GLN-TYR-alueen lisdksi PDE10A-estdjien
sitoutumisen kannalta mielenkiintoisia alueita ovat esimerkiksi aminohappojen
P702, E711 ja G715 reunustama PDE10A:n selektiivisyystasku sekd T675:n ja
Q716:n vilinen, lisdvetysidoksien avulla sitoutumista potentiaalisesti tehostava
alue (THR-alue; Kuva 2D). PDE10A:n selektiivisyystaskua ei havaita PDE10A:n
lisdksi muilla PDE-tyypeilld, mikd tekee siitd d@drimmdisen hyodyllisen alueen
PDE10A-estdjien selektiivisyyden tehostamiseen (Verhoest ym. 2009). Osa
PDE10A-estdjistd ulottaa ryhmid myo6s taskun keskiosaan, kohti mainittuja

metalli-ioneita (Kuva 2D).



Kuva 2. PDE10A:n katalyyttinen domeeni ja sen tunnettuja ligandeja. A. PDE10A:n
katalyyttisen domeenin rakenne ja adenosiinimonofosfaatin (AMP) sitoutuminen. AMP
on PDE10A:n katalysoiman reaktion tuote. Kuvassa PDB-rakenne 20UN (Wang ym.
2007). B. AMP:n ja tunnetun PDE10A-estdjan (15]) sijoittuminen PDE10A:n ligandin
sitoutumistaskussa. 15]:n PDB-rakenne 4HEU (Rzasa ym. 2012) C. PDE10A-estdja 15]:n
sitoutuminen. D. Viiden tunnetun PDEI10A-estdjan sijoittuminen sitoutumistaskussa
(PDB-rakenteet: 4HEU; 3SN7: Malamas ym. 2011; 3WYK: Kunitomo ym. 2014; 4HF4:
Rzasa ym. 2012; 5AXP: Yoshikawa ym. 2015). Kuvaan on merkitty myo6s sitoutumisen
kannalta tédrkeitd ja siten ladkeainekehityksen kannalta mielenkiintoisia alueita. Violetilla
on rajattu THR-alue, mustalla GLN-TYR-alue ja turkoosilla PDE10A:n selektiivisyystasku.
Paneeleissa A ja C happi punaisella ja typpi siniselld. Paneelissa A ligandin hiili
turkoosilla ja kuvassa C sinivihredlld. Aminohappojen hiili on esitetty harmaalla
molemmissa kuvissa. Vetysidokset on merkitty violeteilla katkoviivoilla.

1.3 Virtuaalinen liikeaineseulonta

Rationaalinen lddkeainesuunnittelu on viimeisten vuosikymmenien aikana
noussut yhd tdrkeammaéksi lddkeainekehityksen suuntaukseksi perinteisen
yritykseen ja erehdykseen perustuvan kokeellisen suurikapasiteettisen seulonnan
(engl. High-throughput screening, HTS) rinnalle. Siind missd HTS:ssd pyritdan
loytdmédan potentiaalisimmat lddkeainemolekyylit testaamalla kokeellisesti jopa
miljoonia yhdisteitd ja arvioimalla ndiden aikaansaamia biologisia vasteita,
rationaalisessa lddkeainesuunnittelussa tutkitun sairauden aiheuttajaksi epdillyn

proteiinin rakenne otetaan huomioon testattavien yhdisteiden valinnassa.



Rationaaliseen lddkeainesuunnitteluun olennaisesti kuuluvat tietokonepohjaisesti
kaytettavat virtuaaliset seulontamenetelmit, joiden avulla suurikokoisten
molekyylitietokantojen arviointi pystytddn tekemddn &ddrimmadisen nopeasti ja
kustannustehokkaasti kokeelliseen HTS:ddn verrattuna (ks. katsausartikkeli
Bajorath 2002). Virtuaaliseulonnan hyodyllisyys on osoitettu esimerkiksi
tutkimuksessa, jossa saatiin aikaan kuusinkertainen aktiivisten ligandien rikastus
angiogeniini-entsyymiin kohdistuneen HTS-kampanjan tuloksiin verrattuna
(Jenkins ym. 2003). Onnistunut virtuaaliseulontaprojekti mahdollistaa siis
kokeellisesti testattavien molekyylien méadran merkittavan vahentdmisen, johtaen

ladkeaine-etsinnidn tehokkuuden kasvuun.

Virtuaaliseulontamenetelmit jaetaan perinteisesti rakenne- ja ligandipohjaisiin
menetelmiin. Rakennepohjaiset menetelmdt perustuvat saatavilla olevaan
kohdeproteiinin =~ rakenteeseen  liittyvdan  tietoon, kuten  esimerkiksi
rontgenkristallografisesti madaritetyissd 3D-malleissa ndhtédviin proteiinin ja
ligandin vilisiin  vuorovaikutuskohtiin. Rakennepohjaisista menetelmista
tunnetuimpana voidaan pitdd telakointia, jossa ligandeja yritetddn sovittaa
kohdeproteiinin ligandin sitoutumistaskuun. Telakointialgoritmit kayttavat
erilaisia sitoutumisaffiniteettia laskennallisesti kuvaavia pisteytysfunktioita,
joiden avulla saadaan tuotettua ennuste kunkin ligandin optimaalisesta
sitoutumiskonformaatiosta sekd arvio kyseisen konformaation sitoutumisen

voimakkuudesta (mm. Jones ym. 1997; Friesner ym. 2004; Korb ym. 2009).

Ligandipohjaiset virtuaaliseulontamenetelmét ovat erityisen hyodyllisid, jos
riittdvad madrad rakenteellista informaatiota kohdeproteiinista ei ole saatavilla.
Ligandipohjaisten menetelmien kaytto vaatii, ettd kohdeproteiinille tunnetaan
vahintdan yksi ligandi, jonka aktiivisuus on kokeellisesti madritetty. Tunnettuja
ligandipohjaisia menetelmid ovat esimerkiksi farmakoforimallinnus seké erilaisiin
ligandeja kuvaaviin tekijoihin, kuten muotoon ja elektrostaattisiin ominaisuuksiin,
perustuva samankaltaisuusvertailu (mm. Dixon ym. 2006a; Vainio ym. 2009).
Ligandipohjaiset menetelmat eivit tyypillisesti vaadi yhtd suuria laskennallisia

resursseja kuin rakennepohjaiset menetelmét. Toisaalta rakenteellisesti tdysin



uudenlaisten aktiivisten molekyylien 1oytdminen on ligandipohjaisilla

menetelmilld usein haastavaa.

Oman lisdnsd virtuaaliseulontaan tuovat myos erilaiset koneoppimismenetelmat.
Erds suosituimmista koneoppimiseen perustuvista menetelmistd on kohteeseen
sitoutuvien ligandien  kvantitatiivisen = rakenne-aktiivisuussuhteen (engl.
Quantitative structure-activity relationship, QSAR) mallinnus. QSAR-mallinnus
perustuu usean muuttujan lineaariseen regressioanalyysiin, jossa kédytettdva
algoritmi  pyrkii 1oytdmdan  korrelaation ligandijoukon rakenteellisia
ominaisuuksia kuvaavien muuttujien ja kokeellisesti maaritettyjen aktiivisuuksien
valiltd. Toimivalla QSAR-mallilla voidaan ennustaa erilaisten rakenteellisten
ominaisuuksien vaikutus ligandin aktiivisuuteen. QSAR-mallinnusta kdytetdan
yleisesti esimerkiksi uusien lddkeainekandidaattien kemiallisen optimoinnin

tukena (Lewis 2005).

Sekd rakenne- ettd ligandipohjaisilla menetelmilldi on useissa tutkimuksissa
onnistuttu loytamaan uusia potentiaalisia lddkeainekandidaatteja (mm. Schuster
ym. 2008; Markt ym. 2009). Virtuaaliseulonnan tyypillisend ongelmana esiintyy
kuitenkin sitoutumisen voimakkuutta arvioivien pisteytysfunktioiden hyvin
tapauskohtainen toimivuus, joka usein ndkyy kokeellisissa testeissd ns. vadadrind
positiivisina yhdisteind. Tdhdn ongelmaan on onnistuttu tuomaan helpotusta
yhdistamalld pisteytysfunktioita ja valikoimalla kokeellisiin testeihin molekyylej4,
jotka menestyvéat hyvin kaikkien kéytettyjen funktioiden arvioinnissa (Charifson

ym. 1999; Stahl ja Rarey 2001).

