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MAO-B (MAO-B) on yksi amiinien hapetuksesta vastaavista entsyyméstaaikuttaasimerkiksi aivoissa
hermosolujen toimintaan saatelemallda hermovadlittdjaaineiden pitoisuutta solun sisalEAO-B-
inhibiittoreilla voidaan estd&yseisen entsyymin toimintaa ja tatéiallista amiinien hajotusta, joka voi
johtaa muun muassa hermostosairauksiiassa tutkimuksessa pyrittiisuunnittelemaarnihmisen MAO-

B:hen sitoutuvien 3-fenyylikumariineja. Tutkimus jakautui kahteen ogaa Ensimméisessa osassa
tietokonemallinnuksellietokantoja seulomallm I6ydettyjd molekyylejaelakoimallaldytyi seitseméanutta
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inhibiitioaktiivisuugmittausten perusteellahdisteet inhiboivat MAO B:td hyvin ja inhibiitioprosentit
vastasivatietokonemallinnuksetuloksia Toisessa osassatkittiin testiaineidervuorovaikutuksiaMAO-B:n
kanssa niin tietokonemallinnuksella kuinspektrofotometrisilla in  vitro mittauksilla Testiaineiden
kumariinirakenteessatai siihen Kkiinnittyneessa 3-fenyylirenkaassa oli  sitoutuneena metoksi tai
hydrokgyylisubstituentteja In vitro mittauksissakaytetyilla konsentraatioillametokssubstituoduilla 3-
fenyylikumarineilla saatiinlahes 100 %men MAO-B:n inhibiitio. Hydroksyylsubstituoidut yhdisteet sen
sijaan inhiboivat noin 80 ja 40 %ti. MAO-A:ta vastaanhavaittiin vain matalaainhibiitiota, mika teki
yhdisteista selektiivisidMAO-B:ta kohtaan. Kaytettyjen substituenttien vaikutus aktiiviseoten myoés
yhteneva aiempien tutkimusten kanssa, joissa metoksiryhmdn on havaittu olevan hydroksyyliryhmaa
lupaavanpi. Suunniteltujen molekyylien korkea inhibiitioaktiivisuus yhdessa laskennallisten tulosten kanssa
osoittaa menetelmien ja suunniteltujen molekyylien hyddyllisyyden. Kehitettyd molekyylisarjaa voidaan
jatkossa hyodyntaa uusien MARBIN kautta vaikuttaviendakkeiden, kuten Parkinsonin taudin ladkkeiden,
kehityksessa.
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Abstract:

Monoamine oxidase B (MA@) is part of the enzymes mansible for the oxidative metabolism of centai
amines.n the brain it can have an effect on the functions of nerve cells by controlling the neurotransmitter
concentrations inside the cell. MAB inhibitors can be used to prevent the enzymes activity and thus
excessive deamination which could leadligeases of the nervous systéithe aim of this study was to find

new 3phenylcoumarins capable of interacting with hurvihO-B. The study was divided into twmarts In

the first part omputer modelling was used tors through databases and to dock fbumolecules. Seven

new moleculesverefound with many ring structures and fluorine substituents. dmesleculesnteracted
especially with amino acids Cys172 and Tyr389 or Tyr435 in the active site birttimg pocket of the
enzyme And based on the iffhition activity measurements of these molecules, they succeed in inhibiting
MAO-B and their inhibition percentages correlated with the results in computer modellthg.second part

of the experiment eight test compounds were studied with computerlimgpdand spectrophotometria

vitro studies for their interactions and inhibition activities WtAO-B. The test compounds had methoxy or
hydroxyl substituents at the coumarin epl3enyl structure. In than vitro measurements compounds with
methoxy sbstituent showed almost alwa¥60 %MAO-B inhibition. Hydroxyl substituents had only about

80 % and 40 % inhibition. Inhibition against monoamine oxidase A was low making these compound
selective inhibitors agaibd1AO-B. These effects on inhibition ara line with the previous studies kich

show more promise with rtioxy than hydroxyl subtituent§he correlation between the computational
results and the inhibition activities of the designed molecules shows effectiveness of both the methods and
the desiged moleculesThe molecule series constructed here can be utilized in the future develspinent

new medicines involving MAEB , |l i ke drugs for the treatment of Pa

Keywords:Monoami ne oxidase B, coumarin, Parkinsono6s di
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1. JOHDANTO

Tama tutkielma kasitteleemonoamiinioksidaasiB:td (MAO-B) ja sen toiminnan
selektiivista eli valikoivaa estamista erilaisillaféhyylikumariiniyhdigeilla. MAO-B:n
inhibiition avulla saadaan laéketietesta apua muun muassa dopamiinin puutoksen
aiheuttamien sairauksien oireisiin, kuten Parkinsonin tautia sairastavien liiketoiminnallisiin

hairioihin.
1.1 Monoamiinioksidaasit

Monoamiinioksidaasitengl.monoamine oxidase, MA®@vatsolunsisaisten maamiinien
hajotuksesta vastaavia entsyyme{uva 1) (ks. yleiskatsaus Robottom, 2011).
Flavoproténien perheeseen kuuluvat MAO:t katalysoivat erilaisten
monoamiinihermovalittajaaineiden ja hormonien hapettavaa deaminaatiota aldehydeiksi ja
niidentarkeimpin substraatteihin kuulusnuun muassa dopamiiniserotoniini, epinefriini

ja norepinefriini sekd tyramiinin ja tryptamiinin kaltaisia amiindjes. yleiskatsaus
Bortolato ja Shih, 2011)Tapahtuakseemeaktio vaatii hapetupelkistys -kofaktoriksi
flaviiniadeniinidinukleotidin  (engl. flavin adenine dinucleotide, FAD Reaktion
sivutuotteena muodostuwetyperoksidia jonka uskotaan vaikuttavan mitokondrion
toimintaan ja siten hermostoon (Hauptmann ym., 1996)

Kuva 1. Dimeerinen monoamiioksidaasi B
jonka sisélla flaviinhdeniinidinukleotidi ja
ligandi pallo-tikku T mallilla. A-ketju snisella je
B-ketju vihreélla pinnalla(PDB-koodi: 2V61).



