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Aldo-keto-reduktaasi (AKR) kuuluu oksidoreduktaasin superperheeseen. Ihmisen
(Homo  sapiens) AKR1C3 (aldo-keto reduktaasi C3) sdidtelee elimiston
hormonituotantoa osallistumalla prostaglandiini- ja steroidisynteeseihin. Hairitt
AKR1C3-geenin toiminnassa vaikuttavat ratkaisevasti erilaisten sairauksien, kuten
hormoniriippuvaisten syopien syntymiseen. Talld hetkelld kliiniseen kdytt6on ei ole
hyvaksytty yhtadan AKR1C3-entsyymiin kohdennettua lddkeainetta. Tutkimuksen
tavoitteena oli optimoida rekombinanttisen AKRI1C3-proteiinin tuotto- ja
puhdistusolosuhteet ~sekd tutkia tietokonemallinnuksella  suunniteltujen
molekyylien sitoutumista AKR1C3-entsyymiin. Tuotto- ja puhdistusmenetelmien
optimoinnissa onnistuttiin saamaan 0.5 1 tuotolla 11.9 mg 96.5 % puhdasta AKR1C3-
proteiinia. Molekyylien  sitoutumista =~ AKR1C3-entsyymiin  tutkittiin
lampétilariippuvaisella fluoresenssispektroskopialla. 64 tutkitusta molekyylistd 6
molekyylid sitoutui AKRI1C3-entsyymiin. Molekyylien sitoutumismuodon
madrittdmiseksi AKR1C3-entsyymi ja ligandi Kkiteytettiin riippuva pisara -
menetelmdn sekd liuotuskokeen avulla. Muodostuneista kompleksikiteissa
havaittiin diffraktiota rontgenkristallografialla (MASSIF-1, ESRF). Tutkimuksessa
Ioydettiin  uusi suunta AKR1C3-kohdennetun lddkkeen kehittdmiseen -

kumariinijohdannaiset ligandit.
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Aldo-keto reductase family one member C3 (AKR1C3) is a key steroidogenic
enzyme that is overexpressed in hormone-dependent cancers. No AKR1C3-targeted
inhibitor has been approved for clinical use. The aim of the study was building
AKR1C3-protein production system and optimizing production conditions. The
best AKR1C3 protein was produced in TB medium. The AKR1C3 enzyme was
purified by affinity chromatography, dialysis and gel filtration. The purified protein
was used to study the drug interactions of AKR1C3. Thermofluor method found six
ligands that significantly increased melting temperature of the AKR1C3 enzyme. In
the study, the AKR1C3 protein was crystallized by using the hanging drop method
and soaking. In the X-ray crystallography studies (MASSIF-1, ESRF) complex
crystals were detected to diffract. The study found a new direction in AKR1C3-

targeted drug development - coumarin derivatives.
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1JOHDANTO

Aldo-keto-reduktaasi (AKR) kuuluu oksidoreduktaasin superperheeseen. AKR -
perheen geeneja loytyy sekd prokaryootti- ettd eukaryoottisoluista. AKR-
superperhe sisdltdd 15 perhettd ja 151 jdsentd. Kaikista suurin AKR-perheistd on
AKR1, joka jakautuu alaheimoihin, kuten selkdrankaisille tunnettuun AKR1C-
alaheimoon (www.med.upenn.edu/akr). Ihmiselld (Homo Sapiens) AKR1Cs-
geenipaikka on kromosomissa 10p15-10p14. AKR1Cs geeni sisdltdd 12 eksonia,
jotka koodaavat 13:ta ainutlaatuista proteiinia (AKR1C1-13). Ihmisell4 esiintyy nelja
erilaista AK1Cs-geenid: AKR1C1, AKR1C2, AKR1C3 ja AKR1C4. Ndiden aldo-keto-
reduktaasien sekvenssit ovat 84-98 % homologisia toistensa kanssa (Jez ym. 1997,
Penning & Byrns 2009, Zeng ym. 2017). Vaikka ihmisen AKR1Cs-muodot
muistuttavat toisiaan, vastaavat ne elimistossd erilaisista ja osittain
vuorovaikutuksissa toistensa kanssa olevista tehtdvistd (Penning ja Dryry 2007,
Penning ja Byrns 2009). Kaikkia AKR1C-entsyymejd yhdistdd kyky hapettaa
ketoneista ja aldehydeistd elimistlle vahemman myrkyllisid alkoholeja kayttamalla

kofaktoreina NADH:ta ja NADPH:ta (Jez ym. 1997, Jez ja Penning 2001).

1.1 AKR1C3-proteiinin rakenne

AKR1C3-geeni kuuluu AKRI1-perheeseen, ja on perheenjisen C3. AKR1C3
tunnetaan myos nimelld tyypin 5 17beeta-hydroksisteroididehydrogenaasi (17p-
HSD5). [Imentyessdadn AKR1C3-geeni tuottaa sytoplasmista proteiinia, joka sisaltda
323 aminohappoa, ja on kooltaan 37 kDa (Jez ym. 1997, Jez ym. 1997b, Jez ja Penning
2001). Tassd  tutkimuksessa  keskityttiin ~ AKR1C3-proteiiniin,  jonka
referenssisekvenssin tietokantanumero on NP_003730.4NP_003730.4 (National

Center for Biotechnology Information).
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Kaikille AKR-entsyymeille on tyypillistd, ettd ne muodostavat kolmiulotteisen
(a/P)8-tynnyrirakenteeseen, jossa on kolme joustavaa silmukkaa. AKR1C3:n
kolmiuloitteinen rakenne koostuu kahdeksasta yhdensuuntaisesta [-juosteesta ja
kahdeksasta vastakkaissuuntaan vuorottelevasta a-heliksistd, jotka yhdessd
muodostavat katalyyttisen taskun (Kuva 1) (Jez ym. 1997, Amano ym. 2015,
www.med.upenn.edu/akr). Aikaisemmissa kiteytystutkimuksissa on osoitettu,
ettd katalyyttisen taskun sisdlld on nelja aminohappotdhdettd (Asp50, Tyr55, Lys84,
His117), jotka voivat olla vuorovaikutukseen NADP:n ja substraatin kanssa (Jez ym.

1997).

Kuva 1. AKR1C3-proteiinin rakenne: punaisella al-8 a-heliksikierteet, valkoisella silmukat, keskella
entsyymin katalyyttisessd taskussa siniselldi NADP ja vihreilld ibuprofeiini (RCSP Protein Data
Bank, 3R8G).

1.2 AKR1C3-entsyymin toiminta

ARK1C3 osallistuu prostaglandiinien synteeseihin, joissa se pelkistdd
prostaglandiineja: prostaglandiini D2 (PGD2), prostaglandiini H2 (PGH2),
phenanthrenequinone (PQ) sekd hapettaa 9a,11p-PGF2 -prostaglandiinia (Penning ja
Byrns 2009). Prostaglandiinisynteesien lisdksi AKR1C3:n tdrkeisiin tehtdviin

kuuluu hormonituotantoon osallistuminen. Se katalysoi androstendionista
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testosteronia ja estronista estradiolia (Kuva 2) (Penning ym. 2000, Penning ja Byrns
2009). Muodostuneet hormonit sitoutuvat soluissa niille spesifisiin
tumareseptoreihin:  testosteroni AR-, estradioli ERa- ja 9a,11B-PGF2-
prostaglandiini PPARy -reseptoriin (Penning ja Dryry 2007). AKR1C3-geeni
ilmentyy paikallisesti voimakkaiten munuaisissa, lihaksissa, maitorauhasissa,
eturauhasessa, perifeerisissd veren lymfosyyteissd sekd kohdussa. AKR1C3:n lievad
ilmentymistd on havaittu myos maksassa, keuhkoissa, syddmessd, lisimunuaisissa,

munasarjoissa ja kiveksissd (Penning ym. 2000).

Androstendioni Estroni Prostaglandiini D2
/o o) o
3 = COOH
| G
° OH
o HO
AKR1C3 AKR1C3 AKR1C3
Testosteroni Estradioli 9a,11B-PGF2 -prostaglandiini

HO

OH
OH > COOH
(D m
HO
o]

Kuva 2. AKR1C3-entsyymin katalysoimia reaktioita (mukaillen Gobec ym. 2005).

1.3 AKR1C3 ja hormoniriippuvaiset syovit

AKR1C3 vastaa elimiston prostaglandiinien ja steroidien tuotannosta, minké takia
AKR1C3 on keskeisessd asemassa hormoniriippuvaisten sydpien syntymisessd
(Penning ym. 2006, Penning ja Byrns 2009). Tyypillisesti hormoniriippuvaisten
syopien kehittymiseen tarvitaan suurentuneita hormonipitoisuuksia (Penning ym.
2006). Eturauhassyovdssd suurentunut testosteronitaso johtuu AKR1C3:n
paikallisesta yli-ilmentymisestd (Byrns ym. 2012). Myds Byrns ym. (2010)
tutkimuksessa havaittiin, ettd keinotekoinen AKR1C3 yli-ilmentyminen
rintakudoksessa johtaa tehostettuun testosteroni- ja estradiolituotantoon seka

progesteronin inaktivointiin. Transfektoidut solut alkoivat lisddntyd vasteena
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hormonipitoisuuden muutokselle, mikd aiheutti rintasyovan kehittymisen (Byrns
ym. 2010). Lisdksi monissa aikaisemmissa tutkimuksissa on osoitettu, ettd
pahanlaatuisissa rinta- ja eturauhassydpdkudoksissa AKR1C3:n ldhetti-RNA:n
ja/tai proteiinin ilmentymistasot muuttuvat (Agung ym. 2005, Suzuki ym. 2005,
Byrns ja Penning 2009).

1.4 AKR1C3-inhibiittorit

AKR1C3-entsyymin inhibiittorit ovat osoittautuneet potentiaalisiksi ldadkkeiksi
hormoniriippuvaisten syopien hoitamisessa. Yleisesti tunnettuja AKR1C3-
entsyymid inhiboivia lddkkeitda ovat NSAID-lddkkeet (engl. nomsteroidal anti-
inflammatory  drug), joiden toiminta perustuu syklo-oksigenaasin ja
prostaglandiinisynteesin estimiseen (Pawlowski ym. 1991, Desmond ym. 2003,
Gobec ym. 2005). NSAID-lddkkeet kykenevit inhiboimaan syopasolujen kasvua ja
indusoimaan apoptoosia COX-riippuvaisten mekanismien avulla (Desmond ym.
2003, Kashfi ja Rigas 2005, Wang ym. 2006). Yksi tunnetuimmista kliiniseen
kayttoon otetuista AKR1C3-entsyymid inhiboivista NSAID-lddkkeistd on
indometasiini, jota kédytetddn muun muassa rintasyovan ja akuutin myelooiseen
leukemian hoitamisessa (Kuva 3) (Desmond ym. 2003, Zeng ym. 2017,

www.pharmacafennica.fi).