1.4 Tutkimuksen tavoitteet

Runsain madrin saatavilla oleva rakenne- ja ligandipohjainen informaatio tekee
PDE10A:sta erinomaisen kohteen virtuaaliseulontaprojektille. PDE10A:lle on
aiemmin tehty muun muassa farmakofori- ja telakointipohjaista virtuaaliseulontaa
kohdistuen sekd katalyyttiseen domeeniin ettd entsyymin toimintaa sddtelevadn

GAF-domeeniin (Garcia ym. 2017; Fan ym. 2018). Telakointia on kdytetty myos



uusien kokeellisesti aktiiviseksi maddritettyjen PDE10A-estdjien
sitoutumiskonformaatioiden ennustamiseen (Codutti ym. 2017). Tamaéan

tutkimuksen tavoitteet olivat:

1. Loytdd uusia potentiaalisia PDE10A-estdjamolekyyleja virtuaaliseulonnan

avulla.

2. Ennustaa parhaiden seulonnassa l6ytyneiden kandidaattien sitoutuminen

ja testata ennusteiden perusteella lupaavimmat molekyylit kokeellisesti.

3. Arvioida Ioydettyjen aktiivisten PDE10A-estdjien potentiaalia uusiksi
ladkeaineiksi kokeellisesti maddritetyn tehokkuuden sekd laskennallisesti

ennustettujen ladkkeenkaltaisten ominaisuuksien perusteella.

Tutkimuksessa  testattiin ~ erityisesti =~ rakenne- ja  ligandipohjaisen
virtuaaliseulonnan yhdistivdid PANTHER-menetelm&d, jota ei ole aiemmin
kdaytetty PDE10A-estdjien virtuaaliseulonnassa (Niinivehmas ym. 2015).
PANTHER:n toimivuus ja erityisesti sen aktiivisten ja inaktiivisten molekyylien
erottelukyky on useissa tutkimuksissa osoitettu yhtd hyvéksi tai paremmaksi kuin
tunnetuilla telakointi- ja ligandipohjaisilla menetelmilld (Niinivehmas ym. 2011,
2015, 2016, 2018; Kurkinen ym. 2018; Rauhamaki ym. 2018; Rauhamaéki ym. 2018).
Lisdksi  kéytettiin  jo aiemmin toimivaksi osoitettua ligandipohjaista
farmakoforiseulontaa. Tyon padhypoteesina oli, ettd tunnettujen PDE10A-estdjien
tysikokemiallisiin ~ ominaisuuksiin sekd PDE10A:n  saatavilla olevaan
rakenteelliseen informaatioon perustuvan virtuaaliseulonnan avulla 16ydetdan

uusia aktiivisia PDE10A-estdjid.



10

2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Aineiston valmistelu

2.1.1 Ligandien valmistelu

Tydssd hyodynnettiin ennalta tunnettujen PDE10A-estdjamolekyylien kokeellisesti
maddritettyd aktiivisuusdataa. PDE10A-estdjien SMILES-rakenteet ja ndiden
tehokkuutta kuvaavat ICsp-arvot haettiin bioaktiivisia, lddkkeenkaltaisia
pienmolekyylejd sisédltdvasta ChEMBL-tietokannasta (Bento ym. 2014; haettu
22.6.2016). ICsp-arvot muunnettiin logaritmiseen muotoon (pICsp) kaavalla -
log10(ICs0), jossa ICsp on yksikossd mol/l. Tyon eri vaiheissa kdytettiin kahta
ChEMBL:std haettua aktiivisten PDE10A-estdjien joukkoa, MJ1 ja MJ2. MJ1 koostui
78 molekyylistd, joiden pICso oli vililla 6,7 - 10,3 (Malamas ym. 2011). M]2 koostui
53 molekyylistd, joiden pICs oli vililld 3,5 - 10,2 (Rzasa ym. 2012, 2014).

Ligandit valmisteltiin MAESTRO-kayttoliittymassa (v. 10.5.013, Schrodinger, LLC,
New York, NY, 2016). Ligandien rakenteet kddnnettiin 3D-muotoon ja vetyatomit
lisdttiin MAESTRO:n LIGPREP-ohjelmalla (Schrodinger, LLC, New York, NY,
2016), kayttdaen OPLS3-voimakenttdd, jonka on osoitettu ennustavan
sitoutumisaffiniteetit laajalle joukolle proteiineja ja ligandeja hyvalla tarkkuudella
(Harder ym. 2016). Ligandien ionisaatiot ja tautomerisaatiot mddritettiin pH:ssa
74 EPIK:ld (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2016; Shelley ym. 2007;
Greenwood ym. 2010). Ylimé&ardiset molekyylit, kuten vesimolekyylit ja ionit,
poistettiin. Jokaiselle ligandille tuotettiin enintddn 32 stereoisomeeria ja

rengasrakenteille valittiin yksi matalaenerginen konformaatio ligandia kohden.

LIGPREP:1l4 valmistelluille ligandeille tuotettiin lisdkonformaatioita MAESTRO:n
CONFGEN:lld (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2016; Watts ym. 2010).
Konformaatioiden etsintddn kaytettiin “Intermediate”-etsintdstrategiaa, joka
tuottaa enintddn 75 konformaatiota jokaista ligandin vapausastetta kohden,
prosessin nopeuden kuitenkaan liiaksi karsimattd. MJl:lle CONFGEN tuotti
yhteensd 783 ja MJ2:1le 2502 konformaatiota.



11

Kaikki tyon aikana tehdyt seulonnat kohdistettiin n. 140 000 lddkkeenkaltaista
molekyylid sisdltineeseen SPECS-tietokantaan (Specs 10 mg, 4/2016, enintddn 8
pyorivdd sidosta, molekyylipaino 250-600 g/mol; www.specs.net). SPECS-
tietokannan molekyylien valmistelu ja lisdkonformaatioiden tuotto tehtiin

vastaavasti kuin edelli.

2.1.2 Proteiinirakenteiden valmistelu

Tyossd kaytetyt PDE10A-kiderakenteet saatiin PDB-tietokannasta (www.rcsb.org;
Berman ym. 2000). Rontgensddekristallografisesti madritetyt PDB-rakenteet 3SN7
ja 4HEU valittiin kéaytettdviksi PANTHER-mallinnuksessa ja telakoinnissa
(Malamas ym. 2011; Rzasa ym. 2012). 3SN7:n resoluutio oli 1,82 A ja 4HEU:n 2 A,

ICs0 = 0,097 nM), jotka kayttivat sitoutumiseen osin eri alueita sitoutumistaskusta.
Rakenteet visualisoitiin ja ndiden Ca-atomit aseteltiin pddllekkdin BODIL-
molekyylimallinnusympaériston VERTAA-ohjelman avulla (Lehtonen ym. 2004).
Ennen PANTHER-mallinnusta rakenteisiin lisdttiin vetyatomit pH:sa 7,4
REDUCE-ohjelmalla (v. 3.24.130724; Word ym. 1999). Kaikkia telakointeja varten
rakenteet valmisteltiin  MAESTRO:n Protein Preparation Wizard-tyokalulla
(Schrodinger, LLC, New York, NY, 2016; Sastry ym. 2013). Sidoskulmat ja -
pituudet tarkastettiin ja tarvittaessa korjattiin ja vetyatomit lisadttiin.
Sitoutumistaskun Mg?*- ja Zn?*-ionien ja ympaéroivien atomien varaukset sekd
ndiden viliset sidokset optimoitiin. Puuttuvat aminohappojen sivuketjut lisittiin
PRIME:l4 (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2016; Jacobson ym. 2002, 2004).
Vesimolekyylit poistettiin kaikista rakenteista, koska ndiden ei havaittu
olennaisesti vaikuttavan telakointituloksiin. Samoin poistettiin kiteytykseen
liittyvéat ionit ja pienmolekyylit. Rakenteiden vetysidosverkostot optimoitiin ja
histidiinien, aspartaattien ja glutamaattien protonaatiot ennustettiin pH:ssa 7,4
PROPKA:n avulla (Bas ym. 2008). Rakenteiden energiaminimoinnissa kaytettiin
OPLS3-voimakenttdd. Minimoinnissa raskaiden atomien sijoittumisessa sallittiin

enintddan 0,3 A:n poikkeama alkuperdiseen rakenteeseen verrattuna.
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2.2 Virtuaaliseulonta

PDE10A-estdjien virtuaaliseulonta suoritettiin farmakofori- ja PANTHER-mallien
sekd QSAR-mallien avulla. Jokaisella mallilla pyrittiin loytamadan SPECS-
molekyylitietokannasta tarpeeksi pieni méddrd potentiaalisia PDE10A-estdjid, jotta
ndiden sitoutumisen ennustaminen ja ennusteiden visuaalinen tarkastelu olisi
laskentaresurssien ja ajankdyton kannalta jarkevad. Tyon kulku on esitetty alla

(Kuva 3).