MAO-perheeseetkuulu kaksi eri isoentsyymianonoamiinioksidaa A (MAO-A) ja B

(ks. yleiskatsauBortolato ja Shih, 2011Nama isoentsyymibvatnoin 70 % samanlaisia,

mika johtuu niitd koodaavien geenien samankaltaisuudeBi®-A:n geeni kooda®27
aminohapon (59,7 @) ja MAO-B:n geeni 520 aminohapon proteiinia (58,8 kDa).
Molemmat entsyymit sijaitsevat dimeerisessd muodossa solulimassa siten, ettd ne
kiinnittyvat mitokondrion ulkokalvolle @erminaalisenUkierteen avulla (Kuva 2) (ks.

yleiskatsaus Youdim ym., 200Ks. yleikatsausBortolato ja Shih, 2011

Kuva 2. Monoamiinoksidaasi B:rsekundaarirakeni
ja sisalla sinisella pinnalla piirretty ligandir
sitomigasku. Kalvolle sitoutuvatU-kierteet kuvar
rakenteen alareunassa.

Geneettisten ja rakenteellisten samankaltaisuuksien seurauksenaANBAMAO-B ovat
toiminnallisesti tarpeeksi lahelk®isiaan kyetéakseekatalysoimaarsamanlaisisamiinien
hapetusreaktioitgks. yleiskatsau®ortolato ja Shih, 2011). Dopamiinin hajes kuuluu
niin kummankintoimintaan, mutta eri lajeilla jari kudoksissa dopamiinin hajksesta
suurin osa kuuluu geng vain toiselle isoentsyymillédhmisten aivojeMAQ:ista 70 - 80
%:ia on MAO-B:t§, jolloin silla onmy&ssuurempi roolaivojenamiinienhajotuksessa (ks.
yleiskatsauBortolato ym., 2008ks. yleiskatsauRobottom, 2011).



Samankaltaisuudesta huolimagia MAO-entsyymeja voidaan inhiboida selektiivisesti eri
inhibiittoreilla (ks. yleiskatsausBortolato ym., 2008). MA@A:ta voidaan inhiboida
selektiivisesti esimerkiksi klorgyliinilla kun taas MAB:ta selegiliinilla, mika edistaa

tasmaéllisemmanaikutuksa takaamista eri kudoksissa.

1.2 Monoamiinioksidaasi B

Toimiakseen kunnolla, MA@ tarvitsee kofaktorikseen FAD:n (ks. yleiskatsaus Bortolato
ym., 2008; ks. yleiskatsaus Bortolato ja Shih, 2011). MA\Gitoo FAD:n kovalenttisesti
Cys397aminohappoon, jolim FAD sijoittuu entsyymin ligandia sitovan taskun perélle
(Kuva 3). lhmisen MAGB:n ligandia sitovaan taskuun vievan kaytavan sisaankaynti
avautuu entsyymin ja mitokondrion ulkokalvon kohtauspaikkaan (ks. yleiskatsaus Youdim
ym., 2006).

Kuva 3. Monoamiinioksidaasi B:tasku on pitka ja kape
Taskun perdlla flaviiniadeniinidinukleotidi ja kide-
rakenteerigandi pallo-tikku-mallilla (PDB-koodi: 2V61).



10

Sisdankayntia etsivien substraattien ja inhibiittoreiden esteina ovat sisdankayntia peittava
aminohappojen 99 112 muodostama silmukka sek& sisdédnkaynnin ja taskun vélille
sijoittuvien aminohappojen Tyr326, 11€199, Leul7l ja Phel68 muadasteste(ks.
yleiskatsaus Youdim ym., 20Q6lse ligandia sitova tasku dilavuudeltaan noin 4563
suuruinen hydrofobinen onkalo. Taskua reunustavien aminohapposivuketjujen asentojen
muutosten ansiosta taskun on mahdollista sitoa useita erilaisia isiadigandeja, joko

lahemmas tai kauemmas FAD:sta (Binda ym., 2002).

Taskussa Cys397 ja FAD:n flaviinirenkaa#linen sidoson energeettisesti epasuotsisa
cismuodossa, jotta kysteiinin vieressa oleva Tyr398 voi osallistua aromaatésteden
pinoutumiseenTyr435 kanssa(ks. yleiskatsaus Youdim ym., 2006). Talla rakenteella
uskotaan olevan suurta merkitystd substraattien ja inhibiittoreiden sitoutumisessa, silla
paastékseen ligandia sitovan taskun peralla olevan FAD:n luokse, niiden taytyy ensin
paastda kahden renkaan ofiuva 4) Amiini sitoutuukin fenolisten ketjujen valiinja
yhdessa FAD:n kanssa tyrosiinit luovat aminoryhmén tunnistamisesta vastaavan alueen
(Binda ym., 2002).

Tyr398

Tyrd35

Kuva 4. Monoamiinioksidaasi B:ntaskussa ligand
pitdd pastd kahden aromaattisen aminohagtkku-
mallilla) ohi paastakseen lahelle flaviini-
adeniinidinukleotidh (pallotikku-mallilla) (PDB-koodi:
2V61).
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Kovalenttisesti sitoutuvdigandit sitoutuvat taskussa FABflaviinin N5 sijaintiin, jolloin

ligandi sijoittuu Tyr398 ja Tyr435 valiir(ks. yleiskatsaus Bortolato ja Shih, 201Kuva

4). Sitoutumisen yhteydessa on havaittu taskun ja kaytavan yhdistyvan 1le199 kaantymisen
seurauksenalédmaon johtanutoletukseenettd lle199 voisi toimia porttina, joka erottaa
substraatin ja kaytdvan toisistaan. Myos Tyr326 uskotaan vaikuttavan -BAAO

substraattien ja inhibiittorien sitoutumiseen.

FAD:n tarkasta toimintamekanismista MA@:n sisdlla ei & tayttd varmuutta (ks
yleiskatsaus Gaweska and Fitzpatrick, 2011). Ensimmaisten teorioiden mukaan MAO B:n
substraatista muodostuu radikaaleja, joko yhden elektronin siiresiigl. Gingle electron
transfel tai vetyatomin siirrolla€ngl. hydrogen atm transfel). Yhden elektronin siirrossa
substraatin hapetus tapahtuisi samalla tavalla kuin aminien elektrokemiallinen hapetus, kun
taas vetyatomin siirrossa kaytettaisiin - aktiivisen alueen radikaaleja vetyatomin
poistamiseerfKuva 5. Toisen teorian, nu&dfilisen mekanismin, mukaan FAD:@G4-hiili

reagoisi ja saisi tehtya SMtypesta vahvan eméksen, joka vastaanottaisi substraatilta

protonin.

R H R H
R
R @ ! e
N N 0 N N (0}
PO COTS 5o A 54
(. :
0 o
J<NH2 RYNHz )ib
H R H
R
c = : i
N

Kuva 5. Flaviiniadeniinidinukleotidin toimintamekanismin teorioita. A: yhden elektronin siirto:
vetyatomin siirto. Cnukleofilinen mekanismi. Kuva muokattu Gaweska ja Fitzpatrick, 2011 julkaisus
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1.3 Monoamiinioksidaasi B:n inhibiiitio

MAO-B:n inhibiittoreihin kuuluu muun muassaelggiliini ja rasagiliin, jotka ovat
selektiivisesti sitoutuvia itsemurhainhibiittoreita(ks. yleiskatsaus Robottom, 2011).
Peruuttamattomasta sitoutumisesta huolimatta selegiliinia ja rasagiliinia voidaan kayttaa
ladkityksena, silla selegiliinin oma puatumisaika kudoksissa on-20 vuorokautta ja
rasagiliinirkin vaikutukset haviavat MA@B:n hajotessa ja korvautuessa uusilla noiB06

vuorokauden kuluessa.

MAO-B-inhibiittoreiden vaikutus perustuu niiden kykyyn dstéamiineja, kuten
dopamiinia,pdasemdd MAO-B:n aktiiviseen taskuun (ks. yleiskatsaus Robottom, 2011
Talléin MAO-B ei kykene hajtiamaanamiinejg minkd seuraukser@diden maaran lahtee
kasvuun jaesimerkiksi dopamiinin puutoksen aiheuttamat oireet lievittyvat. MBO
inhibiittoreita voidaakin kayttéd muun muassa Parkinsonin taudin hoidossa

1.4 Parkinsonin tauti

Parkinsonin tauti on ihmisten rappeutumissairaus ja toiseksi yleisin hermostoa
rappeuttavista sairauksista heti Alzheimerin taudin jalkeen (ks. yleiskatsaus Schapira,
2005; ks. yleskatsaus Robottom, 2011; ks. yleiskatsaus Lohle ja Reichmann, 2011).
Vanhemmalla ialla yleistyva Parkinsonin tauti on yksi parhaiten hoidettavissa olevista
hermostoa rappeuttavista sairauksista. Hoitomuotojen parantamisesta on kuitenkin tulossa
nykyistakin tarkedmpaa vaeston ikdéntyessa (ks. yleiskatsaus Schapira, 2005; ks.

yleiskatsaus Teo ja Ho, 2013).

Parkinsonin taudin oireiden biokemiallisen synnyn tarkeimpiin vaikuttajiin kuuluu
dopamiini (ks. yleiskatsaus Bortolato ym, 2008). Dopamiini on orgasthibeikosti
emaksinen typpiryhman sisdltdva monoamiini ja dopaminergisten hermosolujen
valittdjdaine, jonka tasapainolla on suuri merkitys aivojen synaptiseen hermovalitykseen.
Parkinsonin taudin oiregkuten liikkeiden hitaus ja vapinajheutuat pdaassssa aivojen
dopaminergisten hermosolujendapamiinn tuoton vahenemisesta (ks. yleiskatsaus Teo ja
Ho, 2013).Tamanlisaksi Parkinsonin tautiin on yhdistetty myds hermosoluihin ilmestyvat,
Lewy kappaleiksi kutsutut, poikkeukselliset proteiinikertymét leiskatsaus Surmeier ja

Sulzer, 2013). Naiden lisdksi mybdsdmpaminergiset reitit voivat rappeutua, jolloin taudin
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oireet eivat rajoita pelkastaan liikkeita, vaan lisaoireina voi olla muun muassa dementiaa,

psykoosia ja masennusta (ks. yleiskatSagsja Ho, 2013).

Taudin varhaisessa vaiheessa hoitokeinoksi riittda pelkka fA@hibiittoreiden kaytto,

silla niilla saadaan nostettua solunsisdisen dopamiinin pitoisuutta (ks. yleiskatsaus
Robottom, 2011). Sairauden edettyd pidemmalle joudutaan doganpitoisuutta
nostamaan myo6s solun ulkopuolella. Talléin yhteisladkitys esimerkiksi dopamiiniksi
metaboloituvan levodopan kanssa toimii tehokkaammin, silla solunsisaisen dopamiinin
tason nousu voi pidentaa levodopan toimiteaa, ja MAQGB-inhibiittoreiden ansiosta

myds solun ulkopuolisen dopamiinin pitoisuus nousee.

Laakkeiden toivotaan tuovan Parkinsonin taudin hoitoon myos tavan parantaa itse sairautta
eika vain oireita (ks. yleiskatsaus Robottom, 2011). Tamanhetkiset-Btibiittorit
omaavat gitain hermostoa suojelevia piirteitd, silla ne osallistuvat myds solukuoleman
estoon muiden tekijoiden valityksella ja viljelmissa ne voivat suojella dopaminergisia
hermosoluja. Nama ominaisuudet kuuluvat kuitenkin vain itse laékeaineille, eivatkd ne liit
MAO-B:n inhibiitioon. Tutkimuksia haittaa myds Parkinsonin taudin eteneminen, jota ei
voida mitata lineaarisesti. Toistaiseksi tutkimuksissa ei ole selvinnyt, iohKaittoreilla
mahdollisuuksia parantaa itse Parkinsonin tautia.