NSAID-lddkkeiden lisdksi tunnetaan useita muita ARK1C3-entsyymid inhiboivia
molekyylejd, joista useimmat ovat karboksyylihappoja (Kuva 3). AKR1C3-
entsyymid inhiboiviin aineisiin kuuluu muun muassa kanelihappo (Brozic ym.
2006), steroidihormonianalogit (Bydal ym. 2009), flavonoidit (Skarydova ym. 2009),
syklopentaanit (Stefane ym. 2009), bentsoehapot (Adeniji ym. 2011),
bakkariinianalogit (Zang ym. 2015), ruteniumkompleksit (Kljun ym. 2016),
yleisimmin kaytetyt diabeteslddkkeet (Zhao ym. 2015) ja progestiinit (Beranic ym.
2011), kuten rinta- ja keuhkosyovan hoitamisessa kaytetty
medroksiprogesteroniasetaatti ~ (Khanim ym. 2014, Zeng ym. 2017,

www.pharmacafennica.fi). Usean lddkkeen ongelmana kuitenkin on, ettd
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AKR1C3:la on kyky inaktivoitua ja muuntua vastustuskykyiseksi ldadkkeitd
vastaan. Resistenssid on havaittu erityisesti syopalddkkeitd kadytettdessd (Barski ym.

2008, Novotna ym. 2008).

Naprokseeni H CH 3 Ibuprofeeni Parasetamoli

S Fot- Y

Medroksiprogesteroniasetaatti (MPA) Indometasiini Asetyvylisalisyylihappo
O CH

HCY 3
¢ | .0 _CH, C O.. _OH
\Lr EO CH, ’ 0.0
XX T
CH, CH,COOH CH3

Kuva 3. AKR1C3-entsyymié inhiboivia ladkkeitd (mukaillen Gobec ym. 2005, Zeng ym. 2017).

H CH,

Viimeaikaisissa tutkimuksissa on loydetty lupaava AKR1C3-entsyymiin
kohdennettu lddkeaine: ASP9521-inhibiittori. Kikuchi ym. (2014) ja Loriot ym.
(2014) ovat osoittaneet, ettd ASP9521 estdd eturauhassyovan kehittymisen sekd in
vitro- ettd in vivo -kokeissa. Vaikka kehitteilld on lupaavia ldadkkeitd, kliiniseen
kdayttoon ei ole hyvidksytty vield yhtddn AKR1C3-entsyymiin kohdennettua
ladkeainetta (Pippione ym. 2018). Jatkossakin tarvitaan lisid AKR1C3-tutkimusta,
jotta ymmarrettdisiin syvemmin AKR1C3-riippuvaisten sairauksien mekanismeja ja
pystyttdisiin  kehittdmdan parempia AKR1C3-entsyymiin  kohdennettuja

ladkeaineita.
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2 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Tutkimuksen tavoitteena oli optimoida AKR1C3-proteiinin tuotto-, puhdistus- ja

kiteyttamisolosuhteet mahdollisimman tehokkaiksi jatkotutkimuksia varten.
Tutkimukseen kuului 6 padtavoitetta:

AKR1C3-geenin kloonaus tuottovektoriin

)
2) AKR1C3-entsyymin tuotto-olosuhteiden optimointi

) AKR1C3-entsyymin puhdistus-olosuhteiden optimointi

) Uusien AKR1C3-entsyymiin kohdennettujen lddkeainekandidaattien
sitoutumisen tutkiminen lampétilariippuvaisella
fluoresenssispektroskopialla
5) AKR1C3-entsyymin kiteytysolosuhteiden optimointi
rontgenkristallografialla tehtdvaad rakennetutkimusta varten

6) AKR1C3-ligandikompleksin kiteytysolosuhteen optimointi ligandin

sitoutumismuodon maarittimistd varten.
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Tuottojdrjestelmidn rakentaminen

; . 2. Plasmidien
1. Transformaatio |

eristys ‘
o , - 3. Digestio
9. Sekvensointi TUOTTOJARJESTELMAN ‘
o (Pmavrasy ) DN i
8. Miniprep-viljelma TYOVAIHEET , .
ja plasmidin en’st_\'sT s : 5. Ligaatio

7. Pesdke-PCR <+ 6 Alakloonaus

Kuva 4. Tuottojarjestelméd rakennettiin tyovaiheiden mukaisesti.

Yhdistelma-DNA-tekniikan avulla rakennettiin AKR1C3-entsyymille
tuottojdrjestelmd (Kuva 4). Tutkimuksessa kédytettiin kaupallista E. coli -bakteeriin
suunniteltua pUC57:hAKR1C3 -plasmidia (GenScript, Piscataway, New Jersey,
USA), johon oli kiinnitetty synteettinen AKR1C3-geeni. pUC57::hAKR1C3 -plasmidi
sekd pGEX4T3-tuottovektori (Kuva 5) transformoitiin kompetentteihin E. coli DHb5a
-soluihin. Plasmidit eristettiin kayttdamalld NucleoSpin Plasmid Minipep -kittid
(Macherey-Nagel, REF 740588.250). pGEX4T3-vektorille ja pUC57:hAKR1C3 -
plasmidille tehtiin restriktioanalyysi digestoimalla tuotetut DNA:t Ncol- (New
England Biolabs, Beverly, MA, USA) ja Notl- (Thermo Fischer Scientific)
restriktioentsyymeilld. Digestiossa kéytettiin restrektioentsyymien lisdksi 10x Cut
smart -restriktiopuskuria (New England Biolabs, Beverly, MA, USA). AKR1C3-
insertti ja pGEX4T3-vektori liitettiin toisiinsa T4-DNA -ligaasilla (5 U/pl, Thermo
Fischer Scientific) sekd 10x T4 DNA ligaasi -puskurilla (Thermo Fischer Scientific).
Muodostunut ligaatioseokseos transformoitiin E. coli DHb5a -soluihin ja maljattiin
ampisilliiniselektiivisille agarmaljoille. Maljoja kasvatettiin yon yli 37 °C asteen

lampotilassa.
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pGEX4T3::AKR1C3-plasmidit paikannettiin pesdke-PCR:1ld. Templaattina PCR:ssd
kaytettiin bakteeripesdkettd, jonka emdsjdrjestys kopioitiin. Yksi reaktioseos sisélsi
1 pM pGEX5® -seq -aluketta (5" CTGGCAAGCCACGTTTGG 3°, Metabion, Planegg,
Saksa), 1 uM pGEX3 -seq -aluketta (5" GGAGCTGCATGTGTCAGAG 3°, Metabion,
Planegg, Saksa), 0.4 mM deoksinukleotideja (ANTPs) (Thermo Fischer Scientific)
sekd 1.5 mU DreamTaq DNA -polymeraasientsyymid (Fermantas, #EP0702). PCR-
ndytteet ajettiin PCR-laitteella (Bio-Rad Laboratories MyCycler thermal cycler),
johon luotiin erillinen ohjelma. PCR:ssd kaytettiin ohjelmaa: 1x alkudenaturaatio 2
min / 95 °C, 30-kertainen sykli: denaturaatio 30 s / 94 °C, kiinnittyminen 30 s / 55
°C, loppupidennys 1 min / 72 °C, viimeinen loppupidennys 5 min / 72 °C ja 1x
sdilytyslampdotila 1 min / 4 °C.

Pesdke-PCR varten valmistettiin 1 % agaroosigeeli, jossa oli 0.5 pg/ml
etidiumbromidia (Midori Green Advenced DNA Stain, Nippon Genetics Europe
GmbH). Eloktroforeesissa kaytettiin ajopuskurina 1x TAE-puskuria (40 mM tris-
asetaatti, 1 mM EDTA). Naytteisiin lisdttiin 6x Gel Loading Dye Purple -
ndytepuskuria (New England Biolabs, Beverly, MA, USA).
Molekyylipainomarkkerina kéytettiin 1 kb DN A-standardia (New England Biolabs,
Beverly, MA, USA). Naytteitd ajettiin elektroforeesissa 100 V jannitteelld 20
minuuttia. Geeli kuvattiin Bio-Rad -kuvantamislaitteella. Sekvensointi tehtiin

FIMM:n (Institute for Molecular Medicine Finland, Helsinki) laboratoriossa.
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Neol Eco01091 2698 Pfol 46 BStAPl 179

Notl Aatll 264 Ndel 183
TEV Sspl 2525 Ehel, SspDl 235
" Pdml 2318

Insertti

Begl 2239
Scal 2201

Tsol 2132

Kuva 5. pGEX4T3-vektorin ja pUC57:hAKR1C3 -plasmidin (muokaillen Thermo Fischer Scientific,
puC57 DNA) kaavamaiset rakenteet. Molemmissa plasmideissa on Notl- ja Ncol -leikkauskohdat.
pGEX4T3-vektori on kooltaan 4968 bp, pUC57-vektori 2710 bp ja AKR1C3-geeni 982 bp.

3.2 Proteiinin tuottaminen

3.2.1 Tuotto-olosuhteiden optimointi

PGEX4T3::AKR1C3-plasmidi (230 ng/ ul) transformoitiin kompenttiin E. coli BL21-
Gold -tuottokantaan (Agilent Technologies, #230133). Transformoidulta
agarmaljalta poimittiin yksi bakteeripesdke 50 ml LB-esikasvatusliuokseen, jossa oli
1 % glukoosia ja 100 pg/ml ampisilliinia. Esikasvatusliuoksen annettiin kasvaa yon
yli ravistelijassa (250 rpm, 30 °C) (New Brunswick Sientific, Excella E25). 1 ml
esikasvatusliuosta siirrettiin 250 ml:n kasvatuspulloihin, jotka sisdlsivat 50 ml
kasvatusliuoksia: LB, M9ZB ja TB (Liite 1 ja 2). Kasvatus aloitettiin 37 °C
lampéotilassa. Solujen kasvatusta jatkettiin, kunnes bakteeriviljelmédn absorbanssi
600 nanometrin aallonpituudella ylitti arvon 0.6. Proteiinin tuotanto aloitettiin
lisdamadlla  bakteeriviljelmiin 0.4 mM  IPTG (isopropyyli B-D-

thiogalaktopyranosidi). Soluja kasvatettiin Taulukon 1 mukaisissa olosuhteissa.
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Taulukko 1. AKR1C3-proteiinin kasvatusolosuhteet.

Kasvatusliuos ja induktioaika

Lampotila LB TB M9ZB
20°C 20h 20h 20h
30°C 35h 35h 35h
37°C 35h 35h 35h

Kasvatuksen aikana kaikista kasvatuspulloista otettiin SDS-PAGE -néytteet ennen
ja jalkeen indusoinnin. SDS-PAGE -ndytteet ajettiin 12 % SDS-PAGE -geelilld 1x
SDS-puskurissa Bio-Rad Mini-PROTEAN -ajolaitteella 200 V, 50 min (Liite 3 ja 4).
Standardina kdytettiin: Broad Range, SDS-PAGE Standards (Bio-Rad, Cat. 161-0317)
sekd Blue Plus Prestained Protein Marker (Nippon Genetics Europe GmbH, Cat.
MWPO04). Geeli vérjdttiin PageBlue protein staining -liuoksella (Thermo Fischer

Scientific).

Kasvatetut solut kerittiin sentrifugoimalla (6000 x g, 15 min, 4 °C) ja supernatantti
27 mM KCl, 1.5 mM KHzPOs4, 10 mM NaHPOs HO, pH 7.4), kerittiin
sentrifugoimalla (5000 x g, 10 min, 4 °C) ja supernatantti kaadettiin pois. Lopuksi
solut suspensoitiin 1x PBS:114 (2.5 ml/1 g soluja) ja bakteerisuspensiot s&ilottiin - 80

°C pakkaseen.

3.2.2 Puhdistusolosuhteiden optimointi

Bakteerisuspensio sulatettiin 30 °C vesihauteessa ja hajotettiin 40 barilla Emulsiflex
C3-laitteella (Avestin Europe GmbH). Lysaatti kirkastettiin sentrifugoimalla (35 000
x g 30 min, 4 °C). Muodostuneen lysaatin puhdistusta jatkettiin
affiniteettikromatografiavaiheeseen. Tutkimuksessa eluutio ja GST:n poisto tehtiin

kahdella eri menetelmalla: in situ ja dialyysi.
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GST:n poisto in situ -menetelmalld

Pylvddseen siirrettiin 1x PBS:lld esivalmisteltu affiniteettimateriaali (Protino 4B
Glutathione Agarose, Macherey-Nagel, Ref 745500.100) ja muodostunut lysaatti,
jota pestiin 1x PBS:114. Pylvddseen lisdttiin 1 ml TEV-proteaasia (0.93 mg/ml) ja 9 ml
dialyysipuskuria (5 % glyseroli, 1x PBS, 1 mM DTT, pH 7.4). Pylvdan annettiin
keinua yon yli 4 °C lampétilassa. Seuraavana pdivand puhtaan proteiinin annettiin
tippua hiljalleen jdilld olevaan sentrifuugiputkeen. Pylvddseen lisdttiin
dialyysipuskuria, kunnes tippuvan proteiinin pitoisuudeksi saatiin 0 mg/ml.
Proteiinin pitoisuus mitattiin spektrofotometrisesti 280 nm aallonpituudella
NanoDrop ND-1000 -laitteella (Finnzymes). In situ -katkaistu proteiini
vikevoitettiin konsentraattorilla (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units 10 000
MWCO, Ref UFC901008) sentrifugoimalla 1-5 min jaksoissa (5000 rpm, 4 °C)
(Thermo Fischer Scientific, ST16R).

GST:n poisto dialyysilla

Esivalmisteltu affiniteettimateriaali (Protino 4B Glutathione Agarose, Macherey-
Nagel) ja lysaatti pestiin 1x PBS:lla. Pylvddseen lisdttiin 1 mlin erissd
eluutiopuskuria (50 mM tris, 40 mM glutationi, 1 M DTT) ja kerdttiin 25 kappaletta
1 mln fraktioita. Fraktioiden pitoisuus mitattiin spektrofotometrisesti 280 nm
aallonpituudella. Kaikki yli 0.8 mg/ml fraktiot yhdistettiin, ja niihin lis4ttiin 1 ml
TEV-proteaasia (0.93 mg/ml). Syntynyt AKRIC3-TEV -seos siirrettiin
dialyysiletkuun (Spectra/Por molecular membrane tubing, Spectrum labs, MWCO
12-14 kD, Lot. 9200541) ja annettiin dialysoitua yon yli 2 1 dialyysipuskurissa (5 %
glyseroli, 1x PBS, 1 mM DTT, pH 7.4) 4 °C lampotilassa. Proteiini siirrettiin
pylvddseen, jossa oli esivalmisteltu affiniteettimateriaali (Protino 4B Glutathione
Agarose, Macherey-Nagel) ja puhdistettiin TEV-proteaasin leikkaamasta GST-
osasta dialyysipuskurilla, joka sisdlsi 10 mM DTT:n. Puhtaan proteiinin annettiin
tippua hitaasti jdillda olevaan sentrifuugiputkeen. Proteiinin pitoisuutta

kontrolloitiin puhdistuksen aikana mitttaamalla ldpi putoavista pisaroista
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NanoDrop ND-1000 -laitteella (Finnzymes) konsentraatio. Proteiinin puhdistus ja
dialyysipuskurin lisdédminen lopetettiin, kunnes ldpi tulleen pisaran pitoisuudeksi
saatiin 0 mg/ml. Dialysoitu proteiini vikevoitettiin konsentraattorilla (Amicon
Ultra-15 Centrifugal Filter Units 10 000 MWCO, Ref UFC901008) sentrifugoimalla
1-5 min jaksoissa (5000 rpm, 4 °C) (Thermo Fischer Scientific, ST16R).

Vikevoitetyt proteiinit suodatettiin (Millex-GV Syringe Filter Unit, 0.22 pm)
ruiskulla (BD Luer-lock Syringe) ja siirrettiin geelisuodatettavaksi Akta prime plus
-laitteeseen, joka oli varusteltu affiniteettipylvadlld (GE Healthcare, HiLoad 26/60
Superdex 75, Lot 10031717, ID 0039). Geelisuodatuksessa kaytettiin 0.5 MPa:n
painetta, 3 ml/min virtausnopeutta ja kerdttiin 2 mlin fraktioita. Pylvés
tasapainoitettiin puskuriin: 10 mM KPi, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 74.
Geelisuodatusta seurattiin ja analysoitiin PrimeView -ohjelmalla. Proteiinit

vakevoitettiin, sdilottiin 5 % glyseroliin ja nestetypen kautta -80 °C pakkaseen.

Proteiinin puhdistusprosessin eri vaiheista kerdttiin SDS-PAGE -ndytteitd, jotka
ajettiin (200 V, 50 min) 12 % SDS-PAGE-geelilld (Liite 3 ja 4). Naytteitd vertailtiin
standardiin (Broad Range, SDS-PAGE Standards, Bio-Rad). Proteiiniliuoksen
puhtaus maédritettiin ajamalla 2.5 pg, 5 ng ja 7.5 pg AKR1C3-proteiinindytteet
elektroforeesilla. Geeli vérjattiin Coomassie Brilliant R250 -viriaineella ja tausta
puhdistettiin varinpoistoliuoksella (10 % etikkahappo, 20 % etanoli). AKR1C3-
proteiinin puhtausaste maddritettiin kvantitatiivisesti Image] -ohjelmistolla
(National Institutes of Health, USA). Proteiinin puhtauden lisdksi tutkimusryhméan
yhteistyokumppani Forendo Pharma Ltd (Turku) varmisti tuotetun AKR1C3-
entsyymin aktiivisuuden. Yhteistyokumppanin kadyttimad entsyymiaktiivisuuden

mittausmenetelmad on yrityssalaisuus.
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3.3 AKR1C3-entsyymin laskostumisen tutkiminen limpétilariippuvaisella

fluoresenssispektroskopialla

3.3.1 DMSO:n vaikutus AKR1C3 stabiiliuuteen

Lampéotilariippuvaisella fluoresenssispektroskopialla (Thermofluor, thermal shift
assay) testattiin, ettd AKR1C3-proteiini pysyy stabiilina ja kestdd tulevat DMSO-
kasittelyt. Testikonsentraatioina kokeiltiin viittd eri DMSO-pitoisuutta: 0.0 %, 2.5 %,
5.0 %, 7.5 % ja 10.0 %. Naytteet sisdlsivat: 58 pM AKR1C3-proteiinia, 22 uM NADP
(Acros organics, Lot AO337632), 5x Sypro-variainetta (5000x SYPRO Orange protein
gel stain in DMSO, Invitrogen, Lot 451399), 0-10.0 % DMSO:ta ja puskuria (5 %
glyseroli, 1x PBS, 1 mM DTT, pH 7.4). Kullekin nédytteelle valmistettiin myos
taustaliuokset, joihin AKR1C3-proteiinia ja NADP:td ei lisdtty. Taustaliuoksissa
proteiinin médara korvattiin puskurilla. Naytteet jaettiin kaivoihin 25 pl:n eriin 96-
kuoppalevylle. Kuoppalevyyn ajettiin RT-PCR -laitteella (Bio-Rad CFX96 Touch)
(reaaliaikainen, qPCR) lampétilagradienttia 20-95 °C vilein siten, ettd minuuttia
kohti tapahtui 0.5 °C lisdys. Detektorin tulokset analysoitiin Microsoft Excel- (2013)
ja Matlab (R2016b) -taulukkolaskentaohjelmilla. Kuvaajat muodostettiin ndytteiden
keskiarvojen ja taustaliuosten keskiarvojen erotuksen perusteella. Matlab-
ohjelmalla data normalisoitiin vilille 0-1. Kuvaajat koottiin normalisoidusta
datasta. Esitystavan siistimisen vuoksi kaikki kuvaajat asemoitiin nollaan 40 asteen

kohdalla.

3.3.2 Ladkeainekandidaattien vaikutus AKR1C3-entsyymin sulamislampdétilaan

Lampdotilariippuvaisella  fluoresenssispektroskopialla testattiin 64 erilaisen
ladkeainekandidaatin (Prof. OIlli Pentikdinen, Turun yliopisto) vaikutukset
AKR1C3-entsyymin sulamisldmpoétilaan. Testattaville ligandeille oli yhteistd
heterosyklinen kumariinirakenne. Tutkimuksessa testatut kumariinijohdannaiset
ligandit erosivat toisistaan sivuketjujen (R1-R4) osalta (Kuva 6). Kontrolliligandina

kaytettiin ASP9521-molekyylid (Forendo Pharma Ltd, Turku).
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. 0.__0O

R, = R,

Kuva 6. Kumariinijohdannainen ligandi. Ri-R4y kuvaavat testattujen kumariinijohdannaisten
molekyylien sivuketjuja.

Naytteet sisdlsivat 58 pM AKR1C3-proteiinia (1.1 mM), 22 pM NADP:t4,
dialyysipuskuria (5 % glyseroli, 1x PBS, 1 mM DTT, pH 7.4), 5x Sypro-véariainetta
(Invitrogen) ja 100 pM ligandia (Kuva 6). Lisdksi jokaista ndytettd varten
valmistettiin taustaliuokset. Sama mittaus toistettiin kolmesti. Tulokset analysoitiin
Excel- (2013) sekd Matlab (R2016b) -taulukkolaskentaohjelmien avulla. Matlab-
ohjelmalla data normalisoitiin vélille 0-1. Normalisoidusta datasta luettiin ATm-
arvot ja muodostettiin kuvaajat. Esitystavan siistimisen vuoksi kaikki kuvaajat

asemoitiin nollaan 40 asteen kohdalla. Kuvaajien x-akselille asetettiin lampdatila

vilille 40-65 °C ja y-akselille FRET-arvo (A.U.).

3.4 Kiteyttiminen

3.4.1 AKR1C3-proteiinin kiteytysolosuhteen etsiminen ja optimointi

Ensimmadiset kiteytyskokeet tehtiin kaupallisilla kiteytyssarjoilla: JSG-plus HT-96
(Molecular Dimensions, MD1-40), Wizard-classic 1 & 2 HT96 (Rigaku, Lot 1002-
128) ja Proplex HT-96 (Molecular Dimension, MD1-42). Kaupallisten
kiteytyssarjojen kaivoliuos siirrettiin multikanavapipetilla 96-kuoppalevylle
kiteytysrobottiin (TTP LabTech Mosquito). Robotti valmisti automatisoidusti
kiteytyslevyn jakamalla 96-kuoppalevylle AKR1C3-NADP-proteiinin (587 puM
AKR1C3, 2 mM NADP Acros Organics). AKR1C3-proteiini tasapainoitettiin
puskuriin (10 mM KPi, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7.4) ennen kiteytyskoetta.

Toisessa  kiteytyskokeessa kéytettiin tohtoriopiskelija ~Chandan Thapan
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suunnittelemaa kiteytyssarjaa (Taulukko 2) ja riippuva pisara -menetelméa

(hanging drop). Pisara sisélsi 1:1 AKR1C3-NADP -proteiinia ja kaivoliuosta.

Taulukko 2. Kiteytysolosuhdesarja AKR1C3-proteiinille.

Kiteytysolosuhteet
Olosuhteet 1 Olosuhteet 2 Olosuhteet 3
0.1 M HEPES 01M 0.1 M Natrium-
pH6.5 Natrium- asetaatti pH
sitraatti pH 5.5 6.0
0.2 M Ammonium
dihydrogen- 04M 0.2-0.8 M
fosfaatti Ammonium- Ammonium-
asetaatti asetaatti
2.5 % 2.5 %
2-methyl-2.4- 2-methyl-2.4-
pentadioli pentadioli
20-25 % 20-25 % 25 %
PEG3350 PEG4000 PEG4000
3.4.2 Kiteiden tuottaminen
Kaupallisen Proplex-kiteytyssarjan olosuhde (24 % PEG4000, 01 M

kakodyylihappo, pH 6.5) optimoitiin AKR1C3-proteiinin kiteytymiseen sopivaksi

kokeilemalla erilaisia polyetyleeniglykoleja ja sdatamalla
polyetyleeniglykolipitoisuutta. AKR1C3-kiteitd tuotettiin klassisella riippuva

pisara -menetelmailld (Kuva 7). Kiteyttdminen tehtiin huoneenldammossa.

Pisara 2 pl

/ Peitinlasi

Hayrydiffuusio

Kuva 7. Riippuva pisara -menetelmd (mukaillen Rupp B. 2010).
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3.4.3 Kompleksikiteen rakentaminen

Kompleksikiteen rakentamisessa kaytettiin yhteiskiteytysta (co-crystallization) (22
mg/ml AKR1C3, 2 mM NADP, 1.5 mM ligandi) sekd liuotuskoetta (soaking).
Liuotuskokeessa kide siirrettiin ligandia sisdltdvddn pisaraan (0.11 M NaCood, 44
% PEG 3350, 90 uM ligandia). Kaivoliuoksena kaytettiin: 40 % PEG3350, 10 %
DMSO, 0.1 M kakodyylihappo, pH 6.5. Ligandi diffundoitui 1-2 vuorokautta ennen
kuin muodostuneet kompleksikiteet nostettiin silmukan avulla
pakkassuojaliuokseen (10 % glyseroli, 39.6 % PEG3350, 0.09 M kakodyylihappo; pH
6.5) ja nestetyppeen sdilytykseen.

Tutkimuksessa kiteiden kokoa kokeiltiin kasvattaa mikrosiemennykselld
(microseeding). Menetelmdssd kiteet murskattiin ja kidemurska pyyhkdistiin
kissanviikselld peitinlasille tehtyihin pisaroihin (saostaja: 32 % PEG3350, 0.1 M
kakodyylihappo, pH 6.5 ja AKR1C3-NADP: 587-540 pM AKR1C3, 2 mM NADP).

3.5 Rontgenkristallografia

Proteiinikiteiden = rontgensironta  madadritettiin = synkrotronilla ~ Euroopan
Synktronilaitoksessa (European Synchrotron Radiation Facility, Grenoble, Ranksa)

tehtiin 0.966 A aallonpituudella.
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4 TULOKSET

4.1 AKR1C3-geenin kloonaus tuottovektoriin

Tutkimuksen alussa pUC57:hAKRIC3 -plasmidi (GenScript) ja pGEX4T3-vektori
digestoitiin, jotta tutkittava hAKRIC3-insertti (982 bp) voitiin liittdd pGEX4T3-
vektoriin (4968 bp). Digestoidut tuotteet kiinnitettiin toisiinsa ligaasientsyymilla.
Pesdke-PCR:n avulla paikannettiin pGEX4T3::AKR1C3-plasmidia sis&ltavat E. coli -
bakteeripesikkeet (Kuva 8).

Kuva 8. Pesdke-PCR -tuotteet. Kaivossa: 1. 1 kb DNA- standardi (New England Biolabs) ja kaivoissa:
2., 6., 8. pGEX4T3::AKR1C3-plasmidin sisdltavat E. coli -bakteerit.

AKRI1C3-geenin sekvenssi varmistettiin oikeaksi sekvensoinnilla.
Sekvensointitulokset osoittivat, ettd tuotetun yhdistelma-DNA-plasmidin AKR1C3-
geenin nukleotidit olivat 98 % identtisia tunnetun AKRIC3-geenin

nukleotidijarjestyksen kanssa.

4.2 Tuotto-olosuhteiden optimointi

Proteiinia tuotettiin kolmessa eri kasvatusliuoksessa: LB, TB ja M9ZB. 37 °C seka 30
°C kasvatuksissa kaytettiin 3.5 h induktioaikaa, ja 20 °C kasvatuksissa 20 h
induktioaikaa. AKR1C3-proteiinia tuottui eniten TB-kasvatusliuoksessa 30 °C
lampotilassa 3.5 tunnin kasvatuksella. Toiseksi parhaiten AKR1C3-proteiinia
tuottui M9ZB-kasvatusliuoksessa 30 °C lampétilassa 3.5 tunnin kasvatuksella.

Fuusioproteiinin massa on 63 kDa, ja tdlld kohdalla havaitaan vyohyke SDS-PAGE
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-geelissd (Kuva 9). Tutkimuksen aikana LB-bakteeriviljelmit jouduttiin hylkddamé&an

solujen huonon kasvun takia.

662 kDa 68 kDa

A

3. 4. - 5. 6. 7.080 009, 10.. 11551258 Ryian

Kuva 9. Eri olosuhteissa tuotettujen AKR1C3-proteiinien SDS-PAGE -ndytteet. Kaivoissa: 1.
Standardi (Broad-Range, SDS-PAGE Standards, Bio-Rad), 2.TB 37 °C ennen indusointia, 3. TB 37 °C
indusoinnin jdlkeen, 4. M9ZB 37 °C ennen indusointia, 5. M9ZB 37°C indusoinnin jilkeen, 6. TB 30
°C ennen indusointia, 7. TB 30 °C indusoinnin jidlkeen, 8. M9ZB 30 °C ennen indusointia, 9. M9ZB
30 °C indusoinnin jélkeen, 10. TB 20 °C ennen indusointia, 11. TB 20 °C indusoinnin jédlkeen, 12.
M9ZB 20 °C ennen indusointia, 13. M9ZB 20 °C indusoinnin jdlkeen, 14. Standardi (BlueStar Plus
Prestained Protein Marker, Nippon Genetics Europe GmbH). Nuolen osoittamassa kohdassa
olosuhde, jossa AKR1C3-proteiinia tuottui eniten.

Solujen optimaalinen kasvu varmistettiin mittaamalla kasvatusliuoksista pH:t
ennen proteiinituotannon kdynnistamista. Lisdksi pH-arvot mitattiin kasvatuksen
lopussa. Kaikista korkein pH kasvatuksien alussa oli TB-kasvatusliuoksessa ja

matalin LB-kasvatusliuoksessa. M9ZB-kasvatusliuoksen pH laski kasvatuksen

edetessda 0.2 yksikkod ja TB-kasvatusliuoksen pH-arvo nousi 0.2 yksikkod
(Taulukko 4).

Taulukko 4. Kasvatusliuoksien pH:t kasvatuksien alussa ja lopussa.

pH Kasvatusliuos
LB TB M9ZB
alussa 6.9 7.1 6.1

lopussa - 7.3 59
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4.3 Puhdistusolosuhde

Jatkotutkimuksia varten AKR1C3-entsyymi oli puhdistettava, jotta sitd pystyttiin
kayttamaan kiteyttdmisessd sekd lampotilariippuvaisessa
fluoresenssispektroskopisessa tutkimuksessa. Puhdistusolosuhteiden optimointia
varten AKR1C3-proteiinia tuotettiin 1 1 TB-kasvatusliuoksessa, jossa syntyi 11 g
solumassaa. AKR1C3-proteiinin kokonaissaanto 0.5 1 tuotossa oli 11.9 mg ja in situ
-leikatun AKR1C3-proteiinin 8.9 mg. AKR1C3-proteiinin saanto oli dialyysin
jdlkeen 33.7 % parempi kuin in situ -katkaisun jdlkeen. Kvantitatiivisella proteiinin
maédritykselld AKR1C3-proteiinin puhtausasteeksi saatiin 96.5 %. Lisdksi proteiinin

puhtaus varmistettiin SDS-PAGE -geelilld (Kuva 10) ja kromatografialla (Kuva 11).

28345 6. 7.8.9.10.11. a5 2. 3.4.5. 6. 7.8.9.10.11:

1,

R - — Ry -

I

IN SITU DIALYSOITU

Kuva 10. Geelisuodatetut AKR1C3-SDS-PAGE - néytteet. Kaivoissa 1. Broad-Range -
molekyylistandardi (Bio-Rad) ja kaivoissa 2.-11. geelisuodatetut AKR1C3-fraktiot.

325,00
300,00 AKR1C3
275,00
250,00
225,00
200,00
175,00
150,00
125,00

mAu

100,00
75,00
50,00
0,00

50,00 7500 100,00 12500 150,00 17500 200,00 22500 250,00 27500 300,00

ml

Kuva 11. AKR1C3-entsyymin kromatogrammi. Geelisuodatetun AKR1C3-proteiinin yksi
symmetrinen piikki osoittaa, ettd AKR1C3-proteiini muodostaa yhdenlaisen oligomeerin. Pylvaan
vasemmanpuoleinen piikki kuvaa vapaata tilavuutta (engl. void volume).
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4.4 Lampotilariippuvainen fluoresenssispektroskopia

Tuotettua AKR1C3-proteiinia kadytettiin ladkeainevuorovaikutuksien tutkimiseen
lampotilariippuvaisella fluoresenssispektroskopialla ja kiteyttdmisessd. Ennen
varsinaisia lddkeainevuorovaikutuksien testaamista piti varmistaa AKR1C3-
proteiinin stabiilius eri DMSO-pitoisuuksissa. Kuvasta 12 havaitaan, ettd DMSO-
pitoisuuden kasvaessa sulamiskdyrdn muoto pysyy samana. Né&in ollen AKR1C3-

proteiini pysyy stabiilina eri DMSO-pitoisuuksissa.

1.0f —DMS00,0%
—DMSO0 2,5 %
09+ —DMSO5,0%
DMSO 7,5 %
0.8} DMSO 10,0 %

a0 45 50 55 60 65
Lampéotila °C

Kuva 12. AKR1C3-proteiinin sulamiskdyrat eri DMSO-pitoisuuksissa.

Kun AKR1C3-proteiini oli osoitettu stabiiliksi eri DMSO-pitoisuuksissa (Kuva 12),
tutkimuksissa edettiin selvittimaan ladkeainekandidaattien vaikutuksia AKR1C3-
entsyymiin ldmpétilariippuvaisella fluoresenssispektoroskopialla. 64 testatusta
molekyylistd 16ytyi 6 molekyylid, jotka vaikuttivat AKR1C3-entsyymin ATm-
arvoon 2 2.5 °C. Kontrollindytteend kaytettiin AKR1IC3-NADP-DMSO -néytetts,
jonka sulamislampétila oli 52 °C. Puhtaan AKR1C3-entsyymin sulamislampétila oli
50 °C. Kontrolliligandina kaytettiin ASP9521-molekyylid (Forendo Pharma Ltd),
joka oli aikaisimmassa tutkimuksissa osoitettu sitoutuvan AKR1C3-entsyymiin.
ASP9521 on tunnettu AKR1C3-entsyymin inhibiittori, jota on testattu myos
eturauhassyopdpotilailla (Loriot ym. 2014). ASP9521-molekyylin ongelmana

kuitenkin on aineen aiheuttama oma fluoresenssi. Tassad tutkimuksessa ASP9521-
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molekyylin ATm-arvon osoitettiin olevan 2.5 °C (Taulukko 5, Kuva 13 ja 14). Liséksi
testatuista molekyyleistd 16ytyi 2 kumariinijohdannaista ligandia, jotka laskivat
AKR1C3-entsyymin ATm-arvoa < 0 °C (Taulukko 6 ja Kuva 15). Nailld
molekyyleilld on haitallisia vaikutuksia AKR1C3-entsyymin rakenteelle.

Taulukko 5. Ligandit, jotka nostavat AKR1C3-entsyymin ATm-arvoa (= 2.5 °C).

Lampétilariippuvainen fluoresenssispektroskopia

Ligandi Molekyylirakenne Tm-arvo ATm-arvo
ASP9521  —<om 54.5 25
OCA358 54.5 25

'lf’/
OCA370 55.5 3.5

OCA374 55.5 3.5

OCA425B 56 4

OCA426B 54.5 25

TFD036M1 54.5 25
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Kuva 13. AKR1C3-ligandien sulamiskéayrit, joiden ATm-arvo on > 2.5 °C.
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Kuva 14. Tutkimuksessa kéytettyjen kontrollien sulamiskayrit.

65

28



1 T .

- = TFOQ009
0.9 —TFDO038

0.8 |

A.U.

0.3

0.2

0.1

55 60 65

Lampdtila °C

Kuva 15. AKR1C3-ligandien sulamiskayrit, joiden ATm-arvo < 0 °C.

Taulukko 6. Ligandit, jotka vaikuttavat negatiivisesti AKR1C3-entsyymin ATm-arvoon.

Lampétilariippuvainen fluoresenssispektroskopia

Ligandi Molekyylirakenne Tm-arvo ATm-arvo
TFO009 45

-7
TFDO038 A 51 -1
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4.5 AKR1C3-proteiinin kiteytys

AKR1C3-proteiini kiteytyi, kun kaivoliuoksena kaytettiin: 30-32 % PEG3350
(Sigma-Aldrich, Lot BCBP4085V), 0.1 M kakodyylihappo (Agar Scientific, R1104),
pH 6.5. Syntyneet kiteet olivat keskiarvomitoiltaan 190 pm pitkid, 35 pm leveitd ja
20 pm paksuja (Kuva 16). Kiteytyminen tapahtui viiden vuorokauden aikana.

Tutkimuksessa testattiin myos Taulukon 2 kiteytysolosuhdesarja, mutta niilld

kiteytysolosuhteilla AKR1C3-kiteitd ei muodostunut.

Kuva 16. AKR1C3-kiteitd kiteytymisen loppuvaiheista. Kiteet kuvattiin ja mitattiin
kuvantamislaitteella (Formulatrix Rock Imager 54).

Riippuva pisara -menetelmdlld syntyneitd AKR1C3-NADP -kiteitd kaytettiin
liuotuskokeessa kompleksikiteiden rakentamiseen. Kiteet pysyivdt ehjind
suoritetun kokeen ajan. Ligandin vaikutuksesta kiteiden vari muuttui keltaisen eri
savyihin. 20 liuotuskasiteltyd kidettda sdilottiin nestetyppeen odottamaan

rontgenkristallografista tutkimusta.

Myo0s yhteiskiteytysmenetelmdlld onnistuttiin muodostamaan hentorakenteisia,
merisiilen muotoisia kiteitd. Naitd kiteitd hyodynnettiin mikrosiemennyskokeessa,
jonka seurauksena AKR1C3-kiteiden kokoa saatiin kasvatettua ~ 1,5 -kertaiseksi

riippuva pisara -menetelmalld syntyneisiin kiteisiin verrattuna.
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4.6 Kiteiden diffraktion maaritys

20 kompleksikiteestd nelja diffraktoi rontgenkristallografisessa (MASSIF-1, ESRF)
tutkimuksessa. AKR1C3-kiteet, joihin oli mahdollisesti kiinnittyneend TFD036M1-
seki OCA370-ligandit diffraktoivat erittiin hyvin (2.2-25 A). Heikompaa
diffraktiota havaittiin AKR1C3-OCA358- ja AKR1C3-ASP9521 -kiteissd (3-4 A)
(Taulukko 7 ja Kuva 17). Valitettavasti automaattisen prosessoinnin tuloksista ei

voida suoraan ndhda ligandin kiinnittymista kiteeseen.

Taulukko 7. Automaattiprosessoinnin tuloksia.

Rontgenkristallografia, kiteiden alustava karakterisointi

Kide ja Symmetria  Alkeiskopin Alkeiskopin Datasetin
ligandi sivujen kulmata, B,y  resoluutio (A)
pituudet a, b, c (©)
(A)

AKRI1C3 ja P1 39.25 76.94 38.13-2.42
OCAS70 50.85 85.30
77.32 76.38

AKRI1C3 ja Pl 39.89 77.21 49.82-2.99
ASP9521 52.27 85.65
76.73 77.14

AKRI1C3 ja Pl 39.84 77.11 100.0-2.16
TFD036M1 52.15 86.62
77.08 77.99

AKR1C3 ja P1 37.51 76.80 100.0-3.95
OCAIS 50.02 8338

76.35 75.00




Kuva 17. AKR1C3-OCA370 -kiteen diffraktio.
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5 TULOSTEN TARKASTELU

5.1 AKR1C3-geenin kloonaaminen

Yhdistelma-DNA-tekniikan avulla onnistuttiin kloonaamaan AKRI1C3-geeni
haluttuun pGEX4T3-vektoriin. Varsinkin eukaryoottisolujen kromosomaalisia
geenejd on vaikea kloonata, koska eukaryoottien intronialueet ovat monta kertaa
pidempid kuin varsinaiset koodaavat eksonialueet (Nelson ja Cox 2005). Introneista
on usein haittaa, kun halutaan ilmentdé tiettyd geenid vieraassa isanndssd. Eivatka
yhdistelm&-DNA-tekniikassa tyokaluina kaytetyt bakteerit osaa poistaa introneita,

koska niilld intronialueita ei ole (Ollila ja Suominen 2003).

Tavallisesti geenin etsintd alkaa, kun koe-elion perimastd tehdddn DNA- tai cDNA-
kirjasto (complementary DNA) (Nelson ja Cox 2005). Kun tutkittava elio on
eukaryootti, rakennetaan usein cDNA-kirjastoja (Ollila ja Suominen 2003). Tdssa
tutkimuksessa DNA-kirjaston seulontaa ei tarvinnut tehdd, koska tutkimuksessa
kéaytettiin kaupallista E. coli -bakteeriin suunniteltua pUC57::hAKRI1C3 -plasmidia
(GenScript). Plasmidin sisddn oli kiinnitetty synteettinen AKRIC3-geeni, jonka
kodoni oli translaation helpottamiseksi optimoitu vastaamaan E. coli -bakteerin
kodonijakaumaa. AKRIC3-geenin vektoriksi valittiin plasmidi, joka kykenee
yhdistelmd-DNA-plasmidin muodostumisen jidlkeen replikoitumaan hyvin

tunnetussa, hallittavissa olevassa E. coli -isdntédsolussa.

Toimivien ekspressioon kykenevien komponenttien kokoaminen olisi ollut aikaa
vievédd, joten tutkimuksessa kaytettiin pGEX4T3-vektoria, jossa oli oikea lukukehys
ja tarvittavat osat valmiina. Vektorin valinnassa kiinnitettiin huomiota siihen, etta
plasmidi  sisdlsi  replikaation aloitus- eli ori-alueen, selektiogeenin
(antibioottiresistenssigeeni), tunnistuskohdan restriktioentsyymille (NotI ja Ncol)
sekd voimakkaan promoottori- ja transkription lopetusalueen. Plasmidivektorin
taytyi olla my6s mahdollisimman pieni (< 5 kb), jotta liitettdville vieraalle DNA:Ile

jdisi mahdollisimman paljon tilaa (Ollila ja Suominen 2003).
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Yhdistelma-DNA-tekniikan avulla tutkittava AKRIC3-geeni voitiin eristdd ja siirtaa
sopivaan vektoriin. Digestion tarkoituksena oli irrottaa insertti vektorista ja
madrittad eristetyn DNA:mn pituus agaroosigeeli-elektroforeesilla.
Restriktioentsyymit tunnistivat spesifisen nukleotidijarjestyksen DNA:ssa, joka on
yleensd 4-8 nukleotidiparin pituinen. Ligaatiossa suljettiin DNA-ligaasientsyymin
avulla DNA:n kohessiiviset pdit siten, ettd DNA-jaksojen viilille syntyi fosforisidos
(Ollila & Suominen 2003). Syntyneelld ligaatioseoksella transformoitiin isantdsolut
ja pesdke-PCR:lld paikannettiin AKRIC3-geenin sisdltavat solut. Lopuksi
sekvensoinnilla varmistettiin AKR1C3-geeni oikeaksi. Taman jdlkeen voitiin aloittaa

proteiinisynteesi.

5.2 AKR1C3-proteiinin tuottaminen E. coli -bakteerissa ja puhdistus

Onnistuneiden sekvensointituloksien perusteella voitiin olettaa, ettd AKR1C3-geeni
ilmentyy ainakin ldhetti-RNA:n tasolla ja oikeiden olosuhteiden loydyttya
translaatio on myos mahdollinen. Téassd tutkimuksessa osoitettiin, ettd AKR1C3-
proteiini tuottuu parhaiten TB-kasvatusliuoksessa, 30 ldampotilassa 3.5 h
induktioajalla. Puhtainta AKR1C3-entsyymid saatiin kayttdmadllda proteiinin

puhdistuksessa affiniteettikromomatografiaa, dialyysid ja geelisuodatusta.

Sopiva AKRI1C3-proteiinin tuotto-olosuhde 16ydettiin kokeilemalla erilaisia
kasvatusliuoksia, lampétiloja sekd induktioaikoja. Kasvatusliuoksien valinta tehtiin
aikaisempien tutkimuksien perusteella (Hellwig ym. 2005, Kram ja Finkel 2015,
Studier W. 2005). LB-kasvatusliuos on testatuista kasvatusliuoksista yleisin ja
tunnetusti hyvin toimiva varsinkin E. colien kasvatuksessa (Hellwig ym. 2005). LB-
kasvatusliuoksessa hiilen ldhteend oli 1 % glukoosi ja proteiinin ldhteend tryptoni,
joka on kaseiinin hydrolysaattia (http://dictionary.sensagent.com/tryptone/en-
en). Tryptonia oli LB-kasvatusliuoksessa yhtd litraa kohden 10 g, kun taas TB-
kasvatusliuoksessa sitd oli 12 g. TB-kasvatusliuoksessa hiilen ldhteend toimi 0.5 %

glyseroli ja hiivauutetta oli 4.8-kertainen méaara LB-kasvatusliuokseen verrattuna.
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Testatuista kasvatusliuoksista TB-kasvatusliuos osoittautui parhaimmaksi
kasvatusliuokseksi AKR1C3-proteiinin tuottamiselle. Tulos oli ylldttdva, koska
M9ZB-kasvatusliuos sisdlsi TB-kasvatusliuokseen verrattuna huomattavasti
suuremman madadrdn solujen kasvulle tarvittavia mineraaleja. Studier W. (2005)
mukaan solut kasvavat tyypillisesti jopa 2-3 kertaa nopeammin runsaasti

mineraalia sisaltdvissi kasvastusliuoksessa.

Kasvatusliuoksissa kaikista korkein pH oli TB-kasvatusliuoksessa (pH 7.14) ja
matalin M9ZB-kasvatusliuoksessa (pH 6.12). pH oli korkein TB-kasvatusliuoksessa,
koska se sisdlsi alkalisointia ehkdisevad kaliumfosfaattipuskuria. Puskurin ansiosta
pH pysyi kasvatuksen aikana tasaisempana pidempddn (Kram ja Finkel 2015).
Hellwig ym. (2005) mukaan TB-kasvatusliuoksen korkeampi pH johtaa
korkeampaan solumassan tuotantoon. Muissa testatuissa kasvatusliuoksissa ei ollut
puskuria, minkd seurauksena LB- ja M9ZB -kasvatusliuoksissa saattoi tapahtua
nopeammin alkalisointia kasvatuksen edetessdi. M9ZB-kasvatusliuoksessa

havaittiinkin pientd pH:n laskua.

LB-kasvatusliuoksen pH (6.94) oli kasvatuksen alussa ldhimpand TB-
kasvatusliuosta. pGEX4T3::AKR1C3-plasmidin sisdltdneet E. coli -bakteerit eivit
kasvaneet ollenkaan LB-kasvatusliuoksessa, vaikka LB-kasvatusliuosta kaytetdan
yleisesti E. coli -bakteerien kasvatuksissa. Huono kasvu johtui mahdollisesti LB-
kasvatusliuoksen toksisuudesta tai liilan vdhdisestd hiivauutteen méadrdstd TB-
kasvatusliuokseen verrattuna. Tutkimuksessa ei ndhty tarpeelliseksi tutkia LB-
kasvatuksen epdonnistumista, koska kahdessa muussa kasvatusliuoksessa

tuottotasot olivat korkeita.

Sopivan kasvatusliuoksien lisdksi oltiin kiinnostuneita ldmpétilasta sekad
induktioajasta. Tuloksista voitiin padtelld, ettd 37 °C on liian kuuma ja 20 °C liian
kylmd AKR1C3-proteiinin tuotolle. Oletettavasti solujen kokema stressi kasvaa
ndissd lampéotiloissa liian suureksi. Matalaa kasvatuslampotilaa (15 °C - + 21 °C)

hyodynnet&an erityisesti silloin, kun halutaan vahent&d solujen metabolista stressid
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ja kun tiedetddn, ettd yhdistelmd-DNA-plasmidissa on voimakas promoottori.
Matalampaa kasvatuslampotilaa kéytettdessd proteiinin tuotto pystytddn
maksimoimaan pidentdmailld induktioaikaa, joka vaihtelee kunkin proteiinin
kadytetyn yhdistelmd-DNA-plasmidin mukaan. Yleisesti induktioajat ovat
vaihdelleet 4 tunnista 40 tuntiin (Hellwig ym. 2005).

Tutkimuksen optimointivaiheessa esille tulleita tuotto- ja puhdistusolosuhteita
pystytdan kayttamdan AKR1C3-proteiinin tuottokasvatuksessa. Suuremman
mittakaavan tuotossa voidaan suosia matalampaa lampoétilaa ja pitempdd
induktioaikaa. Matalammassa lampdtilassa ja pidemmalld induktioajalla tuottotaso
laskee, mutta soluille jdd enemmdn aikaa jakautumiseen ja proteiinin
laskostumiseen. Liséksi suuremman mittakaavan tuoton jokaisessa tydvaiheessa on
lisdksi huomioitava, ettd suurien tilavuuksien takia tyovaiheet ovat aikaavievid ja
reagensseja kuluu enemmsin kuin optimointivaiheessa. Tuottokasvatuksessa on
kaytettava tilavuuksiin ndhden sopivia kromatografiapylvditd sekd Erlenmeyer- ja

sentrifuugipulloja.

5.3 AKR1C3-entsyymin ldikeainevuorovaikutukset

Lampétilariippuvainen fluoresenssispektroskopia perustuu siihen, ettd useat
proteiinit sisdltavat ligandin sitoutumista varten korkeaenergisia kohtia. Kun
ligandi sitoutuu proteiiniin, ATm-arvo muuttuu sitoutuneesta yhdisteestd riippuen.
Negatiivinen sulamisldmpétila-arvon muutos kertoo, ettd yhdisteelld on haitallisia
vaikutuksia natiivin proteiinin stabiiliudelle. Tédllaiset yhdisteet siirtdvit tasapainoa
oikealle, jolloin Tm-arvo laskee. Kun Tm-arvo laskee tarpeeksi, proteiini
denaturoituu. Useimmiten lddkeainesuunnittelussa ollaan kiinnostuneita
yhdisteistd, jotka ovat mieluiten vuorovaikutuksessa natiivin proteiinin kanssa.
Tdllaiset yhdisteet lisddvat proteiinin lampokestdvyyttd ja siirtdvdt tasapainoa
vasemmalle nostaen Tm-arvoa. Menetelmdd kaytetddn yleisesti proteiinien
stabiilisuuden ja ligandin sitoutumisen tutkimiseen. Lampétilariippuvaista

fluoresenssispektroskopia sopii lddkeaineiden suunnitteluun, koska sen avulla
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pystytddan nopeasti seulomaan suuri médrd mahdollisia lddkeainekandidaatteja ja
tutkimaan niiden affiniteettia proteiiniin (Pantoliano ym. 2001, Lo ym. 2004, Niesen

ym. 2007).

Tutkimuksessa testatut lddkeainekandidaatit ovat kumariineja, jotka kuuluvat
bentsopyronin perheeseen. Kumariini koostuu bentseenirenkaasta ja siihen
kiinnittyneestd pyronirenkaasta. Kumariinit luokitellaan myo6s polyfenolisiin
yhdisteisiin, joita 16ytyy useista kasvikunnan tuotteista (Rohini ja Srikumar 2014).
Erilaisia kumariinijohdannaisia yhdisteitd pystytddn rakentamaan helposti
orgaanisen kemian menetelmilld, esimerkiksi syntetisoimalla fenoli ja

etyyliasetoasetaatti toisiinsa (Bairagi ym. 2012).

Kumariineista on kehitetty kliiniseen kayttoon useita tunnettuja lddkeaineita.
Lidkeainesuunnittelussa on aina viisainta ldhted liikkeelle olemassa olevista,
ihmiselimistossd toimivista lddkeaineista. Tunnetuimpiin kumariinijohdannaisiin
ladkeaineisiin kuuluu verenohennuslddke varfariini, jonka vaikutus perustuu
kumariinin kykyyn toimia K-vitamiinin inhibiittorina (Bairagi ym. 2012). Lis&ksi
kumariineilla on havaittu olevan sytotoksisia vaikutuksia tiettyjd syopdsoluja

vastaan (Taulukko 8) (Srikumar ja Rohini 2014).

Taulukko 8. Kumariinien terapeuttisia vaikutuksia (mukaillen Rohini ja Srikumar 2014).

Kumariini Terapeuttinen vaikutus
Varfariini 4-hydroksikumariini Pahanlaatuinen syopéa
Pyranokumariinit Munuaissy6pad ja rintasyopé
Bentsopyronit Rintasyopa

Varfariini Verenohennus

Kumariinijohdannaisten lddkeaineiden on osoitettu tehoavan moneen erilaiseen
sairauteen ja elimistd sietdd niitd hyvin (Taulukko 8) (Srikumar ja Rohini 2014,

www.pharmacafennica.fi). Taméan takia kumariinijohdannaiset ligandit saattaisivat
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olla kayttokelpoisia tyokaluja myos AKR1C3-entsyymiin kohdennetun lddkeaineen
kehittamisessd. Tassd  tutkimuksessa testatuista kumariinijohdannaisista
ligandeista 16ydettiin kolme potentiaalista lddkeainekandidaattia, jotka kykenivit
nostamaan ARKI1C3-entsyymin ATm-arvoa korkeammalle kuin ASP9521-
kontrolliligandi (Forendo Pharma Ltd).

Suurin erottava tekija ASP9521-ligandin ja testattujen ligandien vililld on se, etta
ASP9521-ligandissa ei ole kumariinirakenteelle tyypillistdi pyronirengasta.
ASP9521-ligandissa pyronirengas on korvattu typped siséltavalld dihydropyrolilla
(engl.  2,3-dihydropyrrole). ASP9521-ligandin molempiin rengasrakenteisiin;
dihydropyroliin ja bentseenirenkaaseen on kiinnittyneend yksi sivuketju. ASPP9521-
ligandin bentseenirenkaassa on happea sisdltivda metyylieetteri-sivuketju, jota
tavataan my6s muilla ldmpdarvoa nostaneilla kumariinijohdadannaisilla
ligandeilla. ASP9521-ligandin ominaisuutena on kyky muodostaa viisi vetysidosta
AKR1C3-entsyymin kanssa. OCA425B-, OCA374- ja OCA370 -ligandit kykenevat
muodostamaan yhden vetysidoksen vihemmidn ASP9521-ligandiin verrattuna

(Kuva 6).

Kumariinijohdannaisista ligandeista kaikista eniten AKR1C3-proteiinin ATm-arvoa
nosti OCA425B-ligandi (ATm-arvo = 4.0 °C), jonka kumariinirakenteen Ri-
sivuketjuun on kiinnittyneend yksi alkoholiryhmd ja Rs-sivuketjuun yksi
fenoliryhmd. Myos OCA426B-ligandi (ATm-arvo = 2.5 °C) sisdltdd samat
funktionaaliset ryhmit kuin OCA425B. OCA425B- ja OCA426B -ligandeissa
alkoholiryhmét sijaitsevat  kuitenkin eri kohdissa kumariinirakenteen
bentseenirengasta. OCA426B-ligandissa OH-ryhmd sijaitsee Ro-sivuketjussa.
OCA425B-ligandin sulamislampda lisddvind tekijoind voidaankin pitdd lahekkdin
sijaitsevia happiryhmid, jotka mahdollisesti pystyvdat muodostamaan nelja

vetysidosta AKR1C3-entsyymin kanssa (Kuva 6).

Kaikille testatuille ligandeilla, joiden ATm-arvo = 2,5 °C, on yhteistd
kumariinirakenteen pyronirenkaan Rs-sivuketjuun kiinnittynyt bentseenirengas.

Ligandista riippuen tdhdn bentseenirengassivuketjuun on liittyneend korkeintaan
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kaksi muuta sivuketjua. TFD036M1-ligandin Rs-bentseenirenkaassa sivuketjua ei
ole ollenkaan. OCA374- ja OCA358 -ligandien Rs-sivuketjun bentseenirenkaaseen
on kiinnittyneend NH>-ryhmd, jolloin bentseenirenkaan nimeksi muodostuu
aniliini. OCA370-ligandin kumariinirakenteen Rs-sivuketjun bentseenirenkaaseen

on liittyneend sekd alkoholiryhmai ettd fluori (Kuva 6).

Lisdksi ATm-arvoa nostaneiden ligandien (ATm-arvo = 2,5 °C) kumariinirakenteen
bentseenirenkaassa on kiinnittyneend erilaisia Ri-Rs -sivuketjuja (Kuva 6).
Ligandien OCA425B, OCA426B ja OCA374 kumariinirakenteen bentseenirenkaassa
on yksi alkoholiryhméd joko Ri- tai Ro -sivuketjussa. OCA358-ligandin Ri- ja
TFD036M1-ligandin R»-sivuketjussa on karboksyylihappo sekd OCA370-ligandin
Rs-sivuketjussa metyylieetteri. Kun kumariinijohdannaisten ligandien rakenteita
tutkitaan tarkemmin, huomataan, ettd AKR1C3-proteiinin Tm-arvoa nostavat
eniten sellaiset kumariinijohdannaiset ligandit, joiden kumariinirakenteen
bentseenirenkaan Ri-Rs -sivuketjuihin on kiinnittyneend happea sisdltava
funktionaalinen ryhma (alkoholi- tai eetteriryhmad) ja pyronirenkaan Rs-sivuketjuun
on  liittyneend  bentseenirengas; = mieluiten  aniliini  tai  fenyyli.
Kumariinijohdannaisten ligandien aromaattiset renkaat saattavat mahdollistaa - it
-vuorovaikutuksen (nk. pinoutumisen) syntymisen ligandin ja AKR1C3-entsyymin
vilille. Oletettavasti sivuketjujensa avulla kumariinijohdannaiset ligandit pystyvét
muodostamaan vetysidoksia AKR1C3-entsyymin kanssa ja kiinnittymé&an

AKR1C3-entsyymin katalyyttiseen taskuun (Kuva 6).

Kaikista eniten AKR1C3-proteiinin sulamislampdarvoa laski TFO009-ligandi (-7
°C). Selittdvind tekijoind voidaan pitdd TFO009-ligandin kumariinirakenteen Rs-
sivuketjuun kiinnittynyttd klooria sekd pyronirenkaan Rs-sivuketjuun liittynytta
pyridiinid. Suuresta negatiivisesta ATm-arvosta voidaan pdéatelld, ettd
kumariinirakenteen =~ bentseenirenkaaseen  kiinnittyneelld kloorilla  ja
pyronirenkaaseen liittyneelld pyridiinilld on haitallisia vaikutuksia AKR1C3-
proteiinin rakenteelle. Muilla testatuilla ligandeilla vastaavaa sivuketjuyhdistelmaa

ei tavata (Kuva 6).
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Mielenkiintoista oli huomata, ettd AKR1C3-proteiinin sulamislampoarvoa laskeva
TFDO038-ligandi (ATm-arvo = -1 °C) muistuttaa sulamisldmpoa nostavia OCA425B-
ja OCA426B -ligandeja, mutta ne eroavat toisistaan kumariinirakenteen
bentseenirenkaassa olevan alkoholiryhmin sijainnin suhteen. TFD038-ligandissa
OH-ryhméd sijaitsee Rs-sivuketjussa, OCA426B-ligandissa Ro-sivuketjussa ja
OCA425B-ligandissa Ri-sivuketjussa (Kuva 6). Yksikin ~ muutos
kumariinijohdannaisen ligandin rakenteessa saattaa joko nostaa tai laskea AKR1C3-
proteiinin sulamisldampdétilaa. Tdstd voidaankin pditelld, ettd funktionaalisen
ryhmdn sijainnilla on tdrked merkitys kohdennettua lddkeaineligandia

suunniteltaessa.

5.4 AKR1C3 kiteytys ja diffraktio

Erilaisten kiteytysmenetelmien tarkoituksena on saada molekyyli jarjestaytymaan
kiteeksi. Suurin osa mineraaleista ja orgaanisista molekyyleistd kiteytyy helposti,
mutta proteiinin kiteyttdminen on vaikeaa. Kiteytyminen tapahtuu vain tarkan
kiteytysikkunan sisdlld, johon vaikuttaa pH, suolat, saostaja, pitoisuus, polaarisuus
sekd lampotila (Rupp B. 2010). Kiteyttdmisen optimointivaiheessa kéytettiin samoja
kaivoliuoksia ja AKRIC3-NADP -pitoisuuksia kuin Amanon ym. (2015)
tutkimuksessa, jossa AKR1C3-kiteet kasvatettiin kahdessa erilaisessa olosuhteessa.
Tutkimuksessamme kaytettiin myds samaa puskuria geelisuodatuspylvadn
tasapainoittamiseen kuin Amanon ym. (2015) kokeessa. Vaikka tutkimuksessamme
kdytettiin samoja kaivoliuoksia kuin Amanon ym. 2015 kokeessa, emme
onnistuneet tuottamaan Kkiteitd samoilla kaivoliuoksilla. Selittavinad tekijoina
voidaan pitdd kaytettyja kiteytysmenetelmid ja laboratorio-olosuhteita, kuten
ilmankosteutta. Lisdksi kiteytymistd Amanon ym. (2015) yhteiskiteytyksessa saattoi

entisestddn edistdad kaytetyt ligandit.

Amanon ym. (2015) kokeessa kiteyttdmisessd kaytettiin yhteiskiteytystd (co-
crystallisation) sekd istuva pisara -menetelmédd (sitting drop). Tadssd tutkimuksessa

kiteyttamiseen kaytettiin ainoastaan riippuva pisara -menetelm&dd. Molemmat
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riippuva ja istuva pisara -menetelmit perustuvat hoyrydiffuusioon (Rupp B. 2010).
Hoyrydiffuusio perustuu siihen, ettd kaivoissa hoyrynpaine on matalampi kuin
roikkuvassa pisarassa. Hoyrynpaineen tasaamiseksi pisarasta siirtyy kaivoon vetta
ja pisaran proteiinipitoisuus kasvaa. Hoyrydiffuusion seurauksena proteiini
ylikyllastyy, tapahtuu spontaani nukleaatio ja lopulta proteiini Kkiteytyy.
Kiteytyessddn kiteen koko kasvaa, ja siihen saattaa muodostua eri suuntaan ldhtevia

sakaroita (Rupp B. 2010).

Riippuva ja istuva pisara -menetelmit eroavat toisistaan pisaran geometrian takia,
minkd seurauksena vain osa kiteytymisestd tapahtuu joko istuva tai riippuva pisara
-menetelmdlld. Istuva pisara -menetelmadlld kiteen tasapainoittuminen kestdd
kauemmin kuin riippuva pisara -menetelmdlld. Taman takia istuva pisara -
menetelmdlld voi olla haastavampaa tuottaa kiteitd. Toisaalta istuva pisara -
menetelmd on mekaanisesti stabiilimpi kuin riippuva pisara -menetelmé (Luft ja

DeTitta 2009).

Vaikka emme saaneetkaan tuotettua kiteitda Amanon ym. (2015) kaivoliuoksilla,
tidssd tydssd onnistuttiin tuottamaan kiteitd uudessa olosuhteessa. Testasimme
yhteensd 312 erilaista kiteytysolosuhdetta, joista ainoastaan yhdessad olosuhteessa
muodostui kunnollisia AKR1C3-NADP -kiteitd. Oikea kiteytysolosuhde 16ytyi
Proplex -kiteytyssarjasta (Molecular Dimensions). Erilaisia polyetyleeniglykoleja ja
pitoisuuksia muuttamalla saatiin kaupallisen kiteytyssarjan olosuhteesta paras
mahdollinen AKRIC3-NADP -kiteiden tuotto-olosuhde. Samaa olosuhdetta
hyodynnettiin myos kompleksikiteen muodostamisessa liuotuskokeessa, jossa
tarkoituksena oli kiinnittdd ligandi diffuusion avulla AKR1C3-NADP -kiteen
rakenteisiin. Tutkimuksien aikana kiteiden vari muuttui, mikd kertoi ligandin

diffundoitumisesta.

Lisdksi jatkotutkimuksien kannalta on erityisen tdrkedd, ettd Kkiteitd pystytddan
tuottamaan hallitusti, nopeasti ja suuria mddrid. Yksi keino tdhdn on kayttdd

siemennystd (seeding), jossa nukleaatiota ei tarvita kiteytymisen kdynnistdmiseen.
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Tutkimuksien aikana kiteiden kokoa saatiinkin kasvatettua merkittavasti
mikrosiemennyskokeella. Toinen tapa tuottaa isompia kiteitd on kayttad
makrosiemennystd (macroseeding), jossa kokonainen kide siirretddn proteiiniliuosta

sisdltavadn pisaraan (Rupp B. 2010).

Tuotettuja kiteitd tarvittiin rontgenkristallografisessa tutkimuksessa, jonka
tarkoituksena on lisdtd ymmarrystd molekyylin rakenteen muodosta ja
toiminnoista atomitasolla. = Rontgenkristallografisessa  kokeessa  kiteeseen
kohdistetaan rontgensdde, joka siroaa kiteen elektroneista eri suuntiin. Kun nama
diffraktoitujen sédteiden kulmat ja voimakkuudet mitataan, voidaan muodostaa
kolmiulotteinen kuvan kiteen elektronien tiheydestd ja maddrittdd atomien
keskimddrdiset paikat sekd kemialliset sidokset. Paddasiallisesti menetelmad
kdytetddn uusien aineiden atomirakenteen karakterisoimiseksi, kuten

ladkeaineiden suunnittelussa (Rupp B. 2010).

Kompleksikiteille tehtiin rontgensddekristallografinen tutkimus MASSIF:illa, jota
kaytetddn biologisten makromolekyylien kiteiden rakenteiden maédrittamiseen.
MASSIF-1 on tdysin automatisoitu, mikd mahdollisti reaaliaikaisen nopean
ndytteiden diffraktioiden mddrittamisen kotilaboratoriosta kdsin Internetin
valitykselld. Lisdksi automaattiprosessoinnin etuna oli, ettd sen avulla pystyttiin
seuraamaan ndytteitd sekd tallentamaan yksittdisia diffraktio-ominaisuuksia ja
diffraktiotietoja. Jdrjestelmddn pystytddn lisddmé&ddn spesifisid parametrejd

ndytteelle ISPyB-tietokannasta (Delageniére ym. 2011, Bowler ym. 2015).

Rontgenkristallografiset mittaukset onnistuivat, koska nelja kidettd diffraktoi.
Ndistd automaattiprosessoinnin tuloksista ei voida varmuudella kertoa,
onnistuttiinko kumariinijohdannaiset ligandit kiteyttdimdan AKR1C3-proteiinin

kanssa. Ligandin kiinnittymisen varmistamiseen tarvitaan lisdtutkimuksia.
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6 JOHTOPAATOKSET

Tutkimuksessa perehdyttiin kattavasti AKR1C3-proteiiniin ja sen toimintaan sekd
rakennettiin AKR1C3-entsyymille optimaalinen tuottojdrjestelma.
Rekombinanttiproteiinin tuottojdrjestelmdn avulla valmistettiin jatkotutkimuksia
varten suuri mddrd AKR1C3-entsyymid. Lopulta tutkimuksissa pdddyttiin

rontgenkristallografisiin kokeisiin asti.

Perustutkimusta, kuten AKR1C3-entsyymin puhdistus- ja tuotto-olosuhteiden
optimointia tarvitaan soveltavaan tutkimukseen. Ilman perustutkimusta ei pystyta
selvittdmdan AKR1C3-riippuvaisten sairauksien syntymekanismeja, eikd voida
kehittdd AKR1C3-entsyymiin kohdennettuja lddkeaineita. Tutkimuksen aikana
saavutettiin monen vaiheen kautta uusi suunta AKR1C3-entsyymiin kohdennetun
ladkkeen suunitteluun - kumariinijohdannaiset ligandit. Kuitenkin toimivan
AKR1C3-kohdennetun lddkkeen suunnitteluun vaadittaisiin vield useiden vuosien

pitkdjanteista tyota.
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LUOTTEET

Liite 1.

LB-kasvatusliuos

10g tryptoni
5g hiivauute
10g NaCl

1. Liuotetaan 1 litraan asti ionivaihdetulla vedella.
2. Autoklavoidaan.
3. LB-kasvatusliuokseen lisdtddn ennen kdyttoda 1 % glukoosi.

TB-kasvatusliuos

TB-liuos:
12 g tryptoni
24 ¢ hiivauute
0.5 % glyseroli
10x Fosfaattipuskuri (KPi):
017 M KH2PO4
0.72M KoHPO4

1. Tryptoni, hiivauute ja glyseroli liuotetaan 900 ml:n asti ionivaihdetulla
vedelld. TB-liuos autoklavoidaan.

2. KH2POs ja KoHPOs liuotetaan 1000 mln asti ionivaihdetulla vedella.
Fosfaattipuskuri autoklavoidaan.

3. 11kayttovalmis TB-kasvatusliuos saadaan, kun 1900 ml TB-liuosta lisdtdan
100 ml 10x Fosfaattipuskuria.
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Liite 2.

M9ZB-kasvatusliuos

10g
5g

10g
30¢g
60g

ZB-liuos:

NZ-amiini

NaCl

10x M9-suolaliuos:
ammoniumkloridi
kaliumdivetyfosfaatti

natriumvetyfosfaatti

NZ-amiini ja NaCl liuotetaan 900 ml:n asti ionivaihdetulla vedelld. ZB-liuos
autoklavoidaan.

Ammoniumkloridi, kaliumdivetyfosfaatti ja natriumvetyfosfaatti liuotetaan
500 ml:n asti ionivaihdetulla vedelld. 10x M9 suolaliuos autoklavoidaan.

1 1 kédyttovalmista M9ZB-kasvatusliuosta saadaan, kun 1900 ml ZB-liuosta
lisdtdaan 100 ml 10x M9-suolaliuosta.

Ennen kadyttod valmiiseen M9ZB-kasvatusliuokseen lisdtdaan 1 % glukoosia ja
1 mM magnesiumsitraattia.
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Liite 3.

12 % SDS-PAGE-geelien valmistusohje
(4:1le geelille ja 10 kDa - 200 kDa proteiinille)

Erotusgeeli (Running gel)

4.95 ml 4adH2O

6.0 ml 30 % Akryyliamidi/Bis-akryyliamidi
2.1 ml 1.5 M Tris, pH 8.8

75 pl 20 % SDS

1.875 ml 2.0 M Sukroosi

15 pl TEMED

100 pl 10 % APS

Aineet lisdtddn jarjestyksessd 50 ml:n sentrifuugiputkeen. Viimeisend pipetoidaan
TEMED ja 10 % APS vetokaapissa. Aineet sekoitetaan Pasteur-pipetilld ja siirretdan
polymerisoitumaan geelikasettiin 15 minuutiksi. Geelin péélle lisdtdan ¢aH2O:sta

kuivumisen estamiseksi.

Peitegeeli (Stacking gel)

5.25 ml 4dH20

6.0 ml 30 % Akryyliamidi/Bis-akryyliamidi
2.1 ml 1.5 M Tris, pH 8,8

75l 20 % SDS

1.875 ml 2.0 M Sukroosi

15 pul TEMED

100 pl 10 % APS

Aineet lisdtddn jarjestyksessd 15 mlin sentrifuugiputkeen. Viimeisend pipetoidaan
TEMED ja 10 % APS. Aineet sekoitetaan Pasteur-pipetilld, siirretddn geelikasettiin
ja asetetaan kammat paikoilleen. Annetaan polymerisoitua.



Liite 4.

10x SDS-puskuri

300¢g Tris-emaés
1440 ¢ Glysiini
100 g SDS

1. Liuota aineet 1000 ml ionivaihdettuun veteen.
2. Saada pH 8.3.

3. Sédilytetddn huoneenlimmossd. Ennen kayttod liuotetaan 1x tilavuuteen.
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