RAKENNEPOHJAISET LIGANDIPOHJAISET
MENETELMAT MENETELMAT
» PANTHER- J@ég;;ﬁ + FARMAKOFORI-
MALLINNUS <% "'.;; MALLINNUS
4%

UUDELLEENPISTEYTYS

KVANTITATIIVINEN SEULONTA SEULONTA

RAKENNE-
AKTIIVISUUSSUHTEEN
MALLINNUS (QSAR)

SITOUTUMISEN

ENNUSTAMINEN /%}“\I:J\

* TELAKOINTI

+ ENERGIAMINIMOINTI KOKEELLINEN UUﬂSﬂmEN
*  SITOUTUMISENERGIA- TESTAUS
LASKENTA

Kuva 3. PDE10A-estdjien virtuaaliseulontaprojektin kulku. Virtuaaliseulontaa tehtiin
tyossd farmakofori- ja PANTHER-malleilla. Farmakoforiseulonnan ja kahden PANTHER-
seulonnan tulokset pisteytettiin uudelleen kyseisten mallien pohjalta luotujen QSAR-
mallien avulla parhaiden seulontatulosten joukossa esiintyvien molekyylien
fysikokemiallisten ~ominaisuuksien parantamiseksi. Kullakin mallilla 16ydettyjen
lupaavimpien molekyylien sitoutuminen ennustettiin telakoinnin, energiaminimisaation
ja sitoutumisenergialaskennan avulla. Lopulliset valinnat kokeellisesti testattaviksi
PDE10A-estdjakandidaateiksi tehtiin sitoutumisennusteiden visuaalisen arvioinnin
perusteella.

2.2.1 Farmakoforimallinnus

Farmakoforimallinnuksessa  aktiivisten = molekyylien  pd&illekkdinasettelun
perusteella etsitddn aktiivisuuden selittavit farmakoforipisteet. Farmakoforipisteet
kuvaavat aktiivisuuden kannalta merkityksellisid sitoutumista edistdvid

kemiallisia ~ ryhmid, kuten esimerkiksi vetysidoksen luovuttaja- ja
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vastaanottajaryhmid tai hydrofobisia ryhmid, sekd ndiden ryhmien avaruudellisen

sijoittumisen toisiinsa ndhden.

Ligandipohjainen farmakoforimalli tuotettin MAESTRO:n PHASE-ohjelmalla
(Dixon ym. 2006a, b). Malli muodostettiin MJ1:n avulla. Ligandien valmistelu ja
konformaatioiden tuotto tehtiin LIGPREP:1ld ja CONFGEN:ll4 vastaavasti kuin
edelld. Molekyylit, joiden plICsp oli vdhintddan 8,0 maddritettiin aktiivisiksi ja
molekyylit, joilla arvo oli alle 7,5 inaktiivisiksi. Mallilta vaadittiin viiden
farmakoforipisteen kayttod ja sithen tuli siséllyttdd vahintaan 35/42 aktiiviseksi
luokitellusta molekyylistdi. PHASE:n tuottamista malleista valittiin aktiivisia
molekyylejd  parhaiten  edustanut (kelpoisuuspisteet ~ 3,904) kaksi
vetysidosvastaanottajaa (A), kaksi hydrofobista ryhmaa (H) ja yhden aromaattisen

renkaan (R) sisdltanyt malli (AAHHR).

2.2.2 PANTHER-mallinnus ja seulonta

Yhteensd kolmea eri PANTHER-mallia (M-I, M-II ja M-III) kaytettiin SPECS-
tietokannan seulontaan. PANTHER luo mallinnettavasta taskusta negatiivikuvan,
joka kuvaa taskuun sopivan optimaalisen ligandin muodon ja mahdollisten
elektrostaattisten vuorovaikutuskohtien sijainnit (Niinivehmas ym. 2015).
Seulonta suoritetaan ligandien muotoa ja elektrostaattisia ominaisuuksia
darimmadisen nopeasti vertaavalla SHAEP-ohjelmalla (Vainio ym. 2009). SHAEP
vertaa tutkittavia lddkeainekandidaatteja PANTHER-malliin ja pisteyttdd
molekyylit sen mukaan, kuinka hyvin ndmd toteuttavat mallin muodon ja
elektrostaattiset ominaisuudet. SHAEP tuottaa jokaiselle molekyylille myds mallin
parhaiten toteuttavan konformaation, joka toimii samalla ennusteena molekyylin

sitoutumiskonformaatiosta.

M-I luotiin PDB-rakenteen 3SN7 avulla. M-I:n keskipisteeksi asetettiin 3SN7:n
ligandin keskusatomi. Mallin sallittiin ulottua 12 Am piadhin keskipisteestd.
Lisiksi malli rajattiin ulottumaan korkeintaan 1 An péihin 3SN7:n ligandin
ddrirajoista. M-I:'n neutraalien pisteiden mddrdd pienennettiin asettamalla C-

atomien siteeksi 2,25 A. Malliin sisillytettiin molekyylifragmentti, joka oli saatu
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edellai ~ kuvatun =~ AAHHR-farmakoforiseulonnan = parhaan  molekyylin
telakointituloksesta (FRAG1). Molekyyli valmisteltiin LIGPREP:1ld ennen
FRAGI:n eristystd kuten edelldi. FRAGl:n sisdltdmdt vetyatomit poistettiin.
PANTHER:n tuottamat pisteet poistettiin fragmentin peittamaltd alueelta.

M-II:n luonnissa kéaytettiin PDB-rakennetta 4HEU. M-II tuotettiin samoilla
PANTHER-asetuksilla kuin M-I. Malliin siséllytettiin 4HEU:n ligandista eristetty
hydroksyyliryhmd, jonka peittamaéltd alueelta PANTHER:n luomat pisteet
poistettiin. Hydroksyyliryhmén atomeille asetettiin PANTHER:n varauskirjaston

(charges.lib) mukaiset seriinin hydroksyyliryhmén varaukset.

M-III tuotettiin muokkaamalla M-I:a. Hydroksyyliryhméa poistettiin. Malliin
lisdttiin PDB-rakenteen 3SN7 ligandista eristetty fragmentti (FRAG2). Fragmentin
kanssa paéllekkdiset PANTHER:n tuottamat pisteet poistettiin. Lisdksi FRAG2:n ja
poistetun hydroksyyliryhmédn vilissd sijainneet pisteet poistettiin. FRAG2:n
polaarisille atomeille annettiin n4ita ldhelld olleen Q716:n aminoryhmaén vetyjen ja

Y514:n sivuketjun hapen PANTHER:n varauskirjaston mukaiset vastinvaraukset.

2.2.3 Kvantitatiivisen rakenne-aktiivisuussuhteen mallinnus

Tyossd luotiin yhteensd kolme PDE10A-estdjien kvantitatiivista rakenne-
aktiivisuussuhdetta kuvaavaa QSAR-mallia. Mallien luontiin kéytettiin
MAESTRO:n Field-Based QSAR-ohjelmaa (FQSAR; Schrédinger, LLC, New York,
NY, 2016). FQSAR-mallissa aktiivisten molekyylien joukon perusteella luodaan
kenttig, jotka kuvaavat molekyylien fysikokemiallisten ominaisuuksien vaikutusta
aktiivisuuteen. Kenttien sijaintien ja intensiteettien laskenta tehtiin Gaussin
funktioon perustuvalla menetelmalld (Klebe ym. 1994; Klebe ja Abraham 1999).
Viisi fysikokemiallista ominaisuutta arvioitiin: tilantdytts, hydrofobisuus,
elektrostaattiset ominaisuudet ja vetysidosten vastaanottajat sekd luovuttajat.
Nédiden ominaisuuksien ja aktiivisuuden vilinen korrelaatio etsittiin
monimuuttujamenetelmiin lukeutuvan PLS-analyysin (engl. Partial least squares)
avulla. Mallit luotiin farmakoforimalli AAHHR:n sekd PANTHER-mallien I ja II

avulla tehtyjen aktiivisten PDE10A-estdjien pddllekkdinasettelujen perusteella ja
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niitd kéaytettiin kyseisten mallien seulontatulosten uudelleenpisteytykseen.
AAHHR- ja M-I-pohjaisten mallien paillekkdinasettelu tehtiin MJ1:1ld ja M-II-
pohjaisen mallin pédillekkdinasettelu MJ2:1la. Malleja luotaessa 80 % aktiivisista
molekyyleistd asetettiin koulutusjoukkoon, jonka pohjalta kukin malli luotiin. 20
% molekyyleistad asetettiin testijoukkoon, jota kdytettiin mallin validointiin. Joukot
luotiin satunnaisjaolla. Mallien kelpoisuutta arvioitiin koulutus- ja testijoukon
kokeellisen ja ennustetun aktiivisuuden vilistd korrelaatiota kuvaavien R?- ja Q?-
arvojen avulla. Lisdksi mallien yliennustavuus pyrittiin valttimdan MAESTRO:n
tuottamaa R? Scramble-arvoa seuraamalla. Liian suuri R? Scramble (yli 0,5)
tarkoittaa, ettd malli 16ytdd rakenteen ja aktiivisuuden vilisen korrelaation myds
koulutusjoukolle, jossa ligandien aktiivisuusdata on sekoitettu. Tdllainen malli on
yliennustava eikd siten luotettava. Kunkin pé&dllekkdinasettelun parasta mallia

kéaytettiin SPECS-tietokannan molekyylien pICsp-arvojen ennustamiseen.

2.3 Sitoutumisennusteet

Malleilla AAHHR, M-I, M-II ja M-III tehtyjen seulontojen parhaiden molekyylien
sitoutuminen ennustettiin SHAEP-samankaltaisuusvertailun ja telakoinnin avulla.
Lupaavimpien SHAEP- ja telakointitulosten sitoutumista arvioitiin lisdksi

tarkemmin energiaminimisaation ja sitoutumisenergialaskennan avulla.

2.3.1 Telakointi

Telakoinnit  suoritettiin  PLANTS-telakointiohjelmalla  (Korb ym. 2009).
Telakointikoordinaatit maddritettiin kiderakenteiden alkuperdisten ligandien
avulla. PLANTS-telakoinnissa kaytettiin ~CHEMPLP-pisteytysfunktiota ja
nopeusasetuksena tarkimman ennusteen mahdollistavia parametreja (speed 1-
asetus). Osassa PLANTS-telakoinneista jokaiselle ligandille tuotettiin neljd parasta
telakointikonformaatiota. Samaa ligandia edustavien konformaatioiden atomien
sijoittumisen nelidllisen keskiarvon hajonnaksi (engl. Root mean square deviation,

RMSD) sallittiin enintdan 2,0 A.
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PLANTS:n on osoitettu tuottavan kiderakenteissa havaittavien ligandien
sitoutumiskonformaatiot hyvilld tarkkuudella (RMSD < 2 A; Korb ym. 2009).
PLANTS:n suoriutuminen PDE10A-estdjdn sitoutumiskonformaation
ennustuksessa  testattiin  telakoimalla  PDB-rakenteessa = 3SN7  ndhtdva
estdjamolekyyli kyseiseen rakenteeseen. 3SN7:n ligandin sitoutumiskonformaatio
ennustettiin RMSD-arvolla 0,56 A, joka osoitti PLANTS:n kiyttskelpoisuuden
PDE10A:han kohdistuvien lddkeainekandidaattien sitoutumisen ennustamisessa.
RMSD-arvo laskettiin vertaamalla telakoitua ja kiderakenteen

sitoutumiskonformaatiota MAESTRO:ssa.

2.3.2 Energiaminimisaatio ja sitoutumisenergialaskenta

Farmakofori- ja PANTHER-seulontojen tuloksia jalkikasiteltin MAESTRO:n
PRIME MM/GBSA:lla (engl. Molecular mechanics/Generalized Born, surface area;
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2016). Virtuaaliseulontatulosten jalkikdsittelyn
MM/GBSA:lla on aiemmin osoitettu olevan hyodyksi aktiivisten molekyylien
tunnistuksessa (Niinivehmas ym. 2011). MM/GBSA:n avulla tuotettiin arviot
ladkeainekandidaattien = sitoutumisenergiasta. = PANTHER-seulonnalla  ja
telakoinnilla tuotetuille ligandi-proteiinikomplekseille tehtiin energiaminimoinnit
sitoutumiskonformaation tarkempaa visuaalista arviointia varten.
Sitoutumisenergialaskut ja energiaminimisaatiot suoritettiin kdyttden OPLS3-
voimakenttdd ja implisiittistda VSGB 2.1-solvaatiomallia (Li ym. 2011).
Energiaminimisaatio tehtiin aminohapoille 4 A:n siteelld ligandista. MM/GBSA:n
antamia arvioita kunkin ligandin sitoutumisenergiasta verrattiin kadytetyn

rakenteen alkuperdiselle ligandille laskettuun sitoutumisenergiaan.

2.4 Lidkeainekandidaattien valinta kokeellisiin testeihin

AAHHR-seulontatulosten pICsp-arvot ennustettiin  FQSAR-mallilla. Taman
perusteella 75:n parhaan molekyylin sitoutuminen ennustettiin. Ligandipohjaisesti
muodostetut farmakofori- ja FQSAR-mallit eivat sisédlld tietoa kohdeproteiinin

rakenteesta ja siten seulontatulosten mahdollisesta sitoutumisesta. Tamén takia
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sitoutumisennusteet farmakoforiseulonnan tuloksille muodostettiin PLANTS-
telakointiohjelman  avulla. Molekyylit telakoitiin = rakenteeseen = 3SN7.

Telakointituloksille tehtiin energiaminimisaatio ja sitoutumisenergian arviointi

MM /GBSA:1la.

M-In ja M-I:n PANTHER-seulontojen 5000 parhaan molekyylin plCso-arvot
ennustettiin FQSAR-malleilla. Energiaminimointi ja sitoutumisenergialaskenta
tehtiin FQSAR-mallien mukaan M-I:n 100 parhaan molekyylin ja M-II:n 47
parhaan molekyylin SHAEP-konformaatioille. M-IlI-seulonnan 100:1le SHAEP:n
parhaiten  pisteyttdmélle molekyylille  tuotettiin  my6s  vaihtoehtoiset
sitoutumisennusteet telakoimalla ndmé& rakenteeseen 3SN7 ja ndille suoritettiin
energiaminimisaatio ja sitoutumisenergian arviointi. Lopulliset valinnat
kokeellisesti testattaviksi lddkeainekandidaateiksi tehtiin kunkin mallin tulosten
sitoutumisennusteiden visuaalisen tarkastelun perusteella. Erityisesti etsittiin
ligandin ja proteiinin vélilldi muodostuvia vety- ja halogeenisidoksia sekd
hydrofobisia ja aromaattisten ryhmien vilisia vuorovaikutuksia. Myos

MM/GBSA:n ennustamat sitoutumisenergiat otettiin huomioon valinnoissa.

Molekyylien soveltuvuutta PDE10A:han kohdistuviksi lddkeaineiksi arvioitiin
myds MAESTRO:n QIKPROP-ohjelmalla (v. 5.1). Ohjelmalla ennustettiin valituille
molekyyleille QPlogBB-arvo, joka kuvaa molekyylin kykya ldpdistd veriaivoeste.
Arvoa verrattiin ohjelman jakelijan (Schrodinger, USA) ilmoittamiin viitearvoihin,

joiden mukaan 95 % tunnetuista lddkeainemolekyyleistéd saa arvon vililla -3 - 1,2.

2.5 Kokeellinen testaus

Kokeellisiin testeihin valitut lddkeainekandidaatit testautettiin kaupallisella
toimijalla (SB Drug Discovery, Glasgow, Iso-Britannia). PDE10A oli tuotettu
bakulovirusekspressiosysteemissda. Molekyyleille madritettiin ICsp-arvot PDE-
perheen entsyymiaktiivisuuden testauksessa yleisesti kdytetylld, 96-kuoppalevylle
sopivaan muotoon muokatulla, radiometriselld mittauksella (Thompson ja

Appleman 1971). Kontrollimittauksessa PDE10A-estdjand kaytettiin papaveriinia.
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Papaveriinille madéritettiin ICsp-arvoksi 147 nM, joka vastasi hyvin testaajan
aiempia tuloksia, varmistaen kokeen toimivuuden. Aktiivisiksi PDE10A-estdjiksi

madritettiin molekyylit, joiden mitattu ICsp-arvo oli pienempi kuin 100 uM.

2.6 Kuvat

Ty6ssd ndhtaviat kuvat tuotettiin ohjelmilla BODIL (v. 0.8.1; Lehtonen ym. 2004),
VMD (v. 1.9.2; Humphrey ym. 1996), MOLSCRIPT (v. 2.1.2; Kraulis 1991),
BIOVIA DRAW 2016 (Dassault Systémes, San Diego, CA, USA, 2016), MAESTRO
(Schrodinger, LLC, New York, NY, 2016) ja RASTER3D (v. 3.0.2; Merritt ja Bacon
1997).
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3 TULOKSET

3.1 Farmakofori- ja PANTHER-seulonnalla 13 uutta potentiaalista PDE10A-

estdjad

Ligandipohjaisesti tuotetulla AAHHR-farmakoforimallilla (Kuva 4) pyrittiin
kuvaamaan aktiivinen PDE10A-estdja M]Jl:le tehdyn pddllekkdinasettelun ja
aktiivisuusdatan perusteella. AAHHR:n geometriassa olennaisena pidettiin
erityisesti vetysidosvastaanottajan ja aromaattisen rengasrakenteen sijoittumista.
Mallin toteuttavan molekyylin katsottiin muodostavan useissa PDE10A:n
kiderakenteissa havaitut vuorovaikutukset Q716:n sekd F686:n ja F719:n kanssa.
Toisen vetysidosvastaanottajan arvioitiin tehostavan sitoutumista Y514:n kanssa
mahdollisesti muodostuvan vetysidoksen avulla. Hydrofobiset farmakoforipisteet
mahdollistivat hydrofobiset vuorovaikutukset V668:n, 1682:n ja L665:n kanssa.
AAHHR:1l& suoritettu SPECS-tietokannan seulonta tuotti yhteensd n. 14 000

osumaa.

Kuva 4. PDE10A-estijien virtuaaliseulonnassa kaytetty farmakoforimalli AAHHR.
Kuvassa ndhtdvat vdrilliset pallot ovat farmakoforipisteitd. Vaaleanpunaiset
farmakoforipisteet kuvaavat vetysidoksen vastaanottajia (A), vihreédt hydrofobisia ryhmia
(H) ja oranssi aromaattista rengasta (R). Vetysidoksen vastaanottajiin liittyvat nuolet
ndyttdvdat suunnan, josta vetysidos vastaanotetaan. Mallin pédlle on aseteltu PDB-
rakenteessa 3SN7 ndhtdava aktiivinen PDE10A-estdjd, joka kuului my6s mallin
muodostuksessa kdytettyyn aktiivisten PDE10A-estdjien joukkoon. Hiili on esitetty
harmaana, typpi sinisend, happi punaisena ja fluori vihredna.
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PANTHER-malleilla M-I, M-II ja M-III (Kuva 5) etsittiin erityisesti molekyylejd,
jotka pystyisivat muodostamaan vetysidoksia PDE10A-sitoutumistaskun GLN-
TYR-alueella sekd pakkautumaan F686:n ja F719:n viliin useissa kiderakenteissa
ndhdylld tavalla. Ndihin vuorovaikutuksiin kykenevien molekyylien esiintymistd
parhaiden seulontatulosten joukossa tehostettiin malleihin M-I ja M-III
sisdllytettyjen FRAGI:n ja FRAG2mn avulla (Kuva 5). Fragmenttien avulla
malleihin saatiin kaksi vetysidoksen vastaanottajaa sopivalle etdisyydelle Q716:n
aminoryhmaééan ja Y683:n hydroksyyliryhméddn nidhden sekd aromaattinen rengas
F686:n ja F719:n viliin. Kahta eri fragmenttia kayttamalld lisdttiin seulontatulosten
GLN-TYR-alueelle sijoittamien rakenteiden monipuolisuutta. M-II:n ja M-II:n
ulottaminen PDE10A:n selektiivisyystaskuun mahdollisti taskuun hydrofobisia
ryhmid asettavien molekyylien loytdmisen. M-IIin THR-alueelle ulottuvalla
laajennoksella ja sen sisdltamadllda hydroksyyliryhmédfragmentilla (Kuva 5)
puolestaan pyrittiin lisddmé&ddn ligandien ja proteiinin vélille muodostuvien
vetysidosten maddrdd. Sopivien ryhmien ldytdminen THR-alueelle osoittautui
kuitenkin vaikeaksi. Yleisend ongelmana THR-alueelle sijoittuneissa ryhmissa oli
kyvyttomyys optimaaliseen vetysidosten muodostukseen ldheisten Q716:n ja

T675:n kanssa.



MALLI I MALLI II MALLI III

Kuva 5. PDE10A-estdjien virtuaaliseulonnassa kdytetyt PANTHER-mallit. Turkoosit
pallot ovat neutraalisti, punaiset negatiivisesti ja siniset positiivisesti varautuneita
PANTHER:n tuottamia pisteitd. Tikkuina on esitetty malleihin siséllytetyt,
kiderakenteiden ligandeista eristetyt osat (mallissa I FRAGI1, mallissa III FRAG2 ja
mallissa II hydroksyyliryhma). Hiili turkoosilla, happi punaisella, typpi siniselld ja vety
valkoisella. Ylarivilld ndhd&&an mallit I-III PDE10A:n ligandin sitoutumistaskussa. Mallin I
taustalla on PDB-rakenne 3SN7 ja mallien II ja III taustalla rakenne 4HEU. Malleille on
piirretty lapindkyvét pinnat (lapindkyva harmaa). Alarivilld ndhd&déan mallit I-1II ja ndiden
potentiaalipinnat. ~Potentiaalipinnoilla punainen tarkoittaa negatiivista, sininen
positiivista ja vaalea neutraalia varausta.

3.1.1 Aktiivisten PDE10A-estdjien pddllekkdinasettelulla kolme rakenne-

aktiivisuussuhdetta kuvannutta mallia

M-In ja M-IIin parhaiksi arvioimat molekyylit eivdit SHAEP:n tuottamien
sitoutumisennusteiden perusteella vastanneet potentiaaliselle PDE10A-estdjille
asetettuihin vaatimuksiin. Erityisesti vetysidosten mdéra jdi alhaiseksi useimmilla
molekyyleilld. Toisaalta potentiaalisia molekyylejd havaittiin my6s melko alhaalla
SHAEP:n maddrittdimdssd paremmuusjdrjestyksessi. AAHHR:n tapauksessa taas
seulontatulosten suurta méaarad oli syytd pienentdd. Ndistd syistd seulontatulosten
uudelleenpisteytyksen hyvan validaation saaneilla FQSAR-malleilla ennakoitiin
nostavan optimaalisempia vuorovaikutusprofiileja ilmentdvid molekyylejd

parhaiden tulosten joukkoon.
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selittim&an 88 % koulutusjoukon ja 81 % testijoukon pICso-arvojen vaihtelusta
(Taulukko 1). Yhteensd 75 farmakoforiseulonnan avulla l6ydetyn molekyylin
plCsp-arvoksi  ennustettiin ~ vdhintdan 10,0 M-Iin  pddlle  tehdyn
pddllekkdinasettelun pohjalta tuotetuista FQSAR-malleista valittiin 3 PLS-tekijda
kayttanyt malli, joka selitti 74 % koulutusjoukon ja 72 % testijoukon plCso-arvojen
vaihtelusta (Taulukko 1). M-Ln seulontatuloksille tehdyn FQSAR-ennusteen
mukaan 100 parhaan ennustettu plCso oli vilillda 8,7 - 10,0. M-II-pohjaisista
FQSAR-malleista lupaavin kaytti 1 PLS-tekijdd ja selitti 89 % koulutusjoukon ja 89
% testijoukon aktiivisuuksien vaihtelusta (Taulukko 1). Mallilla tuotetun
ennusteen perusteella 47 molekyylin pICso oli vélilld 7,5 - 9,3. Kaikkien kolmen
mallin mukaan aktiivisuus perustui erityisesti molekyylien tilankaytollisiin ja
hydrofobisiin ominaisuuksiin. Lisdksi AAHHR- ja M-I-pohjaisissa malleissa
vetysidosten vastaanottajat vaikuttivat merkittavasti aktiivisuuteen. M-II-
pohjaisessa mallissa vetysidosten vastaanottajien lisdksi havaittavaa painoarvoa
oli myds luovuttajilla, joskaan vastaanottajien painoarvo ei ollut yhtd suuri kuin
AAHHR- ja M-I-pohjaisissa malleissa (Taulukko 2). Korrelaatiokenttien

avaruudellinen sijoittuminen kunkin mallin osalta voidaan ndhda Kuva 6.

Taulukko 1. AAHHR:n, M-I:'n ja M-II:n seulontatulosten uudelleenpisteytykseen
kdytettyjen FQSAR-mallien ennustavuudet. Taulukossa ndhdddn mallien kdyttamien
PLS-tekijoiden mddrd ja mallien ennustavuutta kuvaavat tilastolliset arvot. Arvojen
perusteella mallit kykenivdt ennustamaan aktiivisten molekyylien koulutus- ja
testijoukkojen aktiivisuudet hyvélld tarkkuudella (R? ja Q2). R2-S-arvot (R2 Scramble) jdivat
alle 0,5:n, jonka perusteella mallit eivit olleet yliennustavia.

PLS R? R2-S Q2
AAHHR 3 0,87 041 0,81
M-1 3 0,74 0,46 0,72

M-I1 1 0,89 0,38 0,89
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Taulukko 2. AAHHR-, M-I- ja M-II-pohjaisten FQSAR-mallien korrelaatiokenttien
painoarvot. Kentdt kuvaavat ligandien fysikokemiallisten ominaisuuksien vaikutusta
aktiivisuuteen. Suurempi arvo tarkoittaa suurempaa merkitysta aktiivisuuden kannalta.

Tilankidytté Elektrostaattinen Hydrofobinen VasI;Ia-:ii::aja lli-sslctltoasja
AAHHR 0,425 0,07 0,207 0,241 0,057
M-I 0,49 0,057 0,198 0,207 0,048
M-II 0,394 0,078 0,236 0,149 0,144

AAHHR:

e

M-1I:

Kuva 6. PDE10A-estijien virtuaaliseulonnassa kaytettyjen FQSAR-mallien
korrelaatiokenttien  sijoittuminen. Kuvassa ndhdddan eri fysikokemiallisten
ominaisuuksien vaikutusta aktiivisuuteen kuvaavat kentdt. Aktiivisuutta kasvattava
tilankaytto vihredlld, hydrofobisuus keltaisella, negatiivinen varaus punaisella,
positiivinen varaus siniselld, vetysidosten vastaanottajat tummanpunaisella ja luovuttajat
tummanpurppuralla. Aktiivisuutta vidhentdva hydrofobisuus valkoisella, vetysidosten
vastaanottajat purppuralla ja luovuttajat turkoosilla. AAHHR- ja M-I-kuvissa néht&villa
my6s PDB-rakenteen 3SN7 ja M-II-kuvassa rakenteen 4HEU PDE10A-estdjd aseteltuna
pédéllekkdin mallin kanssa. Johtuen piirtoteknisistd syistd, kuvissa ndhtdvien kenttien
intensiteetit eivat korreloi fysikokemiallisille ominaisuuksille médritettyjen painoarvojen
kanssa.
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Uudelleen  pisteytettyjen =~ AAHHR-seulonnan  tulosten telakoinnin ja
energiaminimisaation perusteella yksi molekyyli (MOL13) valittiin kokeellisiin
testeihin. Erityisen potentiaalisen PDE10A-estdjan MOL13:sta teki tdimén sisdltama
GLN-TYR-alueelle sijoittuva runko-osa, joka kykeni vastaanottamaan kaksi
vetysidosta Q716:1ta ja yhden Y683:lta (Kuva 7). Rungon aromaattiset renkaat
mahdollistivat my6s optimaalisen pakkautumisen F686:n ja F719:n viliin. Nédiden
sitoutumista edistdvien ominaisuuksien vuoksi runko-osaa hyodynnettiin myos
PANTHER-mallissa M-I. MOL13:n sitoutumisenergiaksi laskettiin -49,283
kcal/mol, joka ennakoi molekyylistd 3SN7:n alkuperdisen ligandin (laskennallinen

sitoutumisenergia: -46,883 kcal/mol, pICso = 9,2) kanssa yhtd tehokasta PDE10A-

Kuva 7. Farmakoforimallilla AAHHR sekd PANTHER-malleilla M-I ja M-II tehdyilla
PDE10A-estdjien virtuaaliseulonnoilla 16ydettyjen molekyylien sitoutuminen. MOL13
l16ydettiin mallilla AAHHR, MOL1 mallilla M-I ja MOL2 sekda MOL3 mallilla M-II.
PDE10A-estdjakandidaattien hiili esitetty turkoosilla, happi punaisella, typpi siniselld,
vety valkoisella ja kloori vihredlld. Aminohappojen hiili on véarjatty harmaalla, muuten
vdritykset ovat samat kuin edelld. Vetysidokset on merkitty purppuralla ja
halogeenisidokset vihredlld katkoviivalla.
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Myo6s M-Iin seulontatulosten sitoutumisennusteiden tarkastelu johti yhden
molekyylin (MOL1) valintaan kokeellisiin testeihin. MOL1:n sitoutumisenergiaksi
laskettiin  -62,948 kcal/mol, jonka mukaan molekyyli sitoutuisi 3SN7:n
alkuperdistd  ligandia tehokkaammin. Energiaminimoitujen rakenteiden
visuaalisen tarkastelun perusteella MOL1 muodosti M-I:n seulontatuloksista
eniten vetysidoksia GLN-TYR-alueella, jonka takia se pddtettiin testata
kokeellisesti (Kuva 7).

M-II:n seulontatuloksista kaksi molekyylid valittiin kokeellisiin testeihin (MOL2 ja
MOLS3). Molemmat muodostivat sitoutumista suosivia vuorovaikutuksia GLN-
TYR-alueella, jonka lisdksi molekyylit tayttivat PDE10A:n selektiivisyystaskun ja
THR-alueen (Kuva 7). MM/GBSA ennusti MOL2:1le sitoutumisenergiaksi -72,828
kcal/mol, joka ennakoi hieman rakenteen 4HEU alkuperdistd ligandia (-87,518
kcal/mol) heikompaa sitoutumista. MOL3:n laskennallinen sitoutumisenergia oli -
85,774 kcal/mol, eli MOL3:n sitoutumisaffiniteetin ennustettiin olevan 4HEU:n

alkuperdisen ligandin luokkaa.

M-III:lla tehdyn seulonnan parhaiden molekyylien sitoutumiskonformaatiot
ennustettiin SHAEP:n ennustaman sitoutumisen lisdksi telakoimalla parhaat
tulokset PLANTS:lla PDB-rakenteeseen 3SN7. Kaikkiaan 9 molekyylid (MOL4-12)
valittiin kokeellisiin testeihin sitoutumisennusteiden perusteella. Kaikki valitut
molekyylit kykenivdt muodostamaan vadhintddn kaksi vetysidosta GLN-TYR-
alueella ja  asettivat hydrofobiseen  ympdristoon sopivan  ryhmaén
selektiivisyystaskuun ~ (Kuva  8).  Valittujen = molekyylien = PLANTS-
konformaatioiden ennustetut sitoutumisenergiat olivat valilld -46,702 - -58,432
kcal/mol, joka ennakoi tehokkaampaa tai vdhintddan saman luokan sitoutumista

kuin 3SN7:n alkuperdiselld ligandilla.
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Kuva 8. PANTHER-mallilla M-III tehdylld virtuaaliseulonnalla l16ydetyt molekyylit.
PDE10A-estdjakandidaattien hiili esitetty turkoosilla, happi punaisella, typpi siniselld,
vety valkoisella, rikki keltaisella, fluori vaaleanpunaisella ja kloori vihreélld.
Aminohappojen hiili varjatty harmaalla, muuten viaritykset ovat samat kuin edella.
Vetysidokset on merkitty purppuralla ja halogeenisidokset vihreélld katkoviivalla.

3.2 Kolme uutta aktiivista PDE10A-estdjamolekyylid

Kokeellisesti testattiin yhteensd 13 molekyylid (Taulukko 3, LIITE 1). Testatuista
molekyyleistd kolme (MOL1, MOL2 ja MOL4) osoittautui aktiivisiksi PDE10A-
estdjiksi. MOL1:n, MOL2:n ja MOL4:n ICso-arvoiksi médritettiin 26,8 pM, 48,8 uM
ja 67,0 pM. Loput molekyylit maddritettiin inaktiivisiksi liilan vé&hdisen tai

olemattoman PDE10A:n aktiivisuudessa havaitun muutoksen takia.
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Taulukko 3. Kokeellisiin testeihin valitut PDE10A-estijikandidaatit. Taulukossa
ndhdddn molekyylien nimet ja ndiden SPECS-tietokannan tunnukset, kokeellisesti
maddritetyt ICsp-arvot, ndistd lasketut plCsp-arvot, laskennalliset sitoutumisenergiat,
FQSAR-malleilla ennustetut plCsp-arvot, sekd QIKPROP-ennusteet veriaivoesteen
lapdisevyydelle (QPlogBB) ja ladkeaineen kaltaisille ominaisuuksille (Ro5 = viiden sdanto,
Lipinski ym. 1997; Ro3 = kolmen s&d&nts, Congreve ym. 2003). Ro5- ja Ro3-sarakkeissa on
ilmoitettu molekyylin rikkeiden médrd nditad sdantoja kohtaan (esim. MOL1 toteuttaa
molemmat sddannot tdysin, kun taas MOL2 rikkoo yhtd viiden sddnnon kohdista).
Taulukosta ndhdddan myos malli, jolla kukin molekyyli on Ioydetty. Aktiivisiksi
madritettiin molekyylit, joiden mitattu ICs oli alle 100 pM.

Molekyyli IC5o MM/GBSA | Ennustettu

Molekyyli | (SPECS-tunnus) | (uM) | pICsy | (Kcal/mol) pICso QPlogBB | Ro5 | Ro3 Malli
MOL1 AT-057-43485961 | 26,8 | 4,572 -62,948 9,219 0,527 0 0 M-I
MOL2 AM-879-42012742 | 48,8 | 4,312 -72,828 9,382 0,052 1 0 M-II
MOL3 A0O-022-43453889 -1 -1 -85,774 7,583 0,333 0 0 M-II
MOL4 AG-690-09287047 67 4,174 -58,432 3 1,03 0 0 M-III
MOL5 AG-205-09068036 | >100 <4 -47,282 3 -0,014 0 1 M-III
MOL6 AG-690-36108027 | >100 <4 -52,288 3 0,559 0 0 M-III
MOL? AK-968-15360495 | >100 <4 -46,702 -3 0,669 0 0 M-IIT
MOLS AN-329-43449158 | >100 <4 -50,464 -3 0,139 0 0 M-IIT
MOL9 AN-465-14013021 | >100 <4 -49,44 -3 -0,064 1 2 M-III
MOL10 AP-853-42879195 | >100 <4 -53,995 -3 0,397 0 0 M-IIT
MOL11 AP-970-41728638 | >100 <4 -48,305 -3 0,197 0 1 M-III
MOL12 AP-853-42160322 -2 -2 -49,78 -3 0,687 0 0 M-III
MOL13 AO-022-43390442 -2 -2 -49,283 10,112 0,478 0 0 AAHHR

1Ei liuennut.

2 Ei muutosta PDE10A:n aktiivisuudessa.

3 Ei FQSAR-kisittelya.

MOL1 oli aktiivisin loydetyistd molekyyleistd. Sitoutumisennusteen mukaan
MOLT1:n aktiivisuus selittyi erityisesti neljdlla GLN-TYR-alueella muodostuvalla
vetysidoksella (Kuva 7). MOL1:n ndhtiin vastaanottavan kaksi vetysidosta Q716:n

sivuketjun aminoryhmdltd sekd muodostavan kaksi vetysidosta Y683:n

hydroksyyliryhmén kanssa. Energiaminimisaatiolla saatiin optimoitua erityisesti




28

Q716:n ja Y683:n viliin sijoittuvan hydroksyyliryhmadn konformaatio (vrt. Kuva
9A ja Kuva 7). MOL1 my®s sijoitti aromaattisen renkaan ldhelle GLN-TYR-aluetta,

pakkautuen F686:n ja F719:n viliin sitoutumista edistédvélla tavalla.

MALLI I1I & MQL MALLI III & MOL4

Kuva 9. PDE10A-estdjien virtuaaliseulonnassa loydettyjen aktiivisten molekyylien
pddllekkdinasettelut PANTHER-mallien kanssa. A. MOLLl:n pdéllekkdinasettelu
PANTHER-mallin M-I kanssa ja molekyylin SHAEP:n tuottama sitoutumiskonformaatio.
B. MOL2:n paillekkdinasettelu PANTHER-mallin M-II kanssa ja molekyylin SHAEP-
konformaatio. C. MOL4:n padillekkdinasettelu PANTHER-mallin M-III kanssa sekd
molekyylin SHAEP-konformaatio. PANTHER-mallit on esitetty potentiaalipintoina
(punainen kuvaa negatiivista, sininen positiivista ja vaalea neutraalia varausta). MOLI,
MOL2 ja MOL4 on esitetty palloina ja tikkuina, hiili turkoosina, happi punaisena, typpi
sinisend ja vety valkoisena.

Loydetyista =~ PDE10A-estdjistd  toiseksi  aktiivisin, MOL2,  muodosti
sitoutumisennusteen mukaan GLN-TYR-alueella yhden vetysidoksen Y683:n
kanssa sekd halogeenisidoksen Q716:n rungon karbonyyliryhméan kanssa (Kuva

7). Lisdksi MOL2 vastaanotti vetysidoksen Yb5l4:lta syvemmadlld taskussa.
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Energiaminimisaation voidaan ndhdd edesauttaneen erityisesti GLN-TYR-alueella
syntyvan vetysidoksen muodostumista (vrt. Kuva 7 ja Kuva 9B)
Selektiivisyystaskun MOL2 taytti hydrofobiseen ympéristoon hyvin sopivalla 3-
kloori-4-metyylifenyyliryhmalla.

MOL2:n MM/GBSA:lla tuotetussa sitoutumisennusteessa huomio kiinnittyi
erityisesti Q716:n  konformaatioon (Kuva 7). Q716:n aminoryhmd oli
energiaminimisaation seurauksena k&dntynyt kohti THR-aluetta, kun se
tavallisesti osoittaa kohti taskun keskustaa (kuten esim. Kuva 7, MOL1).
Sitoutumisennusteen konformaatio kuitenkin mahdollisti edelld mainitun
halogeenisidoksen muodostumisen, jonka lisdksi aminoryhmén siirros jatti
enemman tilaa MOL2:1le optimaalisen sitoutumiskonformaation muodostamiseen.
Vastaava Q716:n konformaatio on nahtavilld esimerkiksi PDB-rakenteissa 4LKQ ja
4DFF, jonka takia ennustetta voidaan pitdd mahdollisena (Ho ym. 2012; Recht ym.
2014). Q716:n ennustetun konformaation aminoryhmén ldhelld ndhddan useissa
kiderakenteissa myos vesimolekyyli, joka voisi mahdollistaa vesivilitteisen
vetysidoksen muodostumisen aminoryhmédn ja MOL2:n kyseiselle alueelle

asettaman karbonyyliryhmaén viélille.

Kolmanneksi aktiivisimman uuden PDE10A-estdjan, MOL4:n, sitoutumisen
tasmadllinen ennustaminen osoittautui haastavaksi. PLANTS:1la ja SHAEP:lla
tuotetut sitoutumisennusteet poikkesivat merkittdvasti toisistaan (vrt. Kuva 8 ja
Kuva 9C). PLANTS-telakoinnilla tuotetussa ennusteessa MOL4 vastaanotti yhden
vetysidoksen sekd Q716:ta ettd Y683:lta, jonka lisdksi mahdollisuus
halogeenisidokseen D664:n rungon karbonyyliryhmén kanssa nahtiin syvemmalla
taskussa (Kuva 8). Selektiivisyystaskuun MOL4 asetti fenyyliryhmadn. SHAEP:n
ennustamassa sitoutumiskonformaatiossa MOL4 asettui taskuun toisin pdin,
asettaen  dikloorifenyyliryhman  selektiivisyystaskuun ja fenyyliryhman
syvemmialle sitoutumistaskuun (Kuva 9C). My6s SHAEP-konformaatiossa MOL4
vastaanotti vetysidokset Q716:Ita ja Y683:lta, jonka lisiksi mahdollinen
halogeenisidos havaittiin dikloorifenyylin ja E711:n sivuketjun valilld. Pelkkien

havaittavien vuorovaikutusten perusteella oli siis hyvin vaikea sanoa, kumpi
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konformaatioista olisi todenndkdisempi sitoutumiskonformaatio. Merkittavaa eroa
konformaatioiden suotuisuuden vilille ei 16ydetty myoskaan
sitoutumisenergialaskujen  avulla. = PLANTS-konformaation laskennallinen

sitoutumisenergia oli -58,432 kcal /mol ja SHAEP-konformaation -59,044 kcal /mol.

Loydettyjen aktiivisten molekyylien QIKPROP-ennusteiden mukaan kaikki kolme
kykenevit ldapdisemddn veriaivoesteen (Taulukko 3). Kaikki molekyylit myos
toteuttivat johtolankamolekyylin kaltaisia ominaisuuksia kuvaavan kolmen
sddannon (Congreve ym. 2003). Ladkeaineen kaltaisia ominaisuuksia kuvaavan
Lipinskin viiden sddannon toteuttivat MOL1 ja MOL4 (Lipinski ym. 1997). MOL2
ylitti viiden sddnnon suositteleman molekyylipainon (MOL2: 560,86 g/mol, viiden

sadannon mukaan alle 500 g/mol).
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4 TULOSTEN TARKASTELU

Kolme wuutta aktiivista PDE10A-estdjdd loydettiin testaamalla kokeellisesti
ainoastaan 13 molekyylid n. 140 000 yhdistetta sisdltaneestd tietokannasta. Tulosta
voidaan pitdd erinomaisena  osoituksena virtuaaliseulonnan  kyvystd
huomattavasti védhentdd wuusien potentiaalisten lddkeaineiden 1dytdmiseen
vaadittavia ajallisia ja taloudellisia resursseja kokeelliseen HTS:d4n verrattuna.
Kaikki aktiiviset molekyylit l16ydettiin PANTHER-mallinnuksen avulla, joka on jo
aiemmin osoitettu erittdin nopeaksi menetelméksi muihin rakennepohjaisiin
virtuaaliseulontatekniikoihin, kuten esimerkiksi telakointiin, verrattuna
(Niinivehmas ym. 2015). Ndin ollen tyon suorituksessa pddstiin ddrimmdisen

hyvaan tehokkuuteen my6s laskennallisten resurssien kédyton osalta.

Loydetyt aktiiviset molekyylit (MOL1, MOL2 ja MOL4) sopivat QIKPROP-
ennusteiden mukaan hyvin tyypillisen lddkeaineen profiiliin. Molekyylit
toteuttivat kolmen sddannon sekd viiden sddnnon, poikkeuksena MOL2, jonka
molekyylipaino ylitti viiden sddnnon suositteleman rajan (Lipinski ym. 1997;
Congreve ym. 2003). Molekyylipainon merkitystd lddkeaineenkaltaisten
ominaisuuksien kuvaamisessa on kuitenkin kyseenalaistettu, ja sen korvaamista
polaarista pinta-alaa sekd pyorivien sidosten mddrdd kuvaavilla parametreilla on
ehdotettu (Veber ym. 2002). Kaikki aktiiviset molekyylit ennustettiin myos
veriaivoesteen ldpdiseviksi, joka on PDE10A:han kohdistuvalle lddkeaineelle
entsyymin ensisijaisesti aivoissa tapahtuvan ekspression takia ensiarvoisen

tarkedd (Lakics ym. 2010).

Uusien PDE10A-estdjien soveltuvuutta PDE10A:han kohdistuviksi lddkeaineiksi
arvioitiin kuitenkin ensisijaisesti kokeellisesti maéritettyjen ICsp-arvojen avulla.
MOL1:lle, MOL2:1le ja MOL4:lle mitattujen mikromolaarisen kokoluokan ICso-
arvojen perusteella molekyylien sitoutumisen tehokkuus jdi melko kauas
vahvimmista tunnetuista PDE10A-estdjistd, joille on mitattu pikomolaarisen
kokoluokan ICs¢-arvoja (ks. katsausartikkeli Chappie ym. 2012). On kuitenkin

syytd ottaa huomioon, ettd vahvimmat PDE10A-estdjit ovat mittavan,
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huomattavia resursseja vaatineen rakenteellisen optimoinnin tuotoksia. N&in ollen
MOL1:n, MOL2:n ja MOL4:n voidaan sanoa toimivan ennen kaikkea hyvéna
lahtokohtana uusien, tehokkaampien PDE10A-estdjien kehitykselle.

MOL1, MOL2 ja MOL4 poikkeavat rakenteellisesti ja siten sitoutumisen
yhteydessda muodostuvilta vuorovaikutuksilta merkittdvasti toisistaan. MOL1:n
rakenne ja  sitoutuminen edustavat tyypillistdi PDE10A:n ligandin
sitoutumistaskun keskiosaan, GLN-TYR-alueen Ildhelle sijoittuvaa molekyylid,
jollaisista M-I:n pohjana kaytetty MJ1 koostuu (mm. PDB-rakenne 3SN7, Malamas
ym. 2011). Téllaisten =~ PDE10A-estdjien = mahdollisena ongelmana
ladkeainekehityksen kannalta on PDE10A:n selektiivisyystaskun tdyttamatta
jattaminen. Vastaavan  mallisten =~ molekyylien  tiedetdidan  hyvéstd
sitoutumisaffiniteetista huolimatta usein sitoutuvan myo6s osaan muista PDE-
tyypeistd, kuten esimerkiksi PDE2:een (Malamas ym. 2011). MOL2 ja MOL4 sen
sijaan ilmentdvét selektiivisyystaskun tdyttdvad sitoutumiskonformaatiota, joka
tekee niistd tdltd osin MOL1:a potentiaalisempia alkupisteitd uusien lddkeaineiden
kehitykselle. Tassd tyossd loydettyjen molekyylien PDE10A-selektiivisyys on

kuitenkin syytd mddrittdd tarkemmin lisdtutkimuksilla.

Tehokkaampien PDE10A-estdjien kehityksessda merkittdvdad hyotyd voitaisiin
saada tyossd luoduista aktiivisten molekyylien sitoutumisennusteista sekd
FQSAR-malleista. = PANTHER-malleilla  tehtyihin  pé&dllekkdinasetteluihin
perustuvat FQSAR-mallit sijoittavat molekyylin aktiivisuutta edistdvid ja
vdhentdvid ominaisuuksia kuvaavat kentdt suoraan PDE10A:mn sitoutumistaskun
eri alueille. Tdma mahdollistaa paremmin ligandin ja proteiinin vdlille syntyvien
vuorovaikutusten huomioon ottamisen wuusien molekyylien suunnittelussa
puhtaasti ligandipohjaiseen FQSAR-malliin verrattuna. Luotuja FQSAR-malleja ja
sitoutumisennusteita voitaisiin kdyttdd esimerkiksi 1oydettyjen molekyylien
kemiallisella synteesilld tehtdvan sitoutumisominaisuuksien optimoinnin tukena

(Lewis 2005).

Myo6s virtuaaliseulonta voisi edelleen tarjota mahdollisuuksia 1oytdd

tehokkaammin sitoutuvia molekyyleja. Kuten tyossd saavutetut tulokset
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osoittavat, PANTHER-mallinnus toimi PDE10A-estdjien virtuaaliseulonnassa
erinomaisesti. Aktiivisia molekyylejad 16ydettiin sekd yhdistamalla PANTHER- ja
FQSAR-mallinnus ettd kayttamailla SHAEP:n pisteytysfunktiota lupaavimpien
PDE10A-estdjakandidaattien valinnassa. PANTHER-mallit I-III kuitenkin kattoivat
vain osan PDE10A:n melko suurikokoisesta sitoutumistaskusta. Tehokkaammin
sitoutuvia PDE10A-estdjid voitaisiinkin 16ytdd ulottamalla malleja laajemmalle
alueelle, jolloin useampien sitoutumista edistdvien vuorovaikutusten
muodostuminen tulisi mahdolliseksi. Kéytettyjen mallien suoriutumista
arvioidessa on syytd ottaa myds huomioon seulonnoissa kaytetyn
molekyylitietokannan suhteellisen pieni koko. Vain 140000 molekyylid
késittdvassa tietokannassa ei vilttamattd ole PDE10A:han tehokkaasti sitoutuvia
molekyyleji. PANTHER-mallien I-III avulla voisi siis mahdollisesti loytaa
voimakkaammin sitoutuvia molekyylejd seulomalla suurempikokoisia ja kenties

erilaisen osan kemiallisten yhdisteiden avaruudesta kattavia tietokantoja.
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5 JOHTOPAATOKSET

Useisiin vaikeasti ladkittaviin sairauksiin liitettyyn PDE10A:han kohdistuvien
ladkeaineiden kehittaminen on osoittautunut vaikeaksi tehtdviksi, jonka takia
uusien ladkeainekandidaattien 16ytdminen ja kehitys on edelleenkin tarkeda. Tassa
selittdvat mallit tarjoavat tdamdn haasteen selvittdmiseksi uusia potentiaalisia
lahtokohtia. Tyon tuloksia voidaan pitdd my6s hyvdnd osoituksena
virtuaaliseulonnan tarjoamasta mahdollisuudesta lddkeaine-etsintddn kaytettavien
ajallisten ja taloudellisten resurssien kadyton tehostamisen kannalta. PANTHER-
mallinnuksella saavutetut tulokset osoittivat menetelméan toimivuuden PDE10A-
estdjien virtuaaliseulonnassa, jonka seurauksena myos uusien, tilankaytollisesti
kattavampien PANTHER-mallien kehitystd voidaan pitdd jatkoa ajatellen

lupaavana strategiana entistd tehokkaampien PDE10A-estdjien etsinnéssa.
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