1.5 Inhibiittoreiden haittoja

MAO-B-inhibiittorit ovat yleensd kayttajaystavallisid, mutta mahdollisia sivuoireitakin
loytyy (ks. yleiskatsaus Robottom, 2011). Selegiliinin kayttd voi aiheuttaa muun muassa
suun kuivumista, ahdistusta ja hallusinaatioita. Selegiliinin on peldgyan myos
myrkyllinen, silla se hajetaan aineenvaihdunnassa amfetankisn Rasagiliinin kayton
haittapuolina on havaittu muun muassd@nvointisuutta ja paansarkyéleisesti MAG

B -inhibiittoreiden kanssa on vaara, etta laadkkeet eivat ole riittaebaktiivisia. Talldin

VO i synty?2 niin sanott u-Aé kyhenekdam prosesgsbimaao ma 0
esimerkiksi alkoholin tai juuston kautta saatsaiurta maaraa tyramiinianikd johtaa

lopulta verenpainekriisiin  (ks. yleiskatsauBortolato ym., 208). Vakavin MAQ
inhibiittoreiden mahdollisista haitoista on serotoniinioireyhtyma. Serotoniinioireyhtyma

johtuu keskushermoston lilan suuresta serotoniinimdarastd, jonka nousua- MAO
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inhibiittorit edistavat estamalla MA@ntsyymeja pilkkomasta muitakin mmemiineja,

kuten serotoniinia (ks. yleiskatsaus Robottom, 2011).

1.6 Telakointi

Monet ladkeainesuunnitteluun liittyvat pegfit kayttdvat tydssaan proteiinien
korkearesoluutioisia kiderakenteitga virtuaalisten tietokantojen molekyyleja, joita
tietokonenallinnusohjelmilla telakoidaan proteiinkiderakenteeseen (Friesner ym., 2004).
Telakoinnilla ja kaytettavilla pisteytysmenetelmilla saadaan arvioita mglieky
sitoutumistaipumuksista.Telakointiohjelmat perustuvat proteiinin aktiivisen taskun
ominaisuksien maarittamiseen jalakoitavan ligandin tarkkaan sijainnin, suuntautumisen

ja konformaation arviointiin.
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2. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Aiemmissa tutkimuksissa3-aryylikumariinien on havaittu olevan palautuvasti ja
selektiivisesti MAQGB:hen sitoutuvia nhibiittoreita joiden IGg-arvot ovat olleetalle
mikro- ja nanomolaarin luokkagChemetti ym., 2004;Carotti ym, 2006). Taman
tutkimuksen tavoitteenali selvittdd mahdollisia kumariinijohdannaisia ja funktionaalisia
ryhmid, joilla voisi parantaa MAEB-inhibiittoreiden aktiivisuutta ja selektiivisyytta.
Ensimmaisessa vaiheesgayrittiin tietokonemallinnuksen avulla rakentamaamsia
kumariinijjohdannaisia synteesid ja my6hempééavitro Tmittausta varten. Toisessa
vaiheessa tavoitteena oli mitata olemasdavien testiaineidenkykya seéktiivisesti
inhiboida MAO-B:ta



16

3. MATERIAALIT JA MENETELMAT

Tutkimus j&autui kahteen erilliseen osaan. Ensimmaisen osan tietokonemallinnuksessa
etsittiin ja seulottiin  molekyylejd. Molekyyleja myds telakoitillAO-B:n ligandia
sitovaan taskuun ja nih vuorovaikutuksia taskussa taitiin. Toisen osanin vitro
spektofotometrsissa mittauksissa sen sijaan kaytettiin olemassa olevia testiaineita, joiden
selektiivisyytta ja inhibiitiokykya testattiin rotaRMAO-A:n ja B:n valilla. Testiainéden
telakoinnit suoritettiinGlide:lla (engl. grid-based ligand docking with energetidSlide,
version 6.2, Schrodinger, LLC, NewYork, NY, 2014; Friesner ym., 2P LANTS:lla

(engl. ProteinLigand Ant SystemPLANTS version 1.2, Ptein-Ligand ANT System;

Korb ym., 2009.

3.1 Tietokonemallinnus

Tietokonemallinnuksessa haettiin molekyylien rakenteita, joista Maestrolla (Maestro,
version 9.3, Schrodinger, LLC, NewYork, NY, 2012) rakennettiin yhdistelmékirjasto.
Yhdistelmékirjaston moleyyleja telakoitin MAO-B:n ligandia sitovaan taskuun
CombiGlidella (CombiGlide, version 2.8, Schrodinger, LLC, NewYork, NY, 2012).
Molekyyleja telakoitiin lisdksi viel&lide:lla jaPLANTS:lla.

3.1.1Proteiinin kasittely

Protein Data BanktietokannastaRDB) valittiin 1,70 A resoluution kiderakenne ihmisen
MAO-B:std Rakenne sisalsi FAD:n ja kumariinijohdannaise#kaialenttisen ligandin
(PDB-koodi: 2v61; Binda ym., 2007)Ihmisen MAO-A:n rakenteeksi valittiin 2, A
resoluution kiderakenne, joka myosadsi FAD:n seka ligandin (PDRBoodi 2Z5X; Son
ym., 2008).

Proteiinirakenteek&siteltinoProten P r e p a r a t-tyGkalulla (Rioteia Preparation
Wizard; Epik version 2.3; Impact version 5.8; Prime version 3.1, Stiyéd LLC,
NewYork, NY, 2012)oletusasetukBia. Proteiiniin lisattiin siitd puuttuvat vedyt ja lisaksi
selenometioniinit muutettiin metioniineiksi jaedet poistettiird A paasta heteroryhmista,
pH asetettin 7,4 +/ 2,0 jotta se olisi lahella ihmisen solujen sisdistd pH:ta.

Selenomeabniinien muutoksen takia voimakentaksi valittin suositusten mukainen
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OPLS_2005 (engloptimized for liquid simulations oProtein Preparatio Wizard -
tyokalulla etsitiin ligandistavahintaan10 A pa&dssa olevat aminohapjat vetysidosten
vastaanottajienlahelld olevat aspartaatti ja glutamaattaminohapot neutralisoitiin
Ohjelmalla asetettin  my6ds neutraalien histidiinien protonisaatio vetysidosten
muodostamiskyvyn  mukaan Viimeisessa vaiheessa proteiligandi rakenne
energianinimoitiin. Dimeerisestéroteiinirakenteesta poistettiin-Betju ja siihen liittynet
ligandit ja vedet. Proteiini A-ketju jatettiin muuttumattomakga senligandia sitoaan
taskuun luotiin Gliden OReceptor Grid Generation -ohjelmalla oletuasetuksilla
verkkomallinnushilat(engl. grid). Taskun mallinnuksessaGlide:lla arvioiin reseptorin
aktiivisen ligandia sitovan taskuadue erilaigen filttereiden avulla ja etsin mahdollisia
kohtialigandeille (Friesner ym., 2004)

3.1.2 Datalouhinta ja molekyylien valmistelu

Yhdistelmékirjaston luontia varten tarvittiin rakenteet reagenssimolekyyleja varten. 3
fenyylikumariinirakenteisten molekyylien suunnittelun ensimmaisessa vaiheessa luotiin
pelkistetty kemiallinen synteesimalli halutulle inhibiittorin perusrakenteelle (Ka)va-
metyylibentsaldehydissa funktionaalisena ryhmana jB R, Tasemissa kaytettiin
metoksiryhm&&. Fenyylietikkahapors-R; Tasemiin haluttiin satunnaisia funktionaalisia
ryhmia.

(o] R

Rs

Kuva 6. 3-fenylikumariini molekyylin perusrakenteen pelkistetty synteesimalindtyyli-bentsaldehydista
fenyylietikkahaposta. Kumariineille kdytetty numerointi on merkitty lopputuotteeseen.

Synteesimallin perusteella haettiin 535 aggta £nyylietikkahapporakenteista molekyylia
Reaxysi tietokannastgwww.reaxys.com) Reaxyssisaltaa tietoaesimerkiksiyhdisteista,
niiden rakenteista, synteeseista, valmistagjiditaushinnoista Reaxg:n loytamista
rakenteesta valittiin Sigmaldrichin kauta saatavia reagenssejaista luotiin SMILESI
tiedostomuotoisia (engl.  Simplified Moleculaiinput LineEntry System

reagenssitietokantoja. Tietokannat kaannettiin rti@l@ostomuotoon Sybyi molekyyli-
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mallinnusohjelmallfSYBYL-X.2.0, Molecular Modelirg Software, Tripodnc., St. Louis,
MO, 2012.

Reagenssitietokantojerkolmiulotteisten rakenteiden tekookaytettiin Schroédingerin
Maestro -molekyylimallinnusohjelman ligandien valmisteluun suunniteldliégPrep T
tyokalua (LigPrep, version 2.5, Schrodjar, LLC, NewYork, NY, 2012). LigPrepissa
kaytettiin oletusasetuksia, mutta ionisaatiossa kaytettiin ior@s&romaan jokaiselle
molekyylille kaikki mahdolliset ionisaatiomuodot pH:sga4 ++ 0,0. Tautomeerien ja

erilaisten konformaatioiden luonti rajettiin yhteen.

3.1.3 Ydinrakenteen luonti ja valmistelu

Yhdistelmakirjastoon tarvittiin reagenssitietokannan lisaksi myosrgkiamteetKuva 7).

Yhdistelmakirjaston luonti ei kuitenkaan toimi samoin kuin kemiallinen synteesi, vaan

ydinrakenteentaytyi sisaltdad lopputuotteenkumariinirakenne, johon reagensdienteé
litetdan. Kaksi ydinakennettarakennettiin Sybyllta, ja kasiteltiin oLigPrepd -tydkalulla,

kutenreagenssimolekyylit.

H4CO. .
m Ry
[e] [e]
4

R. OH
tal —+ 1
Ry R;
/O\/l RG
HyCO o (o)
ydinrakenne reagenssi tuote

Kuva 7. CombiGlide-ohjelmalla tehty virtuaadiynteesi: ydinrakennegagenssi ja synteesin tuote.

3.1.4 Yhdistelmakirjasto ja reagensgen valmistelu

Yhdistelmakirjaston luonnissa kaytettixombiGlided sovellukseroReagent Preparation
-tyOkalug jolla reagensmolekyylien tiedostot kasitellddn ennen yhdistelmakirjaston

luontia, ei kuitenkaan sisalla kyseistenreagenssien tunnistamiseen gatomaattiseen
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yhdistamiseen tarvittavaa rfitionaalisen ryhméan ohjetta(Kuva 8). Tarvittava
funktionaalinen ryhma luotiin muokkaamalla Maestron reagentpreftigilostoa, jonka
loppuun lisattiin uusi koodi tarvittavasta funktionaalisesta ryhmasta jaosmmnasta
Ohjelma tarvitseemyds rakennetiedoston uudesta funktionaalisesta ryhmastaa
rakenne piirrettiin Sybyl:lla ja tuotiin Maestror, jossa sen funktionaalisen ryhméan
rakenteet ja atomit nimettiidAtom Labekod -toiminnossa ja méaariteltiin kaoka vastaavasti

joko sailyviksi tai poistuiksi, halutun synteesin mukaan

Kuva 8. Funktionaalinen ryhn
yhdistelmékirjaston luontiin. R«
sdilyva ketju ja lopufpunaisen viiva
toisella puolella) ovapoistettavieosia

Reagenssitiedostagisiteltiin luotujenohjeiden mukaanReagent Preparationtydkalulla,
jossakaytettiin oletusasetuksia, ja lisaksH asegttin 7.4 +f 2.0 ja ohjelman arettiin
luoda tautomeereja ja enintddn 1Cerebisomeerid jokaisesta reagenssisihjeclla
poistettiin reagensseistatikkahappeosat ja jatettirkumariinin ydinrakenteeseen liitettava

fenyyli sivuketjuineen koskematta.

3.1.5 Yhdistelméakirjaston luonti

Yhdistelm&irjaston rakentamiseksi fenyylietikkahappon pohjautuvat valmistellut
reagenssitiedostot vietiin Maesin@CombiGlide i sovellukseenSovelluksessa kaytéh
oCombinatorial Screening tytkalug joka tarvit$ toimiakseen ydinrakenteet, valmistellut
reagenssitiedostot sekd halutproteiinin ligandia sitovan taskun mallinakennettujen

yhdistelmé@molekyyliettielakointia varten.

oCombinatorial Screening-tyokalussaydinmolekyylit maariteltiin ja niiden rakenteista
valittin  kohdat, joihin halutut reagenssimolekyylit liiit. Ohjelmdla arvioitiin
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reagesseja ja poistettiin sellaiset, joiden yhdistelmamolekyyli saisi matalia pisteita.
Luodut yhdistelmamolekyylit telakoitiin proteiintiedostosta tehdylla taskumalil

Yhdistelmakirjaston luonnissa ja telakoinnigsgtettiin oletusasetuksia

Telakointi suoritettiin kolmessa vaiheessa. Ensimmaisessa vaiheessa ldjeiakotiin
ydinrakenteet Toisessa vaiheessa ydinrakenteen liitoskohtasattiin reagenssit ja
poistettiin huonosti telakoituvat yhdisteekKolmannesa vaiheessa telakointreormaalisti
yhdiseltaidin ern liitoskohtiin lisatyt reagenssia luotaisiintelakointeja, joissa jokaisella
molekyylilla olisi reagessit jokaisessa litoskohdassa. Tamédistelmakirjasto ei

kuitenkaan sisaltanyt ydinrakenteita, joilla olisi useampi kuin yksi liitoskohta.

Telakoinnin  jalkeen 0CombiGlide -sovelluksella laskettin  automaattisesti
yhdistelmékirjaston molekyylien molekyylipainoja ja muita ominaisuuksia. d@&éi
perusteellajokaiselle molekyylille laskettinGlide iohjelman (ks. 31.6 Telakointi)
kayttamat GlideScore -pisteytyksetja molekyylit jarjestettiin paremmuusjarjestykseen.

Yhdistelmakirjastosta erotettiin jalliennettiin parhaat molekyylit

Yhdisteimékirjastoja tehtiin yhteensd kaksi: yksi kummastakin ydinmolekyylista.
Kummastakin yhdistelmékirjastoserotettiin 20 telakoinniltaan parasta molekyylia eli
yhteensa 40 yhdistelmanolekyylig jotka kaannettin mol2 itiedostomuotoon ja
tarkasteltiinBodil T molekyylimallinnushjelmalla Bodil; Lehtonen ym., 2004fehtavaan

tarkasteluun.

3.1.6 Telakointi

Yhdistelmakirjastosta valikoituneet molekyytelakoitiin vield Glidellla ja PLANTSla.
Telakoinreissa kéaytettiin aiemmin kasiteltylAO-B:n ja MAO-A:n proteiinirakenteita,
joista oli poistettukiderakenteerligandi ja lisatty vedyt.Glide:ssakaytettiin aiemmin
valmistetua proteiinin  taskun verkkomallinnettua hilaa Telakoinreissa kaytettiin

oletusasetusten mukaigtaistavaa telakointia ja yleistd Standi&@recisiontarkkuutta.

Gliden telakoinreissa molekyylien erilaiset konformaatiot laskin lukuisista
vaihtoehdoista, ja veridin proteinin hilaan lupaavien asentojen loytamiseksi. Ohjdiana

verrattiin etaisyyksiaproteiiniin taskussa sijoittamalimolekyylit maarattyihin aktiivisen



21

alueen kohtiin ja vertaamallanolekyylien atomien ja aktiivisen alueen seindmien
etaisyylsd. Seuraavaksi ohjelrtia tutkittin molekyylien atomien asemia ja poedtiin
konformaatiot, jotkaplivat liilan suurissa steegissa ristiriidoissgroteiinin kanssa Taméan
jalkeen laskettiinarvoja proteiinin ja molekyylienvetysidoksia muodostavien atomien
perusteella, seka arvioitisuotuisia hydrofobisia vuorovaikutuksia ja gargiin steerisista
ristiriidoista.

Arvotetuist konformaatioista parhaat minintioi kayttamallaOPLS 2005 voimakenttaa
Ohjelman reseptorin hilaan tallettamien Coulomb ja van der Wdalsttien avulla

molekyylien vuorovaikutukset arvigin. Molekyylien konformaatiot, joilla & matalia

energioitakavivat lapi MonteCarloi simulaation, jolla pyrittin suuntaamaamolekyylien

rakenteessa olevia ryhmia ja sisaisia vaantokuliialekyylien sitoutumistaipumuksia
arvoettiin uudestaanGlideScore -pisteytykselld joka pisteyit ja aseit tietokantojen

molekyylit paremmuusjarjestykseenelakoidut molekyylit kaannettiin molgwuotoon.

PLANTS:n MAO-B:n rakenteelle tehdyisstlakoinreissakéaytettiin 10 A sadettajonka
sisdan telakoitavat molekyylit oli asetettava, molekyylien maksimi konformaatioiden
maarksi asetettiin 10ja telakointi keskitettiintaskunligandinsitomisalueelleMAO-A:n
rakenteelle telaktaessa kaytettin 13 A sadettdN&ain telakoitavat alueet sisélsivat
proteiinin koko taskun PLANTS suoritha telakointeja keskittamalla molekyylit
maaattyihin koordinaatteihinja niista lahtevan sateen sallimalle alueell®hjelmalla
lasketaan molekyyleilleerilaisia konformaatioita ja pisteitda taskun muodon ja sita

reunustavien aminohappojen ominaisuuksien perusteella.

Glidella ja PLANTS:lla e€lakoidut molekyylit vietin  Bodil T molekyyli-
mallinnuohjelmaan tarkastelug arviointiavarten.MAO-B:n rakenteeseen telakoitujen
molekyylien konformaatioita verrattiin proteiinin kiderakenteen ligandin sijoittautumiseen
seka taskun hydrofobisten ja hydroBten aminohappojen sijainteihinBodilissa
molekyyleista poistettiin rakenteeltaan liian jaykat tai hydrofobiset vaihtoelyos liian

isot tai liikaa pyorivid sidoksia sisaltdvat molekyylit poistettiin. Lopukpoistettiin
valmistuskustannuksiltaan Inakalliit molekyylit. Jaljelle jaaneist@nolekyyleista valittiin
parhaiten proteiinintaskuun asettuvgt siella vahvimmin vuorovaikuttavat molekyylit

joiden synteesia varten tilattiin reagenssit
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3.21In vitro -mittaus ja telakointi testiaineille

In vitro -mittaukset suoritettiin valmiille -8enyyliaryylikumariineille. Mittausten jalkeen
naille  testiaineille  suoritettin  myds  telakoinnit samoin  kuin  edellisesséa

tietokonemallinnuksen osuudessa.

3.2.11In vitro -inhibiitiomittaus

Liuosten valmistusohjeetaj valmistukseen kaytettyjen reagenssien tiedot ovat lopussa
litteena (LIITE 1). RotanMAO-A ja B olivat valmiiksi eristettyina ja niiden aktiivisuudet

oli mitattu. Testiaineet syntetisoitiin Jyvaskylan Yliopistbemian laitoksella. Testiaineita

oli kahdksa ja ne olivat 3-fenyylikumariineja, joilla oli metoksi ja
hydroksyylisubstituenttej&kumariinirenkaan 6ja 7-asemissa ja/tai kumariiniin liittyneen

3-fenyylin para- tai metaasemissgKuva9).

¢ >
= o~ g

(0 )
0" "0 ~o o 2o
1 2
3-(3-methoxyphenyl)-2H-chromen-2-one T7-methoxy-3-(4-methoxyphenyl)-2H-chromen-2-one
Q) B
= o~ N O
~o 070 O
3 p oo
7-methoxy-3-(3-methoxyphenyl)-2H-chromen-2-one 3-(4-methoxyphenyl)-2H-chromen-2-one
/O = g 0/
0”0

6
6-methoxy-3-(4-methoxyphenyl)-2H-chromen-2-one  6-methoxy-3-(3-methoxyphenyl)-2H-chromen-2-one

OH OH
peee
O 0”0 0”0
7 8
3-(4-hydroxyphenyl)-2H-chrom en-2-one 6-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-2H-chromen-2-one

’5.

Kuva 9. Testiaineiderl-8 rakenteet ja kemialliset nimet.
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Tutkimuksessa mitattiinkumariinirakenteen siséltavien testiaineidér8 selektiivista
MAO-B:n inhibiitiota spektrofotometrisilla mittauksilla, Perkin Elmer Victor X4
mittauslaitteistolla. MAGentsyymeihin sitoutuvina positiivisina kontrolleina kaytettiin
selektiivisesti ja palatumattomasti MAGA:han sitoutuvaa klorgyliinia ja MA@:hen
sitoutuvaa pargyliinia. Inhifiota mitattin MAO-entsyymien luonnollisen substraatin,

tyramiinin, sitoutumisen kautta.

MAO:n katalysoimassa reaktiossgramiinisubstraan kanssa sivutuotte@ muodosiu
vetyperoksida Vetyperoksidi reagoi-aminoantipyriinin ja piparjuuriperoksidaasiaengl.
horseradish peroxidaseHRP) kanssa muodostaen hapettuneeamihoantipyriinin ja
vetta (Holt ym., 1997) Hapettunut 4minoantipyriini ja vanillinihagpo muodostavat
kinoni-imiini varia (engl.quinoneimine dyje jonka absorptiota spektrofotometri mittaa
(Kuva 10). Varin absorbanssi on verrannollinen muodostuneen vetyperoksidin ja siten

mya0s sitoutuneen tyramiinin maaraan.

HRP
H,0, P 2H,0

0 CH
m/ 3 w/ 3
H N CH, N CH;

_ S hapettunut
4-aminoantipyriini 4-aminoantipyriini

HOOC, Q HOOC

fogpas

kinoni-imiini viri vanilliinihappo

H4CO OH

Kuva 10. Pelkistetty reaktio koni-imiini varin muodostus. Kuva muokattu Holt
ym., 1997 julkaisusta.
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Koeasettelusskaytettiin tasapohjaist@6-kuoppalevyd, jolle reagenssit ja testiaineet
lisattin (LIITE 1). Testiaineiden kykya inhiboida MA@:ta mitattin yhdella
pitoisuudella ja MAGB:n inhibiitiota kahdella pitoisuudell&estiaineiden inhibiiot

laskettiinvertaamalla niitdyramiinin absorbanssiin ja inhibiitioon

3.2.2Telakointi

Tietokonemallinnusosuutta vastaavanlaiset Glide ja PLANTS telakoinnit suoritettiin myos
in vitro testattaville testiaineillel-8. Testiainemolekyylit rakennettin Sybyél ja
valmisteltiin ja kaannettiin 3D muotoon LigPrepilla samoin asetuksilla kuin aiemmatkin
telakointia varten kasitellyt molekyylit. Telakoinnit tehtiin samoin kuin edella. Tulosten

tarkasteluun ja arviointiin kaytettiin Bodilia

3.3 Tulosten kasittely

Telakointien tlosten kasittelyssa kaytettiin Bodilmolekyylimallinnusohjelmaajossa
molekyylit aseteltiin kuvaaviksi. Kuvien tekoon Rytettiin Bodita yhdessaMolscript
(MolScript version 2.1.2Kraulis, 1991)ja Raster3QMerritt ja Bacon, 1997)ohjdmien
kanssa.Kuvituksessa kaytettin myodaestr@, josta kuva otettiinruudunkaappaus
toiminnolla Kemiallisten rakenteiden piirtAmisessa kaytettithemBioDraw Ultra
(version 12.0., copyright © 2007, PerkinElmer Indr vitro mittausten ja telakoirgn
numeeriset tulokset taulukoitiin ja kasitelti@numeric Spreadsheet (version 1.10.16,
copyright © 1998010, The GNOME Project)i taulukkolaskentahjelmallg jolla

piirrettiin myos kuvaajat
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4. TULOKSET

Seulontojen tuloksena saatiseitseman kappata sopivaan hintaan syntetisoitavissa
olevia. ja  sitoutumismahdollisuuksiltaan hyvia 3-fenyylikumariinirakenteisia
yhdistelméamolekyyleja. Spektrofobmetrisissé mittauksissa testimolekyylien havaittiin
selektiivisestinhiboivan MAO-B:ta.

4.1.Seulonta

Seubnnan aikana molekyylien maarat karsiutuivat automaattisesti kaytettyjen
menetelmien aikana (Taulukkd). Reaxksestasaatiin yhteensd 535 molekyylid, jotka
Reagent Prepatianin aikana karsiutuivat, jattaen 368 yhdistelmakirjaston tekoon
soveltuvaa molekylia. Combinatorial Screeningissa tehdyistadigkelmanolekyyleista
vain 260yhdistelmakirjasto selvisi telakoinnin asetuksien vaatimuksiskgista
yhdistelméakirjastjen molekyyleista valittiin 2@hdistelmakirjasteeli yhteensa 40 parasta
molekyylia, jotka telakoitiin vielakerran Glide:lla ja PLANTSIIa, jolloin lopulta satiin

Bodililla tarkasteltuna seitsemgarasta molekyylia.

Taulukko 1. Molekyylien rakennemaarat eri seulontavaiheiden. Alussa (ja)ijeen(out).

Reaxys Combinational  Glide Score

(SMILES) ReagentPrep Screening jarjestys Bodil
in - 535 368 260 + 260 20+ 20
out 535 368 260 +260 20 + 20 7

Valikoiduista seitsemastdnolekyylistd (Kuva 1) molekyylalla A-F metoksiryhma on
asemassa 6 ja molekyylill&s asemassa .7Molekyylien fenyyliin kiinnittyneiden
substituenttien rakenteet vaihtelevalolekyylilla A on para-sijainnissa kumariiniin
nahden eetterin kautta sitoutunut bentseenirengas, josta Ioytyy taasa-fluori.
Molekyylilla B on para-sijainnissa eeterin kautta sitoutua trifluorimetoksi OCF.
Molekyylilla C on parasijainnisa karbonyylin kautta sitoutunut kloridiketju.
Molekyylilla D on para-hydroksyyliryhmé& ja metafluori. Molekyylilla E on p-
tertiaariamiini N(CH),. Molekyylilla F on para-, meta ja ortho-sijainneissa kolme

fluoria. Molekyylilla G on metasijainnissaeetterinkautta goutunut fenyylisubstituentti.
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3-{4-[(28)-2-chloropropanoyl]phenyl } -6-methoxy-2H-chromen-2-one ~ 3-(3-fluoro-4-hydroxyphenyl)-6-methoxy-2H-chromen-2-one

6-methoxy-3-(2,4,5-trifluorophenyl)-2H-chromen-2-one

3-[3-(benzyloxy)phenyl]-7-methoxy-2H-chromen-2-one

Kuva 11. Rakennekuvat kemialliset nimeseulontojen kautta valituista molekyyleigtaG.

4.2 Telakointi

Telakoinneisa Glide pisteytti seulotut molekyylitA-G (Kuva 11)ja in vitro mitatut
testiaineetl-8 (Kuva 9) lahes samalla tavalla niin MA@:han kuin B:hen (Taulukko P
Poikkeuksena oli molekyyl;\, jota Glide ei telakoinut MAGA:han ollenkaan. PLANTS
pisteytti testiainegh molekyylit paremmin telakoituviksi MA@:hen kuin A:han.
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Taulukko 2. Molekyylien parhaiderGlide ja PLANTS-telakointien pisteytystetulokset MAO-Alle ja
B:lle.

Mole- MAO-B GlideScore MAO-A GlideScore MAO-B PLANTS MAO-A PLANTS

kyyli  (kcal/mol) (kcal/mol)

A -10,50 - -49,66 -5,87

B -10,21 -8,41 -84,23 -25,26
C -10,31 -8,88 -83,67 -22,31
D -9,11 -9,16 -90,32 -47,89
E -9,75 -9,22 -89,50 -42,42
F -9,09 -9,26 -92,76 -51,45
G -10,01 -6,42 -82,66 -7,06

1 -8,61 -8,09 -94,02 -61,84
2 -8,46 -8,49 -91,98 -28,57
3 -8,46 -8,18 -94,95 -53,17
4 -8,31 -8,74 -88,94 -56,46
5 -9,03 -6,76 -87,21 -44,44
6 -8,97 -9,44 -95,02 -51,80
7 -8,45 -8,76 -97,24 -61,05
8 -9,09 -9,66 -98,48 -64,24

Kaikki seulotut molekyylitA-G telakoituivat hyvin toisistaan poikkeasti MAO-B:n
taskuun (Kuva 2). Molekyylit A, C, E ja G telakoituivat kumariiniosa FAD:ia kohti ja
nousivat hieman FAD:ia vasten niin, etta kumariinien eetterin ja karberyyhan hapet
osoittivat Tyr60 kohti. MolekyyliemA, C, E ja G kumariinin hapet takoituivat GIn206

vierelle, mutta eivat vetysidosetaisyydelle

Molekyylin A 6-metoksisubstituentti telakoitui Tyr435 ja Cys172 véliin. Sdargylin p-
esterin happi jai 11199 ja Tyr32@dliin ja p-fluori telakoitui 2,4 A paahan Leul64
karbonyylihapetw (Kuva 124). Molekyylin C 6-metoksisubstituentin happiatomin etaisyys
telakoinnissa oli 2,6 A Tyr435 ja 2,9 A Tyr188 hydroksyyliryhméan hap@ésaa 12C)
Molekyylin E 6-metoksn happi asettui 2,9 A paahan Tyr188 ja 2,7 A paahan Tyr435
hydroksyyliryhmé&nhapestaKuva 12E) Molekyylin G 7-metoksin happiatomi telakoitui
Tyr435 ja Tyrl88 vdliin(Kuva 12G) Molekyylien A, C, E ja G 3-fenyyliosat

substituentteineen suuntautuivat taskun ja taskuun vievan kaytavan risteykseen.



Kuva 12. Molekyylit A-G telakoituina MAGB:n taskuur
Flaviiniadeniinidinukleotidi ja molekyylitpallo-tikku 1 mallilla, tummanharmaill
hiiliatomeilla. Taskua reunustavat aminohapot tikkumallilla, vaalean har
hiiliatomeilla.
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