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ABSTRACT

Background and aims: Elevated blood pressure is a serious health problem which according to
the present knowledge can be influenced with dietary factors such as bioactive tripeptides (IPP
and VPP) containing functional foods. However, the mechanism behind this is still unknown.
The innermost layer of blood vessels that consists of endothelial cells is the object of the present
study. Endothelial cells (HUVEC) express ACEIl, eNOS, COX-2 and arginase-1, the enzymes
which participate in the blood pressure control. The purpose of the present study was to
investigate the effect of IPP and VPP on the above mentioned enzymes (with the exception of
arginase-1) in the HUVEC-cells in vitro. Computer aided modelling was used to find a possible
correlation with the experimental findings. The work supplements previous studies with
commercial enzymes and in vivo animal and clinical testing.

Methods: The effect of IPP and VPP on the activity of ACE1 of the HUVEC-cell lysate was
determined by monitoring the release of His-Leu from the substrate hippuryl-L-histidyl-L-
leucine by a fluorescence spectrophotometer. Effect of IPP and VPP on COX-2 was determined
by measuring 6-ketoPGF,, concentration by the competitive-ELISA method from the medium
of the HUVEC cells. In addition to the above mentioned enzymes binding and interaction of
eNOS and arginase-1 with IPP were modelled on computer program AutoDock version 4.2.

Results: IPP and VPP inhibited ACE1 in the HUVEC-cells dose dependently (0,1-3,3 uM). On
the basis of computer modelling cis-trans IPP bound to the zinc cofactor of ACE1. Incubation of
HUVEC-cells with 50 uM VPP showed also significant COX-2 inhibition. NOx and cGMP
concentrations in the medium as indicator of eNOS activity were not measurable. Computer
aided modelling refers to the importance of cofactors in the case of IPP possible binding to the
enzymes.

Conclusion: Dose-dependent inhibition of endothelial ACE1 (HUVEC) by IPP and VPP was
shown and can explain their antihypertensive and vasodilating effects in vivo. Inhibition of
COX-2 by high concentrations of VPP does not play a part in these effects.

Keywords: ACE]l, arginase-1, COX-2, endothelium, eNOS, HUVEC, IPP, vascular tone, VPP
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TIIVISTELMA

Tausta ja tavoitteet: Kohonnut verenpaine on vakava terveysongelma, johon nykytiedon mu-
kaan voidaan vaikuttaa bioaktiivisia tripeptidejd (IPP ja VPP) sisiltivilld ruokavaliolla. Vaiku-
tusmekanismi on toistaiseksi puutteellisesti tunnettu. Verisuonten sisin kerros muodostuu endo-
teelisoluista, joiden merkitys verisuoniston toiminnan ja sitd kautta verenpaineen siitelyssd on
tarked. Endoteelisoluissa (HUVEC) ilmentyvit ACE1 eNOS, COX-2 ja arginaasi-1 entsyymit
ovat tissd sddtelyssd keskeisid. Tyon tarkoituksena oli selvittid HUVEC-soluissa [PP:n ja VPP:n
vaikutus edelld mainittuihin entsyymeihin (lukuun ottamatta arginaasi-1:td) in vitro. Tietokone-
mallinnuksella haettiin riippuvuutta kokeellisiin tuloksiin. Tutkimuksen on tarkoitus tdydentdd
aikaisemmin tehtyjd kokeita (kaupallisilla entsyymeilld) seki in vivo eldin- ja kliinisid tutkimuk-
sia.

Menetelmiit: IPP:n ja VPP:n vaikutus HUVEC-solujen lysaatin ACE1:n aktiivisuuteen mééri-
tettiin mittaamalla His-Leu:n vapautumista substraatti hippuryyli-L-histidyyli-L-leusiinista fluo-
resenssispektrofotometriselld menetelmilld. IPP:n ja VPP:n vaikutus COX-2:een maédritettiin
mittaamalla kilpailevalla ELISA-menetelmilld 6-ketoPGF,,-pitoisuus HUVEC-solujen mediu-
mista. Edelld mainittujen entsyymien lisdksi eNOS:n ja arginaasi-1:n sitoutumista ja vuorovai-
kutuksia IPP:n kanssa mallinettiin tietokoneella AutoDock versio 4.2. ohjelmalla.

Tulokset: IPP ja VPP estivit pitoisuusriippuvaisesti (0,1-3,3 uM) HUVEC-solujen ACE1 ent-
syymid. Tietokonemallinnuksen perusteella cis-trans 1PP sitoutuu ACEl:n kofaktori sinkkiin.
HUVEC-solujen altistus 50 uM VPP:lle sai aikaan COX-2:n estovaikutuksen. HUVEC-solujen
eNOS:n aktiivisuuden mittarina toimivien NOx:n ja cGMP:n pitoisuuksien muutoksia ei pystyt-
ty midrittamadn menetelmien herkkyyden puitteissa. Tietokonemallinnus antaa viitteitd siiti, et-
td enstyymin kofaktorilla on tirked merkitys IPP:n mahdollisessa sitoutumisessa.

Johtopiitokset: Osoitettiin pitoisuusriippuvainen ACEl:n (HUVEC) esto IPP:11d ja VPP:ll4,
joka voi selittidd verenpainetta alentavaa ja verisuonta rentouttavaa vaikutusta in vivo. VPP:n ai-
kaan saaman COX-2:n esto suurilla pitoisuuksilla ei ndytd selittdvan merkittdvésti antihyperten-
siivistd vaikutusta.

Avainsanat: ACEl, arginaasi-1, COX-2, endoteeli, eNOS, HUVEC, IPP, verisuonitonus, VPP
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1 KIRJALLISUUSKATSAUS

Vuonna 2003 Maailman terveysjarjestd (World Health Organization, WHO/ISH) maédéritti
kohonneen verenpaineen maailmanlaajuiseksi syddn- ja verenkiertotautien riskitekijaksi.
Verenpainetaudin ennaltaehkédisyn ja hoidon on osoitettu vihentdvdn nditd, erityisesti
ldnsimaiden védestod vaivaavia, sairauksia. Kohonneen verenpaineen ldidkehoito aiheuttaa
huomattavia taloudellisia kustannuksia." Maidon PB-kaseiinista periisin olevilla bioaktiivisilla
peptideilld on havaittu olevan terveydelle hyodyllinen, kohonnutta verenpainetta alentava
vaikutus. Kohonneen verenpaineen lddkkeeton hoito korostamalla terveitd eldmédntapoja
(alkoholin kdyton ja tupakoinnin lopettaminen, liitkunta sekd ravinto) sekd ennaltachkiisy
tarjoavat edullisen ja tehokkaan keinon edistda terveyttd. Bioaktiivisia pienid peptideja siséaltdvéat

tuotteet voisivat olla hyddyllinen osa terveellistd ravintoa.

1.1 Verenkiertojirjestelméa ja verenpaineen siitely

Nisdkkédiden verenkierto jakautuu syddmen kammioiden kautta kahteen verenkiertoon, isoon ja
pieneen. Syddmen vasen kammio pumppaa verta kaikkialle elimistoon suuren verenkierron
kautta. Veri kiertdd aortasta valtimoiden kautta muun muassa sydédnlihakseen, péihén,
yldraajoihin, sisdelimiin sekd lonkkavaltimoiden kautta alaraajoihin. Sen mukana kulkee
elimistolle tarkeitd aineita, kuten ravinteita ja happea. Lopuksi veri palaa laskimoiden kautta
takaisin syddmen oikeaan eteiseen. Oikeasta eteisestd vdh@happinen ja runsashiilidioksidinen
veri tulee oikeaan kammioon, josta se pumpataan keuhkovaltimon kautta keuhkoihin.
Happirikas veri palaa keuhkolaskimoja pitkin takaisin syddmen vasempaan eteisen kammioon ja

edelleen uudelleen isoon verenkiertoon.>

Verenpaine on riippuvainen syddmen ison verenkierron minuutissa pumppaamasta verimairéisti
(minuuttitilavuus) ja verenkierron #zireisvastuksesta. Aireisvastuksen suurin vaikuttava tekiji on
verisuonten ldpimitta. Halkaisijalta suuremassa suonessa on pienempi dédreisvastus. Verisuonten
halkaisijaan vaikuttaa verisuonten sileén lihaksen jatkuva jinnitystila eli tonus.” Verenpaineella
tarkoitetaan suurten valtimoiden painetta, kun vasen kammio pumppaa verta suuriin valtimoihin.

Syddmen supistuksen aikaisen (systolisen) verenpaineen lisdksi huomioon on otettava myos



suurten valtimoiden pienin, syddmen lepotilan aikainen (diastolinen) verenpaine. Normaali
systolinen verenpaine aikuisella on noin 120-129 mmHg, korkean rajaksi on maddritetty 140
mmHg. Diastolinen verenpaine terveelld aikuisella on 80—84 mmHg, korkeassa tapauksessa yli

90 mmHg.3

1.2 Valtimoiden rakenne ja toiminta

Valtimon seindmit késittdavdit kolme kerrosta. Verisuonen sisin  kerros muodostuu
yksikerroksisesta endoteelin verhoamasta sisdkalvosta (lat. tunica intima). Endoteelikerrosta
ympir0oi siledn lihaksen ja sidekudoksen (nuorten fibroblastien) muodostama keskikalvo (lat.
tunica medula). Ulommaisena on sidekudoksesta muodostunut ulkokalvo (lat. tunica
adventitia), joka liittdi suonen ympiroiviin kudokseen.” Laskimot ovat rakenteeltaan hyvin
samankaltaisia kuin valtimot. Poikkeuksena on valtimon keskikalvo, joka on laskimon
keskikalvoa huomattavasti paksumpi. Isot valtimot jakautuvat pienemmiksi pikkuvaltimoiksi,

jotka ovat hiussuonten vélitykselld yhteydessd laskimoihin. (Kuva 1)

endoteelisolut

R fibroblasti
media
B — < siledt lihassolut
adventitia | —= f-'f_-:___;x_.m-rf

Kuva 1. Valtimoverisuonen poikkileikkaus. Verisuonen sisin osa, sisdkalvo (intima), on yksikerroksisinten
endoteelisolujen sekd ohuen sidekudoksen muodostama. Monikerroksiset siledt lihassolut sekd sidekudos
muodostavat keskikalvon (media). Verisuonen uloimmassa kalvossa (adventitia) on sidekudosta seké fibroblasteja.
Kuva on piirretty Wolinsky ym. artikkelin* pohjalta.

Sisdkalvon endoteelisolujen muodostamaa kerrosta pidettiin pitkddn vain verisuonen hemostaat-
tisena esteend, mutta sittemmin silld on havaittu merkitys muun muassa verisuonen supistusas-
teen sditelijand”. Verisuonten sisdkalvon endoteelisolut muodostavat ja vilittavit useita eri teki-

JOitd, jotka vaikuttavat muun muassa verisuonten kehittymiseen, ldpédisevyyteen ja tonukseen,



sekid tulehdusvasteisiin ja hemostaasiin. Ne ovat my0s suorassa yhteydessd myoendoteelisten
aukkoliitosten vilitykselld keskikalvon siledén lihaskudokseen. Liitosten kautta tapahtuu pienten
molekyylien ja ionien, kuten syklisten nukleotidien, kaliumin ja kalsiumin, kalvojen vilinen

vaihto.’

Valtimon fysiologiset muutokset ovat pitkilti riippuvaisia verisuonen keskikalvon ominaisuuk-
sista. Sileiden lihassolujen toiminta perustuu supistumiseen ja relaksoitumiseen sdddellen ve-
risuonen ominaisuuksia, kuten esimerkiksi joustavuutta ja halkaisijan kokoa.” ® Sian aortan kes-
kikalvon kokeissa on havaittu sileiden lihassolujen kyky tuottaa arakidonihaposta prostasyk-
liinid, jolla on verisuonia laajentava vaikutus’. Sileiden lihasten uusiutuminen on hidasta aikui-

silla’.

Ulkokalvoa pidettiin aikaisemmin valtimon rakennetta tukevana tekijdnd, mutta sen merkitys
verisuonen toiminnalle on tarkentunut. Somoza ym.10 tutkimuksissa ulkokalvo on havaittu oleel-
liseksi tekijdksi verisuonen supistumistekijoiden vasteiden muuntajana. Se sditelee angiotensiini
II:n stimuloimaa typpioksidin (NO) vapautumista endoteelisoluista angiotensiini II tyypin 2-
reseptorien vilitykselld. NO:lla on keskeinen vaikutus sileiden lihassolujen relaksaation aiheut-
tajana. Ulkokalvon vilitykselld siirtyy myos hermostollisia kiskyjd. Niiden avulla voidaan vai-

kuttaa esimerkiksi verisuonen laajenemiseen, mikéli sisikalvon endoteelin toiminta on estynyt.

1.2.1 Endoteelisolut

Verisuonen sisin kerros muodostuu yhdestd kerroksesta endoteelisoluja, jotka yhdessi keskikal-
von sileiden lihassolujen kanssa ovat verisuonen séditelyn piitekijoitd. Endoteelisolut muodos-
tavat suuren solujdrjestelmén, endoteelin, joka kattaa veri- ja imusuonten onteloita sekd syda-
men sisdpinnan. Hiussuonet muodostuvat pidasiassa kokonaan endoteelisoluista, kun taas suu-
rissa valtimoissa, kuten aortassa, kontaktissa muiden solutyyppien kanssa ne muodostavat vain
suonen sisimmin kerroksen'?. Endoteelisolujen reagointi perustuu ympiriston aikaansaamiin
muutoksiin, kuten venytykseen, hankausvoimaan, pH:n muutoksiin sekd moniin kiertdviin ainei-
siin. Endoteelisolut syntetisoivat ja vapauttavat erilaisia tekijoitd, jotka vaikuttavat muun muassa
verisuonen tonukseen, lipdisevyyteen, tulehdukseen sekd angiogeneesiin. Endoteelisolujen ai-

kaansaama vaikutus voi olla joko verenpainetta nostava tai laskeva. Verisuonia supistavia teki-
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joitd ovat Ang II, endoteliini 1, tromboksaani A, seki superoksidianioni, isoprostaanit, uridiini
adenosiini tetrafosfaatti ja relaksoivia ovat NO, prostasykliini, epoksieikosatrieenihappo, adeno-
siini, vetyperoksidi sekd C-natriureettinen peptidi. Mikéli tamén tiukasti sdddellyn endotee-

lisolujen toiminnan jokin osa jirkkyy, on seurauksena endoteelisolujen toiminnan héiris.°

Elimistossd, in vivo, endoteelisolut ovat veren virtaukseen liittyvien voimien ja jinnityksen vai-
kutuksen alaisena. Ndma tekijdt saavat aikaan monien erilaisten solun signalointireittien aktivoi-
tumisen. Hypoksia saa aikaan endoteelisolujen tulehdusvasteiden ja -tekijoiden nousun, seki pi-

demmiilli altistuksella erilaisten kasvutekijigeenien ilmentymisen aktivoitumisen'’.

Endoteelisolut ovat heterogeenisid'*'®. Chin ym. vuonna 2003 tehdyn tutkimuksen mukaan en-
doteelisolujen sijainti eri suonityypeissd tai anatomisesti jaotelluissa paikoissa vaikuttavat ky-
seisten solujen geenien ilmentymiseen. On myds vahvoja viitteitd siitd, ettd erilaisia viljeltyja
endoteelisoluja voidaan luokitella eri solutyypeiksi geeni-ilmentymisten eroavaisuuksien pohjal-
ta'®. Tutkimuksia suunniteltaessa on otettava huomioon solujen eroavaisuudet, jotka ilmeneviit
niiden morfologiassa sekd toiminnassa. Geenien ilmentymisen ndkokulmasta endoteelisolut voi-
daan jakaa kolmeen alatyyppiin; suuret suonet, valtimot ja laskimot sekd missd anatomisissa ra-
kenteissa ne sijaitsevat. Myos erot eri lajien vililld vaikuttavat endoteelisolujen toimintaan.'®
Endoteelisolut ovat geneettisesti stabiili solutyyppi. Fysiologisissa olosuhteissa rotan aortan en-
doteelisolujen mitoosi vélivaiheineen tapahtuu hyvin hitaasti, mutta sitd voidaan kiihdyttda eri-
laisilla aineilla, kuten lipopolysakkaridilla (LPS). Solujen kiihtyvdd jakautumista seuraa solu-
kuolema."” Rajallisen jakautumiskyvyn omaavat endoteelisolut ovat loppuvaiheessaan herkem-
pid apoptoottisille stimulaatioille. Niiden oksidatiivinen stressi lisddntyy ja muun muassa NO-

tuotanto viihenee'®.

Ihmisen napanuoran laskimon endoteelisolut (HUVEC) ovat yleisesti kdytetty solulinja veren-
painetutkimuksissa. Napanuoran laskimo kuljettaa happirikasta verta sikion syddmeen. HU-
VEC-solujen kidyton suosiminen perustuu muun niiden helppouteen, primaaristen solujen eris-
tadmisen lisdksi niitd on saatavilla myos kaupallisesti pakasteampulleissa. HUVEC-solujen ja-
kautumiskyky ei ole loputon. Kaupalliset valmistajat takaavat solujen toiminnan arviolta 15 ja-

kautumiskertaan, joka vastaa siirrostusnumeroilla ilmoitettuna 3-4.
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1.3 Verenpaineen siitely

Veren jakautuminen eri elinten kesken riippuu verenkierron séddtelystd. Verenkierron paikalli-
nen, humoraalinen sekd hermostollinen séétely vastaavat verisuonten ldpimitasta ja siten veren
jakautumisesta. Vaikka verenpaineen sditely tunnetaan jo osin, on jarjestelmin toiminnan koko-

naisvaltainen hahmottaminen edelleen tutkimuksen alla.

Paikallisessa saitelyssi pieneten valtimoiden ja sileiden lihasten muodostamat sulkijat reagoivat
ulkoisiin drsykkeisiin. Venytys, kudoksen ldmpotilan muutokset ja verisuonessa kuljetettavat
yhdisteet saavat aikaan vasteen, valtimoiden sileiden lihasten relaksoitumisen tai supistumisen.
Verenpaineen kasvaessa lihassyyt supistuvat ja vihetessid veltostuvat. Itsesédidtely on erityisen te-
hokasta munuaisissa ja aivoissa niiden tasaisen verenpaineen takaamiseksi. Verisuonten laaje-
nemista, vasodilaatiota, saavat aikaan muun muassa hapen viheneminen, pH:n lasku sekéd endo-
teelisoluista vapautuva typpioksidi. Supistumiseen, vasokonstriktioon, vaikuttaviksi tekijoiksi
on havaittu endoteelisolujen erittimit, voimakkaasti supistavat peptidit, endoteliinit, Ang II sekd

tromboksaani A,.

Humoraalisella saatelylld tarkoitetaan elimiston verenkierron mukana kulkeutuvien tekijoiden
aikaansaamaa saitelyd. Esimerkiksi elimiston soluhengityksessé syntyva hiilidioksidi saa aikaan
verisuonten laajenemista. Verenkierron keskeinen sddtelyjdrjestelmid on reniini-angiotensiini-
jarjestelmi (RAS), jonka olemassaolo osoitettiin suomalaisten tutkijoiden toimesta jo vuonna

1898,

RAS johtaa useiden entsymaattisten reaktioiden kautta bioaktiivisten angiotensiinien II-IV syn-
tymiseen. Reaktiosarja saa alkunsa munuaisten erittimén reniinin pilkkoessa maksaperdistid an-
giotensinogeenid verisuonia heikosti supistavaksi angiotensiini I:ksi (Ang I). Reniinin eritykseen
vaikuttavat useat eri tekijat, kuten verenpaine, suolatasapaino, sytokiinit, sympaattiset hermot
seki verisuoniin vaikuttavat vasoaktiiviset aineet®. Ang I puolestaan pilkotaan angiotensiinid
konvertoivan entsyymi I:n (ACE1) toimesta Ang II:ksi. Ang II:lla ja siitd edelleen aminopepti-
daasien pilkkoma Ang III osallistuu verenpaineen saditelyyn angiotensiini tyypin 1 ja 2 resepto-
rien vilitykselld. Endoteelisolut ilmentivit sekii angiotensiini tyypin 1 etti 2 reseptoreja’'. An-

giotensiinireseptorit kompensoivat toistensa toimintaa. Tyypin 1 reseptori sddtelee muun muassa
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verisuonten supistumista, nestetasapainoa sekd voimakkaan verisuonten supistajan vasopressii-
nin ja aldosteronin erittymistd. Tyypin 2 reseptori saa aikaan verisuonten laajentumisen, NO:n
vapautumisen sekd solujen jakautumisen ja kasvun eston. ACEI-entsyymin on osoitettu kataly-
soivan myds ACE2-entsyymin Ang I:std pilkkoman Ang 1-9:n reaktiota Ang 1-7:ksi ja siitd
edelleen Ang 1-5:ksi**. Verenpaineen siitely lihasten toiminnan kautta sekii nestetasapainon
sadtely munuaisen vilitykselld ovat RAS-jirjestelmin tirkeimmait vaikutuskohteet. ACEIL-
entsyymin on havaittu katalysoivan vasodilatoivan peptidin, bradykiniinin, hydrolysoitumista
pienemmiksi inaktiivisiksi peptideiksi. Kallikreiini-kiniini kaskadissa kallikreiinistd pilkottu
bradykiniini vaikuttaa bradykiniinireseptori 2:n kautta saaden aikaan endoteeliperdisten NO:n ja

ce . . . . 23-25
prostasykliinin tuoton verisuonia laajentaen.

RAS-jirjestelmén on havaittu vaikuttavan mo-
nissa elimissé ja kudoksissa, ja sen toiminta voi olla joko paikallista tai vaikutuskohteeseen ve-

renkierron kautta kulkeutuvaa. (Kuva 2)

angiotensinogeeni

kininogeeni
\L ACE2 « \Iz
Ang | Ang 1-9 bradykiniini

MZE1\L ACE1
~J
S Ang 17 ——> Ang 1-5 ACH | |
Ang d ACET
inaktiiviset BBk 2
peptidit reseptorit

% .
AT1-reseptori AT2-reseptori MAS-reseptori verisuonten
laajeneminen
werisuonten wverisuonten verisuonten
suUpistuminen, lagjenaminen, lagjenaminen,
nestetasapaing, MO:n vapautuminen,  antifibroosi, nestsiden
yasopressiininja  solujen jakautuminen  homeostasia, solujen
aldosteronin ja kasvun esto kaswun esto
erittyminen

Kuva 2. Reniini-angiotensiinijdrjestelmd, johon on merkitty angiotensiinid konvertoivien entsyymien 1/2
(ACE1/ACE2) katalysoimat reaktiot. AT1/2-reseptori=angiotensiini tyypin 1 ja 2 reseptorit ja BK1/2= bradykiniini
reseptorit 1 ja 2. ACE1l:n ja ACE2:n lisidksi useat muutkin entsyymit saattavat osallistua eri kudoksissa kyseisten
peptidien syntyyn. Kuva on piirretty artikkeleita™ > mukaillen.

Suurin osa kudoksista ja kaikki verisuonet pienimpid lukuun ottamatta ovat sympaattisten her-
mojen sddtelemid™. Aivojen vasomotorinen keskus ohjaa niitd hermoja saaden pidasiassa ai-

kaan jatkuvan vasomotorisen verisuonten jannityksen.
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1.3.1 Verenpainetta siitelevit entsyymit

Verenpaineen sditelyyn osallistuvat lukuisat entsyymit. Pro gradu tyossini tutkimuksen padasi-
allisiksi kohteiksi on valittu HUVEC-solujen entsyymit ACEI1, endoteelin typpioksidisyntaasi
(eNOS), syklo-oksigenaasi 2 (COX-2), seki tietokonemallinnuksen osalta arginaasi-1.

1.3.1.1 Angiotensiinia konvertoiva entsyymi 1 (ACE1)

Verenpaineen séditelyn yksi keskeisimmistd entsyymeistd on peptidaasi ACE1 (EC 3.4.15.1). Se
on tyypin I solukalvoon ankkuroitunut dipetidyyli karboksipeptidaasi, josta esiintyy nisdkkididen
kudoksissa kahta eri muotoa. Somaattinen muoto on dimeeri. Se koostuu kahdesta homologises-
ta osasta, karboksyyli- ja aminoterminaalisesta, joilla molemmilla on epididenttinen katalyyttinen
kohta. Testikulaarinen ACE (90-100 kDa) vastaa somaattisen ACEI:n (150-180 kDa) karbok-
syylipddn domeenia. Molemmissa muodoissa domeeni jakautuu vield kahteen aladomeeniin
muodostaen syvédn uurteen niiden viliin. Testikulaarisen ACEl:n ja sitd estdvén lisinopriilin
muodostamasta kompleksista on havaittu, ettd entsyymin rakenne muodostaa erdidnlaisen kan-
nen, joka rajoittaa suurten ja kierteisten polypeptidien pddsyd entsyymin aktiiviseen kohtaan.
Ihmisen endoteelisolujen somaattisen muodon karboksyylipddan domeenin on havaittu vastaavan
testikulaarisen ACE1l:n aminohapposekvenssid tdhteestd 37 ldhtien siséltden samat aktiivisen
alueen aminohapot (taulukko 1). Sekvenssi siséltdd sinkkid sitovan alueen (HIS-GLU-MET-
GLY-HIS).?® Verenpainetta alentavia vaikutuksia ei ole havaittu somaattisen ACE1:n amino-
puolen domeenia estdvilld fosfiinipeptidi PXR407:11a”. Karboksyylipddn domeenia on pidetty
verenpainetta sditelevind osana. Molempia ACE1:n muotoja on mitattu seerumissa sekid muissa
elimiston nesteissd. Somaattista muotoa ACE]l:std ilmenee lidhes kaikissa endoteelisoluissa
keuhkojen verisuonia lukuunottamatta, tietyissa sileissd lihaksissa, monosyyteissd, T lymfosyy-
teissi seki rasvasoluissa.”” *' ACEI:n geenin ilmentyminen vihenee miti kauemmin soluja vil-

jellzzn.*

ACE]1 hydrolysoi Ang I:n, Ang 1-9:n, Ang 1-7:n sekid bradykiniinin karboksyylipdédn pilkkou-
tumista kahden aminohappotidhteen mittaiseksi palaksi (kuva 3). Zn**-ioni polarisoi nukleofiili-
sen vesimolekyylin, deprotonoituminen tapahtuu glutamaatti 384:n iskiessé peptidin karbonyyli-

ryhméén. Sinkki-ioni vaikuttaa myos peptidin asemoitumiseen sekd aktivoi reaktiota kohti nuk-
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leofiilistd “hyokkdystd”. Lisdksi se vakauttaa tyrosiinien 523:n ja 353:n ja histidiini 513 ve-
tysidosten karbonyylihappien negatiivisen varausten kasautumista. Alaniini 354 vakauttaa vili-
tuotteen amidin positiivista varausta. Protonaation seurauksena glutamaatti 384:sta ldahtevid
amiiniryhmi viimeistelee reaktion tetraedrisen vilituotteen pilkkoutumisen.’® Dipeptidin pilk-
koutuminen tapahtuu, mikili oligopeptidin pilkottavan peptidisidoksen aminopédin aminohappo-
tdhde ei ole proliini eikd sidoksen karboksyylipdin tihde ole glutamaatti tai asparagiini35. Tastd

syystd ACEI1 ei pilko esimerkiksi Ang II:ta.

Taulukko 1. Testikulaarisen ACE1:n (PDB 108A) aktiivisen alueen aminohappotihteet™.

Aminohappotdhde domeeni numero

HIS A 353
ALA A 354
GLU A 384
HIS A 513
TYR A 523

Wei ym.” havaitsivat, etti ACEl:n domeenit eroavat toisistaan substraattispesifisyyden,
estdjien, fysiologisten toimintojen sekd kloridiaktivaation puolesta, vaikkakin molemmat
hydrolysoivat sekd Ang I:itd ettd bradykiniinid. Metalloproteaaseihin kuuluva ACEIl:n
kofaktorina toimii sinkki. Lisdksi entsyymin toiminta on kloridi-ionin aikaansaamasta
aktivaatiosta riippuvainen. ACEl:n aikaansaama reaktio on merkittivd vilivathe RAS-
jarjestelmin usean entsyymin katalysoimassa kaskadissa. Sen estdjit, kuten kaptopriili, ovat

yleisesti kiytettyji lidikkeitd kohonneen verenpaineen hoidossa.>"?’

Ang | ASP- ARG- VAL- TYR- ILE- HIS- PRO- PHE + HIS- LEU
Ang 1-9 ASP- ARG- VAL- TYR- ILE- HIS- PRO + |PHE- HIS
Ang 1-7 ASP- ARG- VAL- TYR- ILE + HIS - PRO

Bradykiniini ARG- PRO- PRO- GLY- PHE- SER- PRO + |PHE- ARG

Kuva 3. ACEI pilkkoo neljdn eri reniini-angiotensiinijirjestelmésséd esiintyvian polypeptidin karboksyylipdastd
dipeptideji’’.
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1.3.1.2 Endoteelin typpioksidisyntaasi (eNOS)

Ihmisen verenkiertojirjestelméssd on kolme erilaista muotoa typpioksidisyntaasia; jatkuvasti
syntetisoitava neuraalinen, indusoitava seki endoteelin typpioksidisyntaasi (EC 1.14.13.39). Ve-
risuonissa NO:n pidasiallinen ldhde on eNOS, mutta myds neuraalinen osallistuu tuottoon>®,
Kaikki muodot koostuvat kahdesta konservoituneesta osasta, elektroneja pelkistivéstd reduk-
taasiosasta sekd katalyyttisesti oksygenaasiosasta. Reduktaasi sisédltdd sitoutumispaikat
NADPH:lle, FAD:lle ja FMN:lle. Katalyyttinen osa sitoo L-arginiinin substraatin lisdksi kaksi
kofaktoria, 5,6,7,8-(6R)-tetrahydrobiopterin ja hemin, sekd sinkin. Reaktiossa hapen ldsni olles-
sa L-arginiinista muodostuu sitrulliinia ja NO:ta.” Thmisen eNOS:n katalyyttisiksi aminoha-

poiksi on midritetty molemmissa domeeneissa nelja aminohappotidhdetti (taulukko 2).

Taulukko 2. Thmisen endoteelin typpioksidisyntaasin (PDB 3NOS, homologi 1M9K:lle) aktiivisen alueen
aminohappotihteet™.

aminohappotdhde domeeni numero

CYS A/B 184
ARG A/B 187
TRP A/B 356
GLU A/B 361

NO:sta riippuvaiseen, endoteelisolujen aikaansaamaan paikalliseen verenpaineen siitelyyn se-
pelvaltimoissa vaikuttavat solun ulkoiset tekijidt. Vaikka eNOS:a syntetisoidaan jatkuvasti endo-
teelisoluissa, on sen aktiivisuus tarkasti kalsiumin (Ca2+) ja kalmoduliinin sadtelemd’”. NO:n
tuotto saa alkunsa solun kemiallisista ja hemodynamisista drsykkeistd. Bradykiniini ja asetyyli-
koliini saavat aikaan solun pinnan reseptorien kautta solunsisdisen kalsiumpitoisuuden nousun.
Vaikutus saa aikaan inaktiivisen eNOS:n irtoamisen endoteelisolunsolun kaveolista. Irronnut
eNOS aktivoituu fosforyloinnin myotd johtaen NO:n tuoton lisddntymiseen. Aktivoivaa fosfo-
rylaatiota aikaansaavia kinaaseja ovat proteiinikinaasi B (Akt), syklinen AMP-riippuvainen pro-
teiinikinaasi A, AMP-aktivoituva proteiinikinaasi sekd kalsium/kalmo-duliiniriippuvainen ki-

41-43
Rotan aor-

naasi II. Proteiinikinaasi C saa puolestaan aikaan eNOS:a estdvin vaikutuksen.
tan endoteelisoluilla tehdyn tutkimuksen mukaan eNOS-entsyymin fosforylaation viheneminen
ndyttdisi olevan seurausta solujen ikdidntymisestd ja proteiinikinaasi Akt:n aktiivisuuden heikke-

nemisesti**.
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Lyhyen puoliintumisajan (pari sekuntia) omaava kaasumainen NO diffundoituu endoteelisoluis-
ta verisuonen sileisiin lihaksiin edistden syklisen guanosiini 3°, 5 — monofosfaatin (cGMP) syn-
tymistd liukoisen guanylaattisyklaasin katalysoimassa reaktiossa. Substraattina liukoinen guany-
laattisyklaasi kédyttdd guanosiinitrifosfaattia. Bradykiniinin ja NO:n lisdksi cGMP:n tuottoa vil-
jellyisséd endoteelisoluissa aktivoivat adenosiinidifosfaatti sekd kalsiumionofori (A23187). Kal-
siumionoforin aikaansaama cGMP:n tuotto on pitkédkestoisin, mutta miird jid adenosiinidifos-
faattia ja NO:ta huomattavasti pienemmiksi.*”*’ NO-Iihtéinen ¢cGMP:n tuotto aktivoi cGMP-
riippuvaista proteiinikinaasia saaden aikaan solunsisdisen kalsiumin laskun ja silein lihaksen re-

. . . 48
laksaation johtaen verenpaineen laskuun™.

Hiljattain julkaistussa tutkimuksessa Ha ym.* osoittivat, etti endoteelisoluista riippuvaiseen ve-
risuonten relaksoitumiseen ja verenpaineen sdidtelyyn voidaan vaikuttaa verihiutaleperdiselld
kasvutekijilla (PDGF, engl. platelet-derived growth factor). PDGF:n vaikutus kohdistuu Aktl-
riippuvaisen mekanismin kautta aktivoiden fosforylaation avulla endoteelin typpioksidisyntaasia

ja NO:n tuottoa.

Nitraatin (NO3') ja nitriitin (NO;) pitoisuuden médritystd kiytetdidn yleisesti epdsuorana mene-
telmédnd méadrittdméidn solujen NO tuottoa ja eNOS:n aktiivisuutta. Nitraattin tai nitraatin ja nit-
riitin kokonaissumman (NOy) perusteella voidaan mitata luotettavasti endoteelin NO tuottoa.
Voidaan my®os olettaa, ettd plasman nitriitti on padosin perdisin juuri endoteelien typpioksidisyn-

taasista. *° Asetyylikoliini saa aikaan soluviljelmissi NOy-pitoisuuden nousun’'.

1.3.1.3 Syklo-oksigenaasi 2 (COX-2)

Nisidkkailld esiintyy kahta eri muotoa COX oksidoreduktaasia; jatkuvasti rakenteellisesti (kon-
stitutiivisesti) ilmentyvd COX-1 sekd sdadellysti vain tietyissd kudoksissa esiintyvid, solukal-
voon (solulimakalvosto, tumakotelo ja solukalvo) kiinnittynyt indusoituva COX-2 (EC
1.14.99.1). COX-2 muodostuu kahdesta homodimeeristi, joissa molemmissa on kaksi alado-
meenia. Toinen on aminohapposekvenssiltddn ainutlaatuinen, silld se sisdltdd entsyymin aktiivi-
sen kohdan (taulukko 3). Arakidonihappometaboliaan osallistuvat COX:t katalysoivat monityy-
dyttymittomid rasvahappoja bioaktiivisiksi yhdisteiksi. Reaktiossa pddasiallinen substraatti ara-

kidonihappo hapettuu kolmen vilivaiheen kautta prostaglandiini G;:ksi. Ensimméinen vaihe on
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reaktionopeuteen vaikuttava. Stimulaation aikaansaamana fosfolipaasi A2 mobilisoi araki-
donihapon vapautumista solukalvon fosfolipideistid. Seuraavassa reaktiossa prostaglandiini G,
pelkistetdidn COX-2:n toimesta prostaglandiini H:ksi, ja siitd edelleen bioaktiivisiksi prosta-
glandiineiksi (PGE,, PGF,,, PGD; ja prostasykliini PGI,) seké tromboksaani A2:ksi. Prostasyk-
liini kulkee ulos endoteelisolusta siledn lihaksen pinnalle, jossa se vaikuttaa prostasykliini- tai
TP-reseptorin kautta adenylyylisyklaasiin. Adenylyylisyklaasi saa aikaan syklisen adenosiini-
monofosfaatin tuoton ja kalsiumpitoisuuden laskun johtaen sileiden lihassolujen rentoutumisen.
Arakidonaatin vapautumista endoteelisoluista aktivoivat muun muassa bradykiniini ja asetyyli-
koliini.”* ** Toksinen LPS saa aikaan endoteelisoluissa peroksinitriitin muodostumisen johtaen
prostasykliinisyntaasin inaktivoitumiseen. Héiri0 kdynnistdd sileiden lihassolujen COX-2 syn-
teesin, jonka seurauksena lihassolut voivat alkaa tuottaa itse prostasykliinid. Sileiden lihassolu-
jen prostasykliini sitoutuu lihassolun kalvolla olevaan prostasykliinireseptoriin lopulta saaden
aikaan kalsiumpitoisuuden ja verenpaineen laskun. Prostasykliini estdd my0Os verihiutaleiden
kokkaroitumista. Mikili endoteelisolut suosivat peroksinitriitin pitoisuuden nousun seurauksena

prostaglandiini H:n muodostumista, se saa aikaan siledn lihassolujen pinnalla olevien prosta-

glandiini H2-reseptorien kautta kalsiumpitoisuuden nousun, ja verenpaineen kohoamisen.”*

Taulukko 3. Syklo-oksigenaasi 2:n (PDB 5COX) aktiivisen kohdan aminohapotihteet, jotka osallistuvat
prostaglandiini G2:n hapettamiseen prostaglandiini H2:ksi. Valiini 291 merkityksestd katalyysireaktiossa ei ole
selkedd varmuutta™.

aminohappotdhde domeeni numero

GLN A 203
HIS A 207
(VAL) A 291
TYR A 385

Verisuonten solujen eristystavat ja kasvuolosuhteiden muutokset verisuoniston supistukseen
vaikuttavat prostaglandiinien tuotantoon. Sian primaarisoluviljelmien endoteelikudos ja siled li-
haskudos omaavat samanlaisen prostaglandiinia tuottavan mekanismin. Primaariviljelmisti pe-
rdisin olevien jatkoviljelmien prostaglandiinituotanto hiipuu alkuperdisestd. Vastaava sileiden
lihassolujen prostaglandiinituotanto puolestaan kasvaa, piituotteena syntyy eniten PGE,:ta. Ki-
neettisten tutkimusten perusteella on piitelty, ettd soluviljeltyjen verisuonten solujen prosta-
glandiinituotannossa tapahtuu muutoksia siirrostusten ja mediumin vaihdon yhteydessa. Liséksi

solukohtainen prostaglandiinien tuotanto vihenee solujen kasvutiheyden lisdédntyessd. Prosta-
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glandiinituotannon muutokset vastaavat solujen reagointikykyd ympériston muutoksiin in vivo

olosuhteissa.’

1.3.1.4 Arginaasi-1

Arginaasi entsyymeja esiintyy kolmea eri muotoa. Arginaasi-1 (EC 3.5.3.1) katalysoi sytoplas-
massa arginiinin hydrolyysid ureaksi ja ornitiiniksi joko arginiinin tai homoarginiinin in-
dusoimana. Arginaasin arvellaan vaikuttavan verenpaineeseen L-arginiini-ureasyklin vilityksel-
la. L-arginiini toimii eNOS:n substraattina aiheuttaen kilpailevan tilanteen yhteisestd substraatis-
ta arginaasi-1:n kanssa. Kilpailun on havaittu vaikuttavan endoteelisolujen NO-tuotantoon eri-

. . . .. . . . 56
tyisesti normaalin toiminnan omaavissa VCI‘ISU.OI’IISSELSS’

Arginaasi-1 muodostuu kolmesta homologisesta domeenista, joissa jokaisessa on kaksi alado-
meenia. Molemmista aladomeeneista 10ytyy kaksi katalyyttisesti aktiivista aminohappotihdetti

(taulukko 4).

Taulukko 4. Arginaasi-1:n (PDB 2ZAV) katalyyttisiksi méiritetyt aminohappotihteet™.

aminohappotdhde domeeni numero
ASP A/B 128
GLU A/B 277

Sian sepelvaltimon pienissd suonissa on osoitettu rakenteellisen arginaasi-1 entsyymin jatkuvaa
ilmentyminen, joka vaikuttaa suonen lihasjdnnitykseen. L-arginiinin saatavuuden heikentymisen
on havaittu vaikuttavan verisuonten toiminnan heikkenemiseen. Arginaasin aktiivisuuden esto
estdd myOs sepelvaltimoiden verenkierron pienenemistd endoteeliperdisen NO-tuotannon lisdin-

tymisen myoti.”®

1.3.2 Farmakologiset hoitokeinot kohonneen verenpaineen alentamiseksi

Verenpaineen sditelyn hiiriot aiheuttavat erilaisia seurannaisvaikutuksia ja lisddvét ennenaikai-
sia kuolemia. Vuonna 2005 julkaistun tutkimuksen’’ mukaan arviolta yhden kolmasosan linsi-

maisista ihmisistd arvellaan sairastuvan verenpainetautiin tai kohonneeseen verenpaineeseen,
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joka on riskitekijd sydin- ja verisuonitaudeille (sepelvatimotauti, aivoverenvuoto seké perifeeri-
set verisuonisairaudet). Uhka on suuri ja merkittdvd maailmanlaajuisen terveydenhuollon on-
gelma, joka aiheuttaa sairauksien lisdksi muun muassa mittavia kustannuksia terveydenhuollol-
le. Korkean verenpaineen havaitsemiseen, estdmiseen, hoitamiseen ja kontrolloimiseen tulisikin

kiinnittdd erityistd huomiota.

Mikili elamintapamuutokset (suolan ja alkoholin kdyton rajoittaminen, painonhallinta, liikunta,
tupakoinnin lopettaminen seké oikeanlainen ravinto) eivit ole riittavid kohonneen verenpaineen
hoitoon, aloitetaan lddkehoito. Verenpaineen hoidossa kiytettivid ladkeryhmid on useita. ACE-
estdjat laajentavat valtimoita estdmilld angiotensiini Il:n muodostumista. Angiotensiini-
reseptorien salpaajat saavat myos aikaan verisuonten laajentumisen. Tiatsidityypin diureetit li-
saavit veden sekd ionien erittymistd virtsaan, tosin hitaalla viiveelld. Beetasalpaajat puolestaan
vaikuttavat syddmen minuuttitilavuuden viahenemiseen harventamalla syketaajuutta sekéd pienen-
tdmalld supistustilavuutta. Kalsiumkanavan salpaajat laajentavat valtimoita estdamilld kalsiumin
litkkkumista solun sisdén. Tarvittaessa hoitomuotona voidaan kiyttdd kahden tai jopa useamman
ladkeaineen yhteisvaikutusta. Tutkimusten mukaan noin 35-50 % kohonnutta verenpainetta sai-
rastavista potilaista ei kiytd madrittyd ladkitystd sadnnollisesti, koska lieviasteinen verenpaine-

58-61

tauti on oireeton. Lisidksi lddkehoidon kustannukset ovat huomattavia. Liadkehoidolla pyri-

tddn saamaan verenpaine ainakin tasolle 140/90 mmHg3 .

1.4 Bioaktiivisten tripeptidien vaikutus verenpaineeseen

Kohonneen verenpaineen farmakologisten hoitojen lisidksi on havaittu, ettd tietyt proteiineista
pilkkoutuneet peptidit (kooltaan 2-50 aminohappotihdettd) alentavat kohonnutta verenpainetta
sekd eldinkokeissa ettd kliinissd kokeissa. Bioaktiiviset peptidit ovat perdisin nautitusta ruoasta,

62. 63 Bkaseiinin aminohapposekvenssi sisiltid kolmen ami-

kuten maitoproteiini B-kaseiinista
nohappotihteen mittaisia paloja, isoleusiini-proliini-proliinia (IPP) ja valiini-proliini-proliinia
(VPP), joilla on verenpainetta alentava ominaisuus (kuva 4). Elimistoon pédéstydén ruoansula-
tuksen entsyymit muokkaavat ravintoproteiinia niin, ettd epiteelin pinnalla olevat entsyymit, ku-
ten pepsiini, trypsiini, kymotrypsiini sekd peptidaasi pilkkovat proteiinista erimittaisia paloja, si-
sdltien muun muassa edelld mainittuja tripeptidejd. Proteiineja voidaan pilkkoa myds ruoan te-

ollisessa kisittelyvaiheessa entsymaattisesti hydrolyysin ja fermentaation avulla. IPP:td ja
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VPP:ti sisdltdvid kaupallisia tuotteita valmistetaan myos fermentoimalla maitoa L. helveticus-
maitohappobakteerin lisniollessa.®* Tripeptideihin IPP ja VPP on kiinnitetty erityisesti huomio-
ta, silld niilld on verenpainetta alentava ominaisuus ACE-entsyymin aktiivisuuden eston kaut-

ta®.

A) B)

HQN HEN

Kuva 4. Ile-Pro-Pro eli IPP (A) ja Val-Pro-Pro eli VPP (B) rakennekaavat.

Verenpaineeseen vaikuttavat peptidit voivat kdyda lapi fysiologisia muutoksia, joilla on vaiku-
tus niiden toimintaan. Bioaktiivisten peptidien muodostumisen kannalta keskeisid tapahtumia
ovat ruoansulatuskanavassa tapahtuva proteiinien pilkkoutuminen sekd imeytyminen. Plasman

peptidaasit puolestaan vaikuttavat niiden fysiologiseen stabiiliuteen veressi.**

ACE-entsyymiin kohdistuneissa verenpaineen sditelyn tutkimuksissa on havaittu, ettd estoa ai-
kaansaavan peptidin rakenteella on suuri vaikutus sen tehokkuuteen. Kokonsa puolesta liian
suuri peptidi ei mahdu ACE1:n aktiiviseen kohtaan entsyymin muodostaman kansimaisen ra-
kenteen takia’®. Edelleen on osoitettu, ettd tehokkaimmat estovaikutuksen méirittavit amino-
happotihteet ovat peptidiketjun C-pdiddyn kolmen viimeisintd aminohappotihdettd, erityisesti
isoleusiini, proliini ja valiini. Kyseisten kolmen viimeisen aminohappotédhteen konformaation on
oltava aminohapoille luonnossa tyypillisessd L-muodossa. Erityisesti proliinin cis-trans kon-

formaation muutokset voivat vaikuttaa merkittiviisti ACE:n eston tehokkuudessa.®* %

Kaseiiniperiiset peptidit sitovat mineraaleja, kuten kalsiumia, rautaa ja sinkkii spesifisten ja ei-
spesifisten sitoutumiskohtien vélitykselld. Mineraaleihin sitoutuminen mahdollistaa, ettd peptidit
voivat absorboitua helpommin ruoansulatuskanavan epiteelin lipi®’. Peptidi voi toimia my®s

kelaattorina, ja tdten rajoittaa tai tehostaa solujen mineraalien saatavuutta®.
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1.4.1 IPP ja VPP kokeet in vitro

Bioaktiivisten peptidien vaikutusta voidaan tutkia useilla in vitro menetelmilld. In vitro olosuh-
teissa suoritetut entsyymikokeet vastaavat suljettua systeemii, vaikka ne on suoritettu soluilla ja
kudoksilla. Suljetussa systeemissd metaboliittien liikkumista on rajoitettu, toisin kuin esimerkik-
si kokoeldinmalleissa.®’ Kéytetyimmit menetelmit liittyvdat ACEl-entsyymin estovaikutuksen
tutkimiseen. Jikild ym.”® ovat osoittaneet, etti kaseiiniperiiselld IPP:114 ja VPP:1l4 on suojaava
vaikutus geneettisesti verenpainetautisten rottien endoteelin toimintaan in vitro. Vaikutus perus-
tunee ainakin osittain ACE1l:n estoon kaliumin ja kalsiumin tehostamana. Normaalipaineisten
rottien valtimoiden ACEIL:n aktiviteetti estyi IPP:1l4 ja VPP:114 korkeina pitoisuuksina. IPP ja
VPP estivit elimistossd saavutettavilla mikromolaarisilla pitoisuuksina ACE1:td, mutta eivét
ACE?2 aktiivisuuksia kéytettdessd kaupallisia puhtaita entsyymeitd. Arginaasi-1 estyi kolme ker-

taluokkaa suuremmilla pitoisuuksilla.”’

Bioaktiivisten peptidien tiedetdin saavan aikaan ACEl-entsyymin eston in vitro olosuhteissa
sekd vapautuvan ruoansulatusjirjestelméssd suuremmista proteiineista in vivo, mutta vield tois-
taiseksi niiden fysiologiset vaikutukset ei ole tiysin selvilli’. In vitro kokeet ovat olleet toistai-
seksi osittain ristiriitaisia ACE1:n in vivo kokeiden kanssa. Verenpaineen séitely tapahtuu luon-
nossa fysiologisissa olosuhteissa, jonka perusteella onkin oletettu, ettd jokin muu mekanismi
ACEl:n eston lisiksi voisi olla verenpainetta laskevien mekanismien taustalla.** "> Tripeptideji
pidetddn kuitenkin potentiaalisena, ei-farmakologisena ravinnon tarjoamana vaihtoehtona ko-

honneen verenpaineen hoitoon.

1.4.2 IPP ja VPP Kkliiniset ja eldinkokeet in vivo

Bioaktiivisten tripeptidien IPP ja VPP fysiologisia vaikutuksia tutkittaessa geneettisesti veren-
painetautisten rottien (SHR) verenpaineen ei ole huomattu reagoivan akuutisti, mutta pitkdan
jatkuneena tripeptidien anto laskee seerumin ACE-aktiivisuutta ja laskee verenpainetta74’ " Ve-
renpainetautisten rottien endoteelista riippuvaista verisuonten relaksaatiota suoliliepeen valti-

75, 76

moissa tai aortassa ei havaittu puhtaita peptideitd juomavedessd annettuna’™ ™, toisin kuin dia-
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beettisilla rotilla’’. Myoskiin pitkiikestoinen maitoperiinen tripeptidikisittely ei saanut aikaan
endoteelistd riippuvaista verisuonten relaksaatiota suoliliepeen valtimoissa tai aortassa, mutta

fermentoidun maidon ja mineraalien kanssa tripeptidit paransivat relaksaatiota’®.

Endoteeliperiiseen relaksaatioon liittyen eNOS:n ja COX-2:n osalta on suhteellisen niukkaa tut-
kimustietoa. Geneettisesti verenpainetautisilla rotilla tehdyn kokeen perusteella IPP ja VPP eiviit
vaikuta merkittdvésti aortan COX-1 geenin ilmentymiseen, mutta ldhes kaksinkertaistavat

eNOS:n geenin ilmentymisen’’.

1.5 Tietokonemallinnus

Tietokoneella tehtdvd biologisten molekyylien vuorovaikutusten tutkiminen, in silico, on osa
nykypédivdan modernia biolddketiedettd. Juuret in silico-tutkimuksella johtavat 1970-luvun puoli-
villiin®. Tietokoneella tehtivii kolmiulotteinen mallinnus on ennustavaa, ja tuloksia pyritiin
hyodyntdméédn laboratoriotydskentelyssd. Menetelmilld voidaan yrittdd selvittdd biologisia ta-
pahtumia, kuten mahdollisia kahden molekyylien vilisid interaktioita. Téllaisia tutkimuskohteita
voivat olla esimerkiksi peptidien ja entsyymien véliset vuorovaikutukset molekyylirakenteiden

pohjalta.

Paasdintoisesti tietokonemallinnusta varten mallinnettavien molekyylien rakenne on tunnettava
riittdvén tarkalla erotuskyvylld (resoluutio). Joissain tapauksissa tietokonemallinnus on mahdol-
lista ilman maédritettyd molekyylirakennetta. Atomitason rakenteen selvittamiseksi kdytetddn

33, 8182 B menetelmilld

rontgenkristallografiaa ja ydinmagneettista resonanssispektroskopiaa.
selvitettyjd proteiinien sekd proteiinikompleksien rakenteita tallennetaan erilaisiin tietokantoi-
hin, kuten Brookhaven Protein Data Bank (PDB)-internetsivustolle tutkijoiden vapaasti kiytet-

tavaksi.

Proteiinirakenteissa atomien erotuskykyid kuvataan pituuden mittayksikolld, angstromilla (A).
Entsyymien rakennetta tutkittaessa oleelliseksi tekijdksi nousee riittdvin tarkka erotuskyky, joka
on ihannetapauksessa alle yhden angstromin. Tarkkaa entsyymin rakennetta voidaan mallintaa
atomitasolla yksityiskohtaisesti. Riittdvéd erotuskyky mahdollistaa vetyatomien suuntautumisen

havaitsemisen kolmiulotteisessa rakenteessa, ja ndin ollen myos rakenteen kannalta tirkeiden

23



aminohappotihteiden asemoituminen tarkentuu. Entsyymin toimintaa tutkittaessa proteiinin
pinnan muodoilla on suuri merkitys. Aminohappotihteiden sivuketjujen avaruudellinen asemoi-
tuminen méadarittdd pitkdlti milld tavalla toinen molekyyli, esimerkiksi IPP tai VPP, pystyy muo-
dostamaan vuorovaikutuksia kohdemolekyylin kanssa. Molekyylin pinnan muodoilla on todettu

83, 84 Yy s s . .
7 Kéytannossi kuitenkin sopivaa prote-

suuri merkitys entsyymin biologiseen aktiivisuuteen.
iinimallia valittaessa joudutaan ottamaan useita muita asioita huomioon, kuin pelkki atomitason
erotuskyky. Kaikkien proteiinien rakenteita ei ole vield madiritetty, eikd madritetyistikdin ole
vilttamitta saatavilla riittavin tarkkoja rakenteita tai natiivimuotoja. Télldin joudutaan valitse-
maan proteiinin ja vieraiden molekyylien kompleksimuotojen seki riittavin erotuskyvyn valiltd
sopiva kompromissi tutkimussuunnitelman mukaan. Téssd tyossd laboratorio-olosuhteiden ent-
syymien oletetaan ldhtokohtaisesti olevan tilassa, jossa niihin ei ole sitoutunut mahdollinen esti-
ja. Talloin tietokonemallinnuksessa kiytettdviksi entsyymiksi samankaltaisimmat entsyymira-
kenteet ovat joko natiivirakenne tai rakenne, josta on manuaalisesti poistettu sitoutunut, ylimaa-
rdinen komponentti. Mallinnuksessa kiytettdessd muokattua kompleksimuodossa olevaa ent-
syymid, ei kuitenkaan voida olla varmoja, onko sitoutuminen muuttanut entsyymin rakennetta.
Lisidksi on otettava huomioon eri lajien homologisten entsyymien aminohapposekvenssien mah-

dolliset eroavaisuudet. Muun kuin kohdelajin entsyymeji tutkittaessa on suoritettava sekvenssi-

rinnastus mahdollisten erojen selvittdamiseksi.

1.5.1 AutoDock versio 4.2

AutoDock versio 4.2 on lddkeainesuunnitteluun kehitetty ilmainen, automatisoitu tietokoneoh-
jelma, joka ennustaa ligandin sitoutumista tunnettuun makromolekyyliin. Tapahtumaa kutsutaan
telakoinniksi. Muihin vastaaviin ohjelmiin verrattuna kiytetty ohjelma helpottaa ja nopeuttaa
prosessia laskemalla itse potentiaalisia sitoutumiskohtia, joka pitdisi muutoin tehdd tyolaalla
manuaalisella menetelmilld. AutoDock versio 4.2 koostuu kahdesta pddohjelmasta, esivalmiste-
levasta laskennallisesta AutoGridistd sekéd varsinaisesta telakoinnista, AutoDockista. AutoDock
versio 4.2 mahdollistaa perustietokoneella nopean hilapohjaisen energian laskemisen seki te-
hokkaan, sallituissa rajoissa tapahtuvan makromolekyylin tai ligandin rakenteen liikkuvuuden
huomioon ottamisen. Sen tarkoituksena on 10ytdd mahdollisimman pieni sitoutumiseen kuluva
kokonaisenergia, joka voi syntyd ligandin ja makromolekyylin vilille kéyttdjdan rajaamissa eh-

doissa. Menetelmi perustuu makromolekyylin tarkan pinnanrakenteen tuntemiseen.®* %
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AutoDock versio 4.2-ohjelmaan ladataan valittu makromolekyyli sekd ligandi pdb-
tiedostomuodossa. Ladatut pdb-tiedostot muokataan ohjelmaan sopivaksi poistamalla vesimole-
kyylit sekd lisddmalld rakenteen vedyt. Pdb-tiedostot kiddnnetddn ohjelman avulla pdbqt-
tiedostoiksi, jotka sisdltdvit pdb-tiedostoista poiketen atomien varaukset sekd atomityypit.
Pdbqt-tiedostoista on poistettava ohjelman ajoa hiiritsevit heteroatomit (HETATM) sekd mééri-
tettdva niiden molekyylien varaukset, joille ohjelma on virheellisesti jattdnyt laskematta Gastei-
gerin varaukset. Lisdksi voidaan madrittdd haluttuja aminohappotihteiden liikkuvuusominai-
suuksia. Tdman jalkeen valmistellaan tutkimuskohde AutoGrid-ohjelman ajoa varten rajaamalla
makromolekyylistid alue, jolle ohjelma telakoi ligandia. AutoGrid ohjelman ajo tapahtuu tieto-
koneen komentoikkunan kautta. AutoGridissd ohjelma esikésittelee ligandin laskemalla sen jo-
kaiselle atomille affiniteettipotentiaalin. Makromolekyyli mééritetdin kolmiulotteiseksi hilaver-
kostoksi, jonka jokaiseen kohtaan kokeillaan telakoida ligandia. Néin lasketaan jokaiselle ligan-
din atomille, yleensi hiilelle, typelle, hapelle ja vedylle, affiniteettihila, seki elektrostaattiset et-
td liukenemispotentiaalit. AutoGrid-laskennan valmistuttua suoritetaan varsinainen telakointi,
eli AutoDock-ajo komentoikkunan kautta. AutoDockissa optimoidaan energeettisesti suotui-
simmat telakointivaihtoehdot Lamarckian geneettiselld algoritmilld. Tulosten analysointi tapah-
tuu AutoDock versio 4.2-ohjelman sisédltiméssda AutoDockTools-tyoskentelyikkunassa, jossa
voidaan vertailla ohjelman kymmentii energeettisesti suotuisinta tulosta.*> AutoDock versio 4.2.

on ladattavissa ilmaiseksi internetisti®.
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2 TUTKIELMAN TARKOITUS

Eldinkokeissa ja kliinisissd tutkimuksissa bioaktiivisten peptidien on havaittu alentavan veren-
painetta. Pddasialliseksi mekanismiksi on esitetty ACE1l:n estoa. Myds muiden verisuonen endo-
teeliperdisten entsyymien estolla saattaa olla merkitystd. Aikaisemmissa toissd on kdytetty in vi-
vo kokeiden lisdksi kaupallisia entsyymeiti in vitro-kokeissa. Tamén tyon tarkoituksena on to-
dentaa endoteelisoluviljelmédssd (HUVEC) aikaisempia havaintoja, seki selvittdi tietokoneavus-

teisesti Kyseisten entsyymien ja tripeptidien (IPP ja VPP) vilistd sitoutumista.

Tutkittavat entsyymit olivat:

e ACEl
e eNOS
e (COX-2

Tutkimuksen toisessa osassa oli tarkoituksena selvittdd tietokoneavusteisesti entsyymivaikutus-
ten mekanismeja arginaasi-1:n sekd edelld mainittujen entsyymien ja IPP-tripeptidin vuorovai-
kutusten osalta. Lopuksi verrattiin kokeellisten tulosten ja laskennallisen systeemin yhteensopi-

vuutta.
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Kaikkien menetelmien materiaalien ja tarvikkeiden valmistajat on esitetty erillisessd liitteessd

(Liite 1).

3.1 HUVEC-soluviljelmi

Kokeita varten viljeltiin kaupallisesti hankittuja, nestetypessd sdilytettyjd ihmisperdisid HU-
VEC-soluja fenolipunaa siséltivissd mediumissa (Endothelial Cell Basal Medium, EBM). Me-
diumia tdydennettiin niin, ettd se sisilsi 10 % naudan sikion seerumia (FBS) 0,1 % ihmisen re-
kombinanttisia epidermaalisia kasvutekijoitd (rhEGF), 0,1 % gentamysiinisulfaatti amfoterisiini
B:td (GA-1000), 0,1 % hydrokortisonia sekd 0,4 % lehmin aivouutetta (BBE). Medium vaihdet-
tiin tuoreeseen, esilimmitettyyn mediumiin 1-2 pdivédn vélein. Myos solujen kunto tarkastettiin
1-2 pédivin vilein kddnteismikroskoopilla. Solujen viljely tapahtui +37 °C hepfiltterdidyssa lam-

pokaapissa 5 % CO,-pitoisuudessa.

Soluja viljeltiin ennen koetta 75 cm? elatuspullossa. Siirrostus tapahtui soluviljelmin peittidessi
80-90% elatuspullon pohjan pinta-alasta. Siirrostusta varten solut pestiin kertaalleen huoneen-
lampoiselld fosfaattisuolaliuoksella (1xPBS), jonka jdlkeen irrotus tapahtui etyleenidiamiinitet-
raetikkahappoa (EDTA) sisdltavilld trypsiinilléd ellei toisin mainita. Trypsiinin annettiin vaikut-
taa noin 5 minuuttia +37 °C lampdokaapissa (CO,-pitoisuus 5 %) ennen kuin solut kerittiin huo-
lellisesti sentrifuugiputkeen. Solut sentrifugoitiin huoneenlimmossd 350 x g, neljd minuuttia,
jonka jilkeen supernatantti poistettiin. Solut suspensoitiin millilitraan uutta mediumia. Solut
laskettiin hemosytometrilla ennen siirrostusta ja jaettiin joko uuteen jatkoviljelypulloon (0,5 — 3
x 10° solua) tai koetta varten. Siirrostuksen lisiiksi 5 % dimetyylisulfoksidissa (DMSO) olevia
soluja sdilottiin -80 °C kautta nestetyppeen myohempid kokeita varten. Siirrostusnumerolla (P,
passage) ilmoitetaan, kuinka monta kertaa konfluenttiin tilaan kasvaneita soluja on siirrostettu.

Kaikkien kokeiden soluviljely suoritettiin edelld mainitulla tavalla, ellei toisin mainita.
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3.2 ACEIl:n eston mittaaminen

ACE1l-entsyymin aktiivisuuden mittaaminen perustui entsyymin katalysoiman reaktion seurauk-
sena syntyvidn L-histidyyli-L-leusiinin (His-Leu) pitoisuuden spektrofotometriseen méérittimi-
seen. Reaktiossa kédytettiin kaupallista substraattia hippuryyli-L-histidyyli-L-leusiinia (HHL),
joka vastaa ACEl:n luonnollisesti pilkkoman angiotensiini 1:n karboksyylipddn sekvenssii.
ACEIL:n katalysoiman reaktion lopputuote His-Leu korreloi suoraan entsyymin aktiivisuuden
kanssa. Alkuperdistd menetelméi®’ kédytettiin soveltuvin osin menetelmiidn tehtyjen muutosten

mukaisesti®*". Niytteeni toimi HUVEC-soluista keritty sentrifugoitu solulysaatti.

3.2.1 HUVEC-solujen valmistaminen estomittauksia varten

HUVEC-soluja kasvatettiin 75 cm? elatuspullossa, kerdysvaiheessa solujen siirrostusnumero oli
4. Soluviljelmién ollessa 85 % konfluentti, medium poistettiin ja solut pestiin kertaalleen huo-
neenldmpdiselld 1xPBS:114. Pesun jédlkeen solut irrotettiin 4 ml:lla trypsiinid, joka ei sisdltanyt
EDTA:a (EDTA kelatoi sinkkid). My0s solujen yhté aikaisempi siirrostus jatkokasvatusta varten
tapahtui trypsiinilld ilman EDTA:a. Irronneet solut siirrettiin sentrifuugiputkeen ja elatuspullo
huuhdeltiin 4 ml:lla EBM-mediumia. My6s pesumedium siirrettiin sentrifuugiputkeen. Solusus-
pension solut pelletoitiin sentrifugoimalla huoneenlimmaossi 4 minuuttia, 350 x g. Sentrifugoin-
nin jilkeen supernatantti poistettiin huolellisesti. Solut suspensoitiin 1 ml:aan jadkylméa niyte-
puskuria (0,1 M natriumtetraboraatti dekahydraattipuskuriin, 0,3 M NaCl, pH 8,3, sididetty
HCI:114). Niaytepuskurin sdilytyksessd kiteytyneet natriumtetraboraatti dekahydraatti liuotettiin
ennen kayttod ultraddnihauteessa. Naytepuskurissa olevat solut siirrettiin vilittomaésti jdihin, ja-

ettiin jadhdytettyihin sentrifuugiputkiin ja séil6ttiin -80 °C pakkaseen.

3.2.2 ACEI1:n eston fluoresenssispektrofotometrinen mittaus

Koetta varten valmistetut ndytepuskurissa olevat HUVEC-solut sulatettiin jdissd. Solujen ha-
joaminen varmistettiin sonikoimalla ndytettd 25 % amplitudilla 25 sekuntia. Sonikoinnin jédlkeen
hajonneet solun osat poistettiin sentrifugoimalla ndytettd 20 minuuttia, +4 °C, 2000 x g. Super-

natantti keréttiin varovaisesti ndytteeksi jdissd jadhdytettyyn koeputkeen.
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Kaksiosaisen reaktion kokonaistilavuus oli 2050 pl. Reaktiota varten valmistettiin tuore 10 mM
HHL-substraattiliuos ndytepuskuriin. Myos jokaisen kokeen alussa tripeptidit IPP tai VPP lai-
mennettiin ndytepuskuriin niin, ettd 2050 pl reaktiossa tripeptidin pitoisuus oli 0,1 uM, 1,0 uM
tai 3,3 uM (n=4 kussakin pitoisuudessa). Verrokki-estdjana (n=2) kéytettiin koepdivdn aamuna
niytepuskuriin laimennettua kaptopriilid, jonka pitoisuus 2050 ul reaktiossa oli 1,0 nM. Tripep-
tidid ja verrokkiestdjdd sisdltdvien reaktioiden lisdksi valmistettiin myOs ndyte ilman estdjdd
(n=2), soluverrokki (n=2), reaktioverrokki (n=2) seké viisi eri pitoista standardia (n=2). Verrok-
kina ACEl-entsyymin (ei-estoa) toiminnasta koe-olosuhteissa toimi reaktio, johon oli lisitty
varsinaisena nidytteend toimivaa solulysaattia ennen entsyymid. Soluverrokki, jossa néyte lisét-
tiin vasta entsyymitoiminnan paittymisen jdlkeen, toimi verrokkina siitd, ettd solulysaatti ei si-
saltdnyt valmiiksi mitattavaa Hip-Leu-yhdistettd. Reaktioverrokilla haluttiin tarkistaa, ettd reak-
tio-olosuhteet eivit aiheuta hiiriotd mittaustuloksiin. Standardit mahdollistivat mittausten Hip-
Leu-pitoisuuden médrittdmisen. Standardi His-Leu liuotettiin ndytepuskuriin niin, ettd niiden
loppupitoisuudet 2050 ul reaktiossa olivat 0,08—-15 uM. Kaikki kokeessa kidytetyt aktivaattorit
olivat laadultaan analyyttistd. Entsyymireaktiot suoritettiin mustissa, muovisissa tiiviisti suljet-

tavissa sentrifuugiputkissa.

Kokeessa estoreaktioon lisittiin 10 pl sentrifugoitua solulysaattia ja 115 pl ndytepuskuria. Reak-
tiota inkuboitiin kolme minuuttia +37 °C vesihauteessa. Limpokdsittelyn jidlkeen reaktioon lisét-
tiin 125 ul HHL-substraattiliuosta ja laitettiin takaisin +37 °C vesihauteelle 60 minuutiksi. Tadssd
vaiheessa koko reaktion tilavuus oli 250 ul, paitsi soluverrokissa (v= 240 ul). Tunnin inkuboin-
nin aikana ACE]1 katalysoi reaktiota, jonka lopputuotteena syntyi His-Leu:ta. Reaktio pysiytet-
tiin lisdamalla 1,5 ml 0,3 M NaOHé:a.

ACE]1 entsyymiaktiivisuuden méérityksen toista vaihetta varten valmistettiin tuore 2 % [w/V]
ortho-phtaldialdehydi (OPA). OPA liuotettiin metanoliin ja pidettiin valolta suojassa. Vilitto-
misti 0,3 M NaOH:n lisdyksen jilkeen lisittiin 100 pl 2 % [w/v] OPA:a, ja koeputken annettiin
seistd 10 minuuttia huoneenlimmossd. Reaktion emiksiset olosuhteet saivat aikaan fluoresoivan
kompleksin muodostumisen. Lopuksi reaktio pysidytettiin 200 upl:1la 3 M HCl:a, ja ndyte sentri-
fugoitiin huoneenldmmaossd 10 minuuttia, 3000 rpm. Mahdolliset reaktion saostumat pelletdityi-
vit sentrifugoinnin aikana koeputken pohjalle. Supernatanttindyte kerittiin varovaisesti uuteen,

valolta suojattuun koeputkeen.
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Taulukko S. Taulukossa on esitetty ACE1:n eston mittauksessa kéytetty reagenssitaulukko.

inhiboimaton | inhiboitu solu- reaktio- .
. . . .| standardi
niyte niyte verrokki | verrokki

Niyte 10 ul 10 pl - - -
His-Leu standardi - - - - 10 pl
Estdja - 25 ul - - -
Niytepuskuri 115 pl 90 ul 115l 125 ul 115 pl
Inkubointi +37 °C,
3 min
(estdjdd sisdltdvdt
huoneen lampotila,
5 min)
10 mM HHL sub-
straattilivos 125 ul 125 ul 125 ul 125 ul 125 ul
Inkubointi +37 °C,
60 min
ndyte - - 10 ul - -
0,3 M NaOH 1500 pl 1500 ul 1500 ul | 1500 pl 1500 pl
2 % [w/v] OPA 100 ul 100 ul 100 ul 100 pl 100 pl
Inkubointi huoneen
lampotilssa, 10 min
3 M HCI 200 pl 200 pl 200 ul 200 ul 200 ul

Sentrifugointi 3000 rpm, 10 min ja supernatantin kerdys.
Fluoresenssin mittaus A.,=365nm, l.,=495nm

Edelld mainitun ei-estetyn niytteen reaktio toistettiin tripeptidin ja kaptopriilin kanssa. Soluver-
rokin, reaktioverrokin ja standardin kohdalla reaktio toistettiin seuraavin poikkeuksin; tripepti-
dien kohdalla ensimmaéisessd osassa ndytepuskurista korvattiin 25 pl tripetidiliuoksella, samoin
verrokki-estettyjen kohdalla 25 ul:lla kaptopriili-liuosta. Liséksi edelld mainittu kolmen minuu-
tin +37 °C lampohaudekasittely korvattiin viiden minuutin sdilytykselld huoneenlimmossd. So-
luverrokkiin liséttiin ndytepuskuria vain 115 pl ja 10 pl:n solulyysindyte lisdttiin vasta 60 mi-

nuutin lampohaudekdsittelyn jdlkeen. Reaktioverrokkiin ei lisédtty néytettd ollenkaan, vaan koko
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125 pl:n tilavuus tdytettiin ndytepuskurilla. Standardeissa ei kdytetty nédytettd, vaan sen korvasi
10 pl His-Leu-standardia. Katso menetelmé taulukoituna (taulukko 5). Jokaisen reagenssin lisi-
yksen jilkeen koeputket suljettiin huolellisesti haihtumisen véilttamiseksi. Koeputket pidettiin
jatkuvasti valolta suojassa. Jokaisen reagenssin lisddmisen jilkeen koeputkia joko sekoitettiin

ravistelijassa tai pipetilla.

Mittaukset suoritettiin Helsingin yliopiston lddketieteellisen tiedekunnan Biolddketieteen laitok-
sessa. Niytteet ladattiin kertakdyttoisiin 45 mm akryylikyvetteihin. Kyvettien pinnat pyyhittiin
huolellisesti pehmeélld paperilla ja mittaukset suoritettiin fluoresenssispektrofotometrilld eksi-
taatioaallonpituudella 365 nm ja emissioaallonpituudella 495 nm. Eksitaatioaukon kokona kiy-
tettiin 2,5 nm ja emissioaukon kokona 10 nm. Tulokset analysoitiin Cary Eclipse Concentration

ohjelman avulla.

3.3 HUVEC-solujen valmistaminen NOx, cGMP ja 6-ketoPGF1,-

maarityksia varten

HUVEC-solujen NOx:n, cGMP:n ja 6-ketoPGF1,:n tuottoa mitattiin soluilta keritystd mediu-
mista. Tarkoituksena oli ensiksi 10ytda HUVEC-soluille sopiva yhdiste, jolla saadaan stimuloi-
tua solujen NOx, cGMP tai 6-ketoPGF1a-tuotantoa. Lisédksi oli tarkoitus méadrittdd optimaalisin
vaikutusaika mittauspisteistd 0,5h, 2h ja Sh. Niytteind kaupallisessa mééritysmenetelméssa oli-
vat mediumniytteet. Sopivan aktivaattorin ja aikapisteen 10ydyttyd koe toistettiin niin, ettd solu-

ja inkuboitiin ennen aktivaattorin lisddmisté tripeptidien kanssa (IPP tai VPP).

Mediumnéytteen kerdystd edeltidvissd siirrostuksessa 96-kuoppalevyn nidytekuoppaa kohden pi-
petoitiin noin 6000 solua. Soluméérédn arviointi perustui keskiarvoon, joka maédritettiin hemosy-

tometrilla.

Pipetoidut HUVEC (P6)-solut oli sulatettu nestetyppisdiliosté siirrostusnumerovaiheessa 3. Ko-
keen siirrostusta varten soluista valmistettiin ensiksi “suuren méérdan” solu-mediumliuos, jota
sekoitettiin sddnnollisesti ja varovaisesti joko ravistelijassa tai pipetilld. Pipetointi suoritettiin
huolellisesti jokaiselle kuopalle mahdollisimman yhtéldisen soluméaridn takaamiseksi. Jokaisesta

ndytteestd (n=4) valmistettiin kolme aikapistettd (0,5 h, 2 h ja 5 h), ja jokaisesta aikapisteesti oli
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neljd eri aktivaattorikisittelyd eri pitoisuuksilla. Lisédksi valmistettiin soluverrokit. Eri aikapis-
teet tehtiin omille kuoppalevyille. Kiytetyt aktivaattorit ja pitoisuudet olivat seuraavat (taulukko

6):

Taulukko 6. HUVEC-solujen aktivaatiokokeessa kidytetyt yhdisteet ja niiden pitoisuudet, joilla pyrittiin
stimuloimaan nitraatti/nitriitin, syklisen GMP:n tai 6-keto PGF;,;n tuottoa 96-kuoppalevylld. Aktivaattorit
laimennettiin 50 pl:aan mediumia niin, ettd lopullinen pitoisuus solujen mediumissa (V=200 pl) on taulukossa
esitetty. Kustakin yhdisteestd valmistettiin nelja rinnakkaisnéytettd, kutakin kolmella aikapisteelld; 0,5h, 2h ja 5h.

Pitoisuus Aktivaattori Mitattava kohde
10 ng/ml
33 ng/ml Lipopolysakkaridi (055:B5)
100 ng/ml
3,3uM 6-keto PGF,
10 uM Des—Arg9—Bradykiniini
33 uM
0,3 uM . .
Kalsiumionofori
3,0 uM
10 mM Asetyylikoliini cGMP ja NOx

Konfluenteille kuopille vaihdettiin ndytteiden kerddmistd edeltivianad pdivand 150 ul esilimmi-
tettyd mediumia. Naytteiden keraamispdivand valmistettiin tuoreet aktivaattoriliuokset, joita li-
sdttiin esilammitettynd 50 pl soluille. Soluverrokkeihin lisdttiin vastaava midrd pelkkidid me-
diumia. Asetyylikoliini livotettiin mediumiin niin, ettd sen loppupitoisuus 200 pl kuopassa oli
10 mM. Kalsiumionofori liuotettiin ensiksi DMSO:on niin, ettdi DMSO:n pitoisuus mediumiin
laimennettuna 200 ul solukuopalla oli 0,06 % tai 2 %. Solukuopilla kalsiumionoforin loppupi-
toisuus oli 0,3 uM tai 3 uM. Serotyypin 055:B5 LPS:n mediumlaimennoksen loppupitoisuus oli
10 ng/ml, 33 ng/ml tai 100 ng/ml. Des—Arg9—Bradykiniini livotettiin mediumiin ja annosteltiin
soluviljelmille niin, ettd loppupitoisuudet olivat 3,3 uM, 3,0 uM tai 33 uM. Aktivaattorien li-
saamisen jdlkeen soluja pidettiin +37 °C lampokaapissa 5 % CO;-pitoisuudessa 0,5, 2 tai 5 tun-

tia. Tdmaén jdlkeen jokaisen ndytteen medium kerittiin jidhdytettyyn ndyteputkeen.

Koska pienelld solumédrilla tehdyistd kokeista ei saatu selkedsti médritettivien NOx ja cGMP
menetelmien havaintorajan ylittdvaa pitoisuutta, tehtiin vastaava koe suuremmalla solumaaralla.
Koetta varten uudet HUVEC-solut sulatettiin nestetypestd. Elatusmaljalle (9,6 cm?) siirrostettiin

noin 48000 HUVEC-solua (ndytteitd kerdtessd P6). Stimuloijina (n=2) kéytettiin 3,0 uM kal-
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siumionoforia (DMSO:n loppupitoisuus maljalla 0,04 %) sekd 10 mM asetyylikoliinia. Inkubaa-
tioajat olivat 2 ja 8 tuntia. Lisédksi valmistettiin soluverrokit. Tuoreet aktivaattorit liséttiin soluil-
le, kun maljat olivat noin 90 % konfluentteja. Soluverrokkiin liséttiin vastaava méaéra pelkkdi
mediumia. Lopullinen mediumtilavuus maljassa oli 1,8 ml. Naytteiden mediumit kerittiin omiin
jadhdytettyihin nédyteputkiin nitraatti/nitriittimééritykseen (NOx). Mediumsupernatantti oli NOx

sekd cGMP-mittauksissa ndytteend.

Taulukko 7. HUVEC-soluille lisdtyt yhdisteet IPP:n ja VPP:n vaikutusta mittaavassa kokeessa. Koetta varten
valmistettiin kuusi erilaista ndytettd (n=8), joiden mediumin ldhtétilavuus oli 150 pl. Soluja késiteltiin ensiksi kuusi
tuntia tripeptideilld (lisdystilavaus 25 pl), jonka jédlkeen lisdttiin kalsiumionofori (lisdystilavuus 25 pl).
Kalsiumionoforin vaikutusaika oli 30 minuuttia. Pitoisuudet ovat loppupitoisuuksia taulukossa esitetyssi
tilavuudessa. Viivalla (-) merkityissd kohdissa soluille on lisitty vastaava miird (25 ul) mediumia.

Niyte IPP/VPP Kalsiumionofori
(n=8) (Viok=175 ul) (Viok=200 pl)

1 - -
2 - 3 uM
3 10 uM -
4 10 uM 3uM
5 50 uM -
6 50 uM 3uM

Sopivan aktivaattorin (3 uM kalsiumionofori) ja aikapisteen (30 minuuttia) 10ydyttyd edelld
mainittu 6-ketoPGF1, — tuottoa mittaava 6000 solumairin koe toistettiin. Poikkeuksena edelli-
seen lisittiin solujen esikésittely tripeptideillda (IPP, VPP). Koetta varten HUVEC -soluja, IPP -
kisiteltavit solut (P2) ja VPP -kisiteltivit solut (P3), siirrostettiin huolellisesti jokaiselle kuo-
palle noin 6000. Solujen siirrostuksessa kdytetyn solususpension tilavuus oli 200 ul. HUVEC-
solujen annettiin kiinnittyd pohjaan ja jakautua konfluenteiksi kolmen pidivin ajan. Mediumia ei
vaihdettu tuona aikana, jotta solujen elinympiristdssi olisi mahdollisimman paljon solujen erit-
tdmid kasvutekijoitd. Solujen siirrostuksesta kolmantena pdivind mediumin haihtumismenekiksi
arvioitiin 50 pul. Solujen mediumtilavuudeksi arvioitiin titen 150 pl. Soluille lisittiin tuoreet tri-
peptidiliuokset (25 pl) niin, ettd solujen 175 ul mediumtilavuudessa IPP:n ja VPP:n pitoisuus oli
10 uM tai 50 uM. Tripeptidien annettiin vaikuttaa kuusi tuntia +37 °C lampokaapissa (jossa 5 %
CO,). Kasittelyn jdlkeen soluille lisdttiin 25 pul mediumiin laimennettua kalsiumionoforia niin,
ettd sen loppupitoisuus 200 pl:n mediumtilavuudessa oli 3 uM (DMSO:a alle 1,6 %). Kal-

siumionoforin annettiin vaikuttaa 30 minuuttia +37 °C ldmpokaapissa (jossa 5 % CO;) ennen
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mediumndytteiden kerdémistd jadhdytettyihin sentrifuugiputkiin. Néytteet sdilottiin vilittomasti
-80 °C. Tripetidi- ja kalsiumionoforikisiteltyjen solujen lisdksi valmistettiin mediumverrokit 10
uM ja 50 uM tripeptideistd, 3 uM kalsiumionoforista sekd perustuottoa kuvaava soluverrokki.
Soluille liséttiin vastaava madrda mediumia, mikéli niitd ei késitelty tripeptideilld tai kal-
siumionoforilla (taulukko 7). Jokaista niytettd valmistettiin kahdeksan rinnakkaista. Kaikki lisd-

tyt aktivaattorit olivat esilammitettyji (+37 °C).

3.4 eNOS aktiivisuuden mittaaminen

HUVEC solujen tuottaman eNOS-entsyymin toimintaa oli tarkoitus havainnollistaa NOx:n ja
cGMP:n mittauksella. Tarkoituksena oli aktivoida soluja niin, ettd niiden mediumista
pystyttdisiin mittaamaan NOx tai ¢cGMP tasot. Néaytteind molemmissa madrityksissd oli

asetyylikoliinilla tai kalsiumionoforilla késiteltyjen solujen medium.

3.4.1 Nitriitti/nitraattituotannon (NOx) mittaus

Kaupallinen NOx-mittausmenetelmé on kaksiosainen. Ensimmadisessd vaiheessa nitraattireduk-
taasi muuttaa nitraatin nitriitiksi. Toisessa vaiheessa reaktioon lisidtddan Griessin reagenssia, joka
muuttaa nitriitin vérilliseksi atsoyhdisteeksi. Syntyvi tuote kuvaa reaktion nitraattimiéréd, ja se

on médritettavissd spektrofotometrisesti. Mittaukset suoritettiin mediumista.

NOx mddritys tehtiin valmistajan ohjeiden mukaisesti. Pienen (noin 6000) ja suuren (noin
48000) solumdérédn kalsiumionoforilla (0,3-3 uM) tai asetyylikoliinilla (10 mM) késittelyn jil-
keen pakastetut mediumndytteet sekd soluverrokki sulatettiin jdissd. Suuren solumédrin niytteet
oli sulatettu kertaalleen aikaisemmin jdissd. Koetta varten valmistettiin aktivaattoriverrokit, jot-
ka vastasivat solundytteiden valmistuksessa kiytettyjd aktivaattorilaimennoksia. Menetelmai
varten valmistettiin koepuskuriin laimennetut nitraattistandardit pitoisuuksina 0-35 pM. Pienelld
soluméirdlld standardeja (n=2) oli kahdeksan eri pitoisuutta, suurella soluméirilld kolme. Nol-
laverrokkiin pipetoitiin 200 ul koepuskuria. Néytteisiin ja standardeihin pipetoitiin ensiksi 10 pl
nitraattireduktaasin kofaktorisekoitusta, jonka jdlkeen 10 ul nitraattireduktaasia. Kuoppalevy
suljettiin muovikalvolla ja inkuboitiin kaksi tuntia huoneenlimmdssé. Inkubaation jédlkeen kaik-

kiin muihin paitsi nollaverrokkiin liséttiin 50 pl Griessin reagenssia R1 ja heti perdin 50 pl
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Griessin reagenssia R2. Virin annettiin kehittyd 10 minuuttia huoneenlammdossi, jonka jdlkeen

mitattiin absorbanssi aallonpituudella 540 nm.

3.4.2 cGMP mittaus

HUVEC-solujen tuottama cGMP mitattiin kaupallisella midritysmenetelmilld (Cyclic GMP
EIA Kit) ohjeiden mukaisesti. Menetelmé perustuu kilpailevaan entsyymi-immunologiseen me-
netelméin (kilpaileva ELISA), jonka tulos on mitattavissa spektrofotometrisesti. Hiiren mono-
klonaalisilla anti-kaniinin IgG-vasta-aineilla pidillystetty 96-kuoppalevy sitoo kaniinin vasta-
ainetta, johon puolestaan sitoutuu joko valmistajan cGMP-asetyylikoliiniesteraasi konjugaatti tai
sen kanssa kilpaileva niytteen sisdltimédn vapaa cGMP. Menetelmin herkkyyttid voidaan tehos-
taa kymmenkertaisesti asetyloimalla niytteet ja standardit, silld monoklonaalinen kaniinin vasta-
aine sitoo asetyyliryhmidd tehokkaammin kuin asetyloimatonta. Koska kilpailevan cGMP-
asetyylikoliiniesteraasi konjugaatin mééra pidetddn reaktiossa vakiona, voidaan sen sitoutumis-
médrin avulla suhteuttaa reaktiossa oleva vapaa cGMP. Yliméérdiset sitoutumattomat reagenssit
pestdidn pois, jonka jdlkeen kuopat kehitetidin Ellmanin reagenssilla. Ellmanin reagenssi sisdltdi
asetyylikoliiniesteraasin substraatin, ja reagoidessaan ne muodostavat havaittavissa olevan viéril-
lisen reaktion joka absorboi voimakkaasti aallonpituudella 412 nm. Virin intensiteetin perus-
teella voidaan laskea sitoutuneen cGMP-asetyylikoliiniesteraasin méérd, joka on kiinteisesti

verrannollinen néytteesséd olevaan vapaaseen cGMP:n mééraén.

cGMP madritystd varten valmistettiin tarvittavat reagenssit, ja méadritys suoritettiin valmistajan
tuotteilla asetylaation siséltdvien ohjeiden mukaisesti. Pienen ja suuren soluméidrin medium-
niytteet sulatettiin jdissd. Standardit (yhdeksén eri pitoisuutta, kaksi rinnakkaista) valmistettiin
mediumiin pitoisuuksina 0,0-3,0 pmol/l. Menetelméa varten valmistettiin mediumiin laimenne-
tut aktivaattoriverrokit (n=1-2) 10 mM asetlyylikoliinista, 3 uM kalsiumionoforista sekd pelkki
mediumverrokki. Naytettd tai verrokkia (50 ul) asetyloitiin lisddmalld 10 ul 4 M KOH:a, jonka
jélkeen liséttiin valittomasti 2,5 pl etikkahappoanhydridid. Reaktiota sekoitettiin huolellisesti ta-
san 15 sekunnin ajan, jonka jilkeen lisittiin vield 2,5 ul 4 M KOH:a. Asetylaatio suoritettiin
myos standardeille. Kuoppalevyn ei-spesifisen sitoutumisen ndytekuoppiin (n=2) pipetoitiin 50
ul asetyloimatonta mediumia, sekd 50 ul asetyloitua mediumia. Maksimaalisen sitoutumisen il-

maiseviin kuoppiin (n=3) pipetoitiin 50 pl asetyloitua mediumia. Standardikuoppiin pipetoitiin
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50 ul asetyloitua standardia (n=2) pienimmaisti pitoisuudesta alkaen. Niytettd, aktivaattoriver-
rokkia tai mediumverrokkia liséttiin 50 pul omaan kuoppaansa. Kaikkiin muihin paitsi kokonais-
aktiivisuuteen ja nollaverrokkiin liséttiin 50 ul cGMP-asetyylikoliiniesteraasi konjugaattia. Heti
perdin liséttiin 50 ul kaniinin vasta-ainetta kaikkiin muihin paitsi kokonaisaktiivisuuden, nolla-
verrokkiin sekd ei-spesifisen sitoutumisen nidytekuoppiin. Kuoppalevy peiteiin muovikalvolla ja
pidettiin 18 tuntia +4 °C:ssa. Seuraavana pdivdand kuoppalevyn kuopat pestiin viiteen kertaan
pesupuskurilla ja kaikkiin kuoppiin liséttiin 200 pl Ellmanin reagenssia. Lisidksi kokonaisaktii-
visuuskuoppaan liséttiin 5 ul cGMP-asetyylikoliiniesteraasi konjugaattia. Kuoppalevy suljettiin
muovikalvolla ja laitettiin 400 rpm orbitaaliravistelijalle kehittyméin, kunnes kokonaisaktii-
visuuskuopan absorbanssimittaustulos (nollatulos vdhennettyni) oli yli 0,3. Absorbanssi mitat-

tiin aallonpituudella 405 nm.

3.5 COX-2 eston mittaus

6-ketoPGF,-tuotto COX-2 aktiviteetin madrittamiseksi mitattiin HUVEC-soluista keratysti
mediumniytteistd kaupallisella menetelmilld. 6-ketoPGF,, maddiritys perustuu Kkilpailevaan
ELISA:an, jonka tulos on mitattavissa spektrofotometrisesti. Koealustana toimiva 96-
kuoppalevy on piillystetty valmiiksi tunnetulla miérélld hiiren anti-kaniinin IgG vasta-aineilla.
IgG vasta-aineet sitovat kaniinin monoklonaalista vasta-ainetta, joka puolestaan sitoo ndytteiden
sisdltamdd 6-ketoPGF;,:aa sekid 6-ketoPGF;,:n kanssa kilpailevaa 6-ketoPGF,-asetyylikoliini-
esteraasi konjugaattia. Menetelmissd konjugaatin méédrd pysyy vakiona, mutta nidytteiden 6-
ketoPGF,, miird vaihtelee. Sitoutumattomien molekyylien pesun jdlkeen nidytekuopat
kehitetdan Ellmanin reagenssin avulla. Entsymaattisen reaktion tulos maédritetddan
spektrofotometrisesti aallonpituudella 412 nm. Tulos on kéénteisesti verrannollinen nidytteessi

olevan vapaan 6-ketoPGF;, médrin kanssa.

3.5.1 6-ketoPGF,-tuoton mittaaminen

HUVEC-solujen 6-ketoPGF,-tuoton mittaaminen suoritettiin aktivaatiokokeen seké estokokeen
solundytteiden mediumista. Aktivaatiokokeen mittauksia varten ndytteiden méidrd suhteutettiin
kiytettdvissd olevaan mittauskapasiteettiin kdyttiméédn vain rajallinen méird néytteitd. Paipaino

keskittyi soluverrokkeihin ja suurimpiin aktivaattoripitoisuuksiin, joiden jdlkeen muissa pitoi-
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suuksissa painotettiin kahden tunnin inkubaatioaikaa. Lisdksi muutama sattumanvarainen nédyte

korvattiin mediumverrokeilla.

Menetelma suoritettiin valmistajan ohjeiden mukaisesti. Ndytteet ja soluverrokit sulatettiin jéis-
sd. Aktivaattoriverrokit valmistettiin juuri ennen koetta. Standardit (yhdeksédn eri pitoisuutta,
kaksi rinnakkaista) valmistettiin mediumiin. Niiden pitoisuus oli vililld 1,6 - 1000 pg/ml. Stan-
dardeja pipetoitiin 50 ul ndytekuoppiin pienimmastéd pitoisuudesta ldhtien. Ei-spesifisen sitou-
tumisen kuoppiin pipetoitiin 50 pul mediumia sekd 50 ul ndytepuskuria. Maksimaalisen sitoutu-
misen ilmaiseviin kuoppiin pipetoitiin 50 ul mediumia. Naytteitd (n=8) sekd aktivaattoriverrok-
keja (n=2) pipetoitiin 50 pul omiin kuoppiinsa. Kaikkiin muihin paitsi nollaverrokkiin ja koko-
naisaktiivisuuteen liséttiin 50 ul 6-ketoPGF, -asetyylikoliiniesteraasi konjugaattia, sekd heti pe-
rddn 50 pl 6-ketoPGF4:n spesifistd kaniinin vasta-ainetta. Kuoppalevy peiteiin muovikalvolla ja
sdilottiin 18 tunnin ajan +4 °C:ssa. Seuraavana pdividnd kuoppalevyt pestiin viisi kertaa pesu-
puskurilla. Kaikkiin kuoppiin lisdttiin 200 pl Ellmanin reagenssia. Kokonaisaktiivisuuskuop-
paan liséttiin lisdksi 5 ul konjugaattia. Kuoppalevy peitettiin muovikalvolla ja laitettiin 400 rpm
orbitaaliravistelijalle kehittymaan. Tulos mitattiin kun kokonaisaktiivisuuskuopan absorbanssi-
mittaustulos (nollatulos vihennettyné) oli menetelmén ohjeista poiketen 0,12 tai 0,09 (kehitty-

minen oli kestdnyt tdhin mennessd 4-5 tuntia). Absorbanssi mitattiin aallonpituudella 405 nm.

3.6 Solujen kunnon méiiritys

Laadukkaaseen soluviljelyyn kuuluu mahdollisten kontaminaatioiden ja infektioiden sddnnolli-
nen seuranta. HUVEC-solujen mykoplasmatesti suoritettiin koesarjojen pédtteeksi kahdelle eri

solulinjalle.

3.6.1 Mykoplasmaméiritys

HUVEC-soluille suoritettiin mykoplasmatesti (MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit) mah-
dollisten infektioiden toteamiseksi. Menetelmé perustuu ATP:n mittaamiseen, jota mahdolliset
mykoplasman entsyymit tuottavat reagoidessaan substraatin lusiferiinin kanssa. Niytteind olivat

moneen kertaan siirrostetut solut, joiden aikaisemmat solulinjat ovat olleet kokeissa kdytossa.
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Mediumnéytteet otettiin HUVEC (P8) 75 cm? elatuspullosta sekd HUVEC-solujen (P11) 8,8

cm? maljalta.

Mediumnéytteet sentrifugoitiin huoneenlammossa 200 x g, 5 minuuttia. Molemmilta soluviljel-
miltd pipetoitiin 100 ul kirkasta nédytettd 96-kuoppalevylle. Niytteisiin liséttiin 100 ul reagens-
sia, odotettiin viisi minuuttia ja mitattiin ATP-pitoisuus ennen substraatin lisddmistd (lukema A)
luminometrin yhden sekunnin ohjelmalla. Naytteisiin lisdttiin 100 ul substraattia, odotettiin 10
minuuttia ja toistettiin mittaus luminometrilli (lukema B). Mittauksista laskettiin suhdeluku

B/A.

3.7 Tietokonemallinnus

Tietokonemallinnuksessa Windows-kiyttojirjestelmilld varustettuun kotitietokoneeseen asen-
nettiin VirtualBox- virtuaaliympiristo ja sen pddlle Ubuntu Linux 10.04-kiyttdjarjestelma. Li-
nux-pohjainen kiyttojarjestelma siséltdd komentoikkunan, joka mahdollistaa AutoGrid ja Auto-
Dock ohjelmien kayttamisen. Lisdksi komentoikkuna helpottaa tiedostojen kisittelyd, silld vi-
editori ei lisdd itsestddn ylimiiriisid, mahdollisesti ongelmia aiheuttavia merkkejd. Varsinaista
telakointiohjelmaa varten Linux-kdyttdjarjestelméin asennettiin AutoDock versio 4.2:n, jossa
molekyylien késittelyssd ja tulosten analysoinnissa kédytettiin AutoDockTools-ohjelmaa. Auto-
Dock versio 4.2 on suunnattu ligandi- ja reseptorirakenteille. Tyossd ligandina toimi IPP-

tripeptidi ja reseptorina tutkittava entsyymi.

Mallinnuksessa kéaytettiin pdb-tiedostomuodossa olevia IPP-rakenteita, jotka Sampo Kukkurai-
nen on valmistanut NAMD-ohjelman ja Swiss-prot DeepViewerin avulla. Rakenteet olivat ava-
ruudellisilta muodoiltaan cis-cis IPP, cis-trans 1PP, trans-cis IPP ja trans-trans IPP. Rakentei-

siin lisittiin jdlkikdteen vedyt PyMOL-ohjelmassa.

Entsyymien rakenteet ladattiin pdb-tiedostomuodossa Brookhaven PDB:sta. Jokaiselle entsyy-
mille 10ytyi useampi rakennevaihtoehto (29.3.2011), joten valinnassa tdarkeimpéni kriteerind pi-
dettiin ihmisperdistd, natiivia rakennetta. Tdmén jédlkeen painotettiin tarpeeksi tarkkaa atomita-
son erotuskykyd, jossa riittdvéani pidettiin 2 A. ACEl-entsyymin rakennemalliksi valittiin ront-

genkristallografiamenetelmalld selvitetty natiivi ihmisen testikulaarinen ACE, joka vastaa so-
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maattisen ACE-entsyymin C-terminaalista domeenia. Rakenteen PDB-koodi on 108A ja atomi-
tason erotuskyky on 2,00 A. 108A koostuu 589 aminohappotihteestd ja se sisiltdd kiteytyksen
apuaineiden lisiksi ACEl:n kofaktorit, yhden sinkki-ionin ja kaksi kloridi-ionia.”’ eNOS-
entsyymin rakennemalliksi valittiin rontgenkristallografialla selvitetty ihmisen PDB-rakenne
IMOK, jonka atomitason erotuskyky on 2,01 A. Koska natiivia eNOS rakennetta ei 16ytynyt,
jouduttiin valitsemaan kompleksirakenne, johon on sitoutuneena estdjd 7-nitroindatsone, seki
kofaktorit sinkki-ioni ja kaksi rauta-ionia. IM9K on rakenteeltaan homodimeeri, ja koko raken-
teen pituus on 415 aminohappotihdetti.”® COX-2-entsyymin molekyylimalliksi valikoitiin na-
tiivi PDB-rakenne SCOX, joka on perdisin hiirestd. Sen atomitason erotuskyky on 3,00 A, ja ra-
kenne koostuu 587 aminohappotihteestd. SCOX:n rakenne on selvitetty rongenkristallografialla,
ja sen jokainen domeeni sisiltiz yhden rauta-ioni kofaktorin.”' Arginaasi-1:n rakenteeksi valit-
tiin ihmisen rontgenkristallografialla méritetty 1,70 A erotuskyvyn natiivi 2ZAV. 2ZAV:n pi-
tuus on 322 aminohappotidhdettd, ja se sisdltdd kaksi polypeptidiketjua, A ja B. Molemmissa ket-

juissa on kofaktorina kaksi mangaani-ionia.’

Telakointi suoritettiin kaksivaiheisena prosessina. Ensimmadisend seulottiin IPP:n potentiaalisin
telakointialue koko entsyymin pinnalta sellaisilla asetuksilla, joissa kummankaan molekyylin ei
sallittu litkkua rakenteensa osalta. Liikkumattomilla sidoksilla pystyttiin nopeuttamaan lasken-
taa. Sitoutumisenergialtaan parhaan tuloksen pohjalta suoritettiin vastaava telakointi kuin edelli,
paitsi ettd ligandin telakointialue entsyymistd mééritettiin kattamaan kolmiulotteisesti vain edel-
14 mainittu parhaan tuloksen alue. Menetelmilld parannettiin telakoinnin tarkkuutta. Toisessa
vaiheessa sallittiin koko ligandille ja entsyymin katalyysiin osallistuville aminohappotihteille

litkkkuvuusmahdollisuus, jolloin tilanne muistuttanee enemmén laboratorio-olosuhteita.

3.7.1 Entsyymin telakointialueen rajaaminen

AutoDock versio 4.2:1la tehtdvédssd mallinnuksessa jokaisen neljdn entsyymirakenteen (108A,
IM9K, 5COX ja 2ZAV) ja IPP:n telakoinnit noudattivat yhtéldistd, perusasetusten mukaista
kaavaa. Ainoat poikkeukset olivat jokaisen entsyymin mahdolliset yksilolliset pdbqt-tiedoston
muutokset Gasteigerin varausten lisddmisen ja hiiriotd aiheuttavien heteroatomien poistamisen

osalta.
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Telakointialueen rajaamista varten jokainen entsyymi késiteltiin yksitellen trans-trans IPP-
tripeptidin  kanssa AutoDockTools-ohjelmassa. Ensimmdiisend jokaisen entsyymin pdb-
rakenteesta poistettiin kaikki vesimolekyylit ja lisdttiin vetyatomit. Tamin jdlkeen tiedosto tal-
lennettiin pdb-tiedostomuodossa, luotiin ohjelman kddntimind pdbqt-tiedostomuodoksi ja tal-
lennettiin. Pdbqt-tiedosto avattiin komentoikkunassa, ja ainoastaan nollavarauksen omaavien
atomien merkit ja varaukset korjattiin korvaus- tai lisdystoiminnolla jokaisen entsyymin sisélti-

mien kofaktorien mukaan seuraavasti:

e sinkki-ioni ZN, varaus 2,000
e rauta-ioni Fen, varaus 2,000
e Kkloori-ioni Cln, varaus -1,000

e Mangaani-ioni MNn, varaus 2,000

jossa n= juokseva numerointi ykkosestd alkaen. Tiedostosta poistettiin kaikki muut paitsi hete-
roatomeiksi nimetyt rakenteet. Muokkauksien jilkeen tiedosto tallennettiin. Jatkossa kiytettiin

vain muokattua pdbqt-tiedostoa.

Ligandi valmisteltiin AutoDockia varten niin, etti PyMOL-ohjelmassa lisdtyt protonit sisaltivi

pdb-tiedosto kéddnnettiin pdbqt-tiedostoksi ja tallennettiin.

Entsyymi valmistettiin AutoDockia varten madrittamilld sen telakointialue. 108A ja 1M9K-
rakenteilla alueeksi maidritettiin koko entsyymi, mutta SCOX:n ja 2ZAV:n kohdalla telakointi-
laatikkoon valittiin suurimmilla hilalaatikon asetuksilla vain aladomeeni A, sekd hieman B-
aladomeenin rajapintaa. Rajaamisella haluttiin vélttdd litan suureksi kasvavaa laskenta-aika.
Téamin jidlkeen tiedostot tallennettiin ohjelman vaatimissa tiedostomuodoissa ja ensiksi suoritet-

tiin AutoGrid, jonka jilkeen AutoDock ajo. Tulokset analysoitiin AutoDockTools-ohjelmassa.

3.7.2 Liikkuvien aminohappotihteiden miérittiminen seki telakointi

Entsyymin telakointialueen rajaamisen jdlkeen valmistettiin uusi telakointiajo, jossa hyodynnet-
tiin aikaisemmasta ajosta saatua tietoa telakointialueesta. Menetelmi suoritettiin vastaavasti ku-

ten edelld, poikkeuksena sallittiin ennalta mééritettyjen katalyyttisten aminohappotihteiden va-
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paa liikkkuminen ohjelman mahdollistamissa puitteissa. Myos ligandille mééritettiin vapaa liik-
kuminen energeettisesti suotuisimpaan konformaatioon. Lisdksi kokeiltiin, médrittddiko Auto-
Dock versio 4.2 ohjelma automaattisesti ligandille IPP:1le trans-konformaatiot, jotka ovat ener-

geettisistd syistd cis-muotoja yleisempid.

AutoDock versio 4.2 — ohjelman taipumus asettaa IPP ennalta méarittyyn konformaatioon tar-
kistettiin laskemalla sitoutumisenergiat cis-cis ja trans-trans konformaatioihin jaykistetyilld, se-
ki vapaasti konformaatiotansa muuttavalla cis-cis IPP-rakenteilla. Tulosten perusteella sallittiin
ligandille vapaiden liikkuvuusasteiden médrittaminen ohjekirjan mukaisesti IPP:n vedyt sisilta-
vidn pdb-tiedostoon. IPP:n sallittiin hakea vapaasti suotuisaa avaruudellista konformaatiota
niin, ettd kaikki ohjelman sallimat sidokset saivat liikkua (kuva 5). Asetus mahdollisti tripepti-
dissd kahdeksan vapaasti pyorivdd sidosta. Liikkuvien sidosten méérittimisen jidlkeen tiedosto

tallennettiin pdbqt-tiedostona, jota kéytettiin jatkossa.

Seuraavaksi valmistettiin entsyymit. Entsyymien vapaasti liikkuviksi aminohappotéhteiksi valit-

tiin katalyyttisiksi mééaritetyistd aminohappotihteistd seuraavat:

¢ 108A: histidiini 353 (HIS353), glutamatti 384 (GLU384), histidiini 513 (HIS513) ja ty-
rosiini 523 (TYRS523)

e 1MOIK: tryptofaani 356 (TRP356) ja glutamaatti 361 (GLU361)

¢ 5COX: glutamiini 203 (GLN203), histidiini 207 (HIS207) ja tyrosiini 385 (TYR385)

e 27AV: aspartaatti 128 (ASP128) ja glutamaatti (277)

Ohjelma méidritti jokaisen edelld mainitun aminohappotéhteen liikkuvaksi osaksi mahdolliset si-
vuketjujen amidisidokset. Muutokset tehtiin entsyymien pdbqt-tiedostoihin, joihin oli muokattu
edelld mainitut tiedostojen vaatimat muutokset Gasteigerin varausten lisdysten sekd yliméaardis-
ten, laskennassa haittaa aiheuttavien heteroatomien poistamisen osalta. Rakenne tallennettiin
sekd liikkumisen mahdollistavana ettd litkkumattomana pdbqt-tiedostona ohjekirjan ohjeiden
mukaisesti. Telakointialue rajattiin kattamaan vain entsyymin telakointialueen rajaamistyon

madrittdma ligandin ja entsyymin sitoutumisenergeettisesti paras kolmiulotteinen alue.

41



Kuva 5. Trans-trans IPP:n vapaasti liikkuviksi sidoksiksi méaéritettiin kaikki ohjelman sallimat kahdeksan sidosta.
Vapausasteiden midrittiminen mahdollistaa tripeptidin vapaan hakeutumisen energeettisesti suotuisimpaan
konformaatioon. Liikkuviksi sidoksiksi (paksunnetut sidokset) médritettiin peptidien rungot, amidisidokset seké
guanidiinisidokset. Tripeptidisséd karboksyylipddn negatiivinen varaus on jakautunut kahden elektronegatiivisen
happiatomin kesken.

Ennen AutoGrid ajoa jokaisen entsyymin autogrid-parametritiedosto (.gpf, engl. autogrid para-
meter file) avattiin. Ohjelman antaman virheilmoituksen vuoksi 108A:n, 1IM9K:n ja 5COX:n
gpf-tiedostoja muokattiin komentoikkunassa lisddmilld ligandityyppeihin tiedoston kirjain A
sekd rivi “map rigid.A.map”. 2ZAV pdbgqt-tiedoston A ja B domeenien asparagiini 232:n hapel-
le méiritettiin varaus (-0,289) manuaalisesti, silld ohjelma ei korjannut sitd itse. Tdmén jdlkeen
kaikille tiedostoille suoritettiin AutoGrid ja AutoDock ajot. Tuloksia tarkasteltiin AutoDock-

Tools-ikkunassa ohjeen mukaisesti.

Telakointien IPP:n konformaatio maidritettiin tallentamalla sitoutumisenergialtaan suotuisin
vaihtoehto pdb-tiedostoksi AutoDock versio 4.2-ohjelmassa. Rakenne avattiin PyMOL-
ohjelmassa jossa siihen liséttiin vedyt. Tdmén jdlkeen sama rakennetiedosto avattiin Swiss-
PdbViewerissi, jossa konformaatio maédritettiin sidoskulmien laskutoiminnolla. Lopuksi tulok-

set kuvannettiin PyMOL-ohjelman avulla.

3.8 Tulosten tilastollinen analysointi

IPP:n ja VPP:n vaikutusta entsyymien toimintaan laboratoriokokein tutkittiin méaarittimalld eri
ryhmien keskihajonnat ja niiden keskivirheet. Taulukointi ja tilastolliset laskennat suoritettiin
GraphPad Prism 5-ohjelmalla. Satunnaisvirheen vaikutuksia arvioitiin p-arvolla. ACEl:n koh-
dalla IPP:n ja VPP:n estovaikutus verrattuna inhiboimattomaan ndytteeseen on médritetty yk-
sisuuntaisella ANOVA:lla (ei parametrinen), jota seurasi Dunnetin jilkitesti. Myos COX-2:n

kohdalla IPP:11d ja VPP:1ld kisiteltyjd nédytteiden satunnaisvirheen vaikutusta soluverrokkiin
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analysoitiin yksisuuntaisella ANOVA:lla (ei parametrinen), jota seurasi Dunnetin jdlkitesti.
Muut analysoinnit suoritettiin kaksisuuntaisella ANOVA:lla, analysoinnissa tuloksia arvioitiin
matriisitaulukkona. Mikéli kokeessa naytteiden lukuméérd vaihteli (n=3-4), tiydennettiin ky-
seessd olevan tason ndytteiden lukuméadrd neljiksi kyseisen kohdan keskiarvolla. Tilastollisissa
analyyseissi aktivaattorikontrolleja ei ole huomioitu. Arvot joiden P < 0,05, pidettiin tilastolli-

sesti merkitsevina.
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4 TULOKSET

4.1 Laboratoriotyot

Laboratorio-osuuden tuloksissa on esitetty ACE1, eNOS ja COX-2 entsyymien toimintaa ku-
vaavien miiritysten tulokset. Tripeptidien IPP ja VPP vaikutusta entsyymien toimintaan pads-
tiin mittaamaan vain HUVEC-solujen ACEIl ja COX-2 entsyymien osalta. eNOS-entsyymin
kohdalla ei onnistuttu tuottamaan riittavid maardd NOx:a tai cGMP:a, jotta tripeptidien (IPP,
VPP) vaikutusta olisi voitu mitata. Solujen NO-tuottoa yritettiin mitata solumaljalta myos NO-

analysaattorilla, tuloksetta.

Tulokset on suhteutettu solumééridn, joka on kyseisen kokeen viimeisimmassé siirrostuksessa
laskettu. HUVEC-solujen kokonaisproteiinimddrdn mittauksissa BCA-menetelmilld kaikki tu-
lokset jdivit alle menetelmédn luotettavan havaintorajan (menetelmid ja tuloksia ei esitetty).

BCA-menetelmi on yleisesti herkkind pidetty kokonaisproteiinimééiran mééiritysmenetelma.

4.1.1 ACE1l

IPP ja VPP tripeptit estivit pitoisuusriippuvaisesti ACEI entsyymin aktiivisuutta (kuvat 6 ja 7).
3,3 uM IPP:n estovaikutus oli 80,5 %, kun VPP:1ld se oli 90,0 %. VPP:n 3,3 uM pitoisuus sai
aikaan ldhes tdydellisti ACEl:n eston. VPP oli tehokkaampi estdjd myOs muissa kiytetyissi tri-
peptidipitoisuuksissa. Pitoisuusriippuvaisesti tehokkain ACE1:n estossa oli positiivisena verrok-
kina toimiva kaptopriili, joka 1 nM pitoisuutena esti ACE1-entsyymié 18,1-30,1-prosenttisesti.
Molemmissa mittauksissa entsyymin perusaktiivisuus maddritettiin solulysaatista. Kymmenen
mikrolitraa solulysaattia sisdltdvissd ndytteissd on noin 7,3 X 10* rikotun solun sislto. Kyseessi
olevan solumiirin perusentsyymiaktiivisuus soluverrokissa vastaa [IPP-mittauksissa (n=2) noin

0,36 uM His-Leu tuotantoa ja VPP-mittauksissa (n=2) noin 0,50 uM His-Leu tuotantoa.

Mittaukset suoritettiin kiyttden menetelmén pienimpid standardipitoisuuksia. 3,3 uM IPP:n yksi

tuloksista oli negatiivinen (-0,08) kidytetystd laskentatavasta johtuen. Koska entsyymin kata-
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lysoiman reaktion tuotteiden méiéré ei voi olla negatiivinen, muutettiin se tuloslaskennassa nol-

laksi.

0.6+
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(] . —_—
E 0.2 * k%
0.0 T T T I T I T
IPP - 0,1pyM 1,0pM 3,3 puM -
kaptopriili = - - - 1nM

Kuva 6. IPP:n estovaikutus ACEl-entsyymiin ihmisen napanuoran valtimon endoteelisoluissa (n=4, paitsi
soluverrokissa n=2). Estovaikutus on pitoisuusriippuvaista. Positiivisena verrokkina toimii 1 nM Kkaptopriili.
Merkitsevyysero soluverrokin ja inhiboitujen niytteiden vililld on merkitty ** P < 0,01 ja *** P < 0,001.
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Kuva 7. VPP:n estovaikutus ACEl-entsyymiin ihmisen napanuoran valtimon endoteelisoluissa (n=4, paitsi
soluverrokissa n=2). Estovaikutus on pitoisuusriippuvaista. Positiivisena verrokkina toimii 1 nM Kkaptopriili.
Merkitsevyysero soluverrokin ja inhiboitujen niytteiden vililld on merkitty (*** P < 0,001).
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4.1.2 eNOS

HUVEC-solujen (siirrostettu 6000 tai 48000 solua) stimulointi 0,3 uM ja 3,0 uM kal-
siumionoforilla tai 10 mM asetyylikoliinilla ei saanut aikaan mediumissa NOx-pitoisuuden

muutosta, joka olisi voitu mitata kdytetylld menetelmalla.

Solujen aktivaatioon kiytetyilld 0,3 uM ja 3,0 uM kalsiumionoforilla tai 10 mM asetyylikolii-
nilla ei saatu aikaan merkittivid eroja solujen (6000 solua) NOx-tuotantoon. Aktivaation kestol-
la (0,5-5h) el néyttidnyt olevan selkedd vaikutusta NOx-tuottoon (kuvat 8 ja 9). Menetelméssi
verrokkina kdytetty mediumnéyte, jolla havainnollistettiin mediumin vaikutusta menetelméén,
oli samaa tasoa muiden ndytteiden NOx-pitoisuuksien kanssa. Mittaustulokset jdivit nitraatti-
standardin kolmen pienimmin pitoisuuden vilille. Edelld mainituista syistd johtuen péétettiin

kokeilla sovelletusti samaa koeasetelmaa suuremmalla solumiarilla (kuva 10).
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=2 —_ e ]
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© =
= x~
s - :
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>
c L) L) L) L) L) L) L) L) L) L)
aika (h) 0,5 2 5 0,5 2 5 0,5 2 5 -
A23187 (pM) - - - 03 03 0,3 3 3 3

Kuva 8. HUVEC-solujen (siirrostettu 6000 solua 96-kuoppalevylle) nitraatti/nitriittituotanto, kun soluja on
aktivoitu 0,3 pM tai 3,0 uM kalsiumionoforilla (A23187) 0,5-5 tunnin ajan. Mittaukset on suoritettu mediumista.
Jokaisesta niytteestd on valmistettu neljd rinnakkaista, paitsi 3 uM kalsiumionoforia sisdltivistd mediumverrokissa
(n=2). Aika on tilastollisesti melkein merkitsevd (* P = 0,0183) ja pitoisuus on tilastollisesti merkitsevd (** P =
0,0039).

Suuremmalla solumaéidrillda (48000) toistettu HUVEC-solujen NOx-tuoton aktivaatio 10 mM
asetyylikoliinilla ja 3,0 uM kalsiumionoforilla ei saanut aikaan merkittivid muutoksia. Kokeessa
kiytetyilld aktivaattoreilla ei saatu aikaan soluviljelmistd selkeédsti mitattavissa olevia NOx-
pitoisuuksia. Solujen NOx-perustuotanto lisddntyi solumédrdn ja inkubaatioajan kasvaessa,

mutta tulokset sijoittuivat edelleen standardisuoran kolmen pienimmén pitoisuuden alueella.

(Kuva 10)

46



HUVEC-solujen aktivaatioyritys cGMP-tuotannon lisddmiseksi 0,3 uM ja 3,0 uM

kalsiumionoforilla ja 10 mM asetyylikoliinilla ei saanut aikaan mediumista havaittavissa olevia

pitoisuuksia (tuloksia ei taulukoitu).

H

Nitraatti/ nitriitti (uM)
w
1

4 verrokki

c T T T T T

aika (h) 0,5 2 5 0,5 2 5
asetyylikoliini (mM) - - - 10 10 10

-
o

Kuva 9. HUVEC-solujen (siirrostettu 6000 solua 96-kuoppalevylle) nitraatti/nitriittituotanto, kun soluja on
aktivoitu 10 mM asetyylikoliinilla 0,5-5 tunnin ajan. Mittaukset on suoritettu mediumista. Jokaisesta nidytteestd on
valmistettu neljd rinnakkaista, paitsi 10 mM asetyylikoliinia sisdltivdstd mediumverrokissa (n=2). Aika on
tilastollisesti merkitseva (** P = 0,0097), mutta pitoisuus ei ole.
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Kuva 10. HUVEC-solujen (siirrosvaiheessa 48000 solua) nitraatti/nitriittituotanto, kun soluja on kisitelty 10 mM
asetyylikoliinilla ja 3 uM kalsiumionoforilla (A23187) 2 tai 5 tunnin ajan. Mittaukset on suoritettu mediumista.
Jokaisesta niytteestd on valmistettu kaksi rinnakkaista, paitsi 10 mM asetyylikoliinia siséltdvistd mediumverrokista
(n=1). Jokaisesta niytteesti on valmistettu kaksi rinnakkaista, paitsi 10 mM asetyylikoliinia siséltavisti
mediumverrokista (n=1). Aika ja pitoisuus eivit ole tilastollisesti merkitsevii.
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41.3 COX-2

Koeasetelmassa kéytetyistd reagensseista 3,0 uM kalsiumionofori lisdsi parhaiten 6-ketoPGFj,-
tuottoa (kuvat 11 ja 12). Puolen tunnin kisittely 3,0 uM kalsiumionoforilla lisdsi 6-ketoPGF,-
madrdd 2,6-kertaiseksi. Solujen muissa kuin kalsiumionofori-kisittelyissd mitattavat 6-
ketoPGF,,-pitoisuudet olivat samaa tasoa soluverrokkien kanssa. Menetelmissa aktivaattoria si-
saltdvat mediumverrokit eivit nostaneet niytteiden 6-ketoPGF,,—pitoisuutta. Verrokkeja lukuun
ottamatta ndytteiden pitoisuudet olivat menetelmén luotettavuusrajojen sisilld, ja ne sijoittuivat
standardiasteikon kuudenneksi ja neljanneksi matalimman pitoisuuden vilille. Mediumverrokki-
en epidluotettavuuden aiheutti pieni mitattava 6-ketoPGF,-pitoisuus. Tulosten perusteella me-
diumin tai sen sisdltimien aktivaattoreiden ei todettu hiiritsevin merkittivisti menetelmén 6-

ketoPGF,,-mittausta.
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Kuva 11. 6-ketoPGF,,—tuotto HUVEC-soluissa. 3 uM kalsiumionofori (A23187) sai aikaan selkedn vasteen, suurin
korrelaatio nikyy 0,5 h aikapisteessd. Muissa tapauksissa lisdtylld aktivaattorilla ei ndytd olevan selkedi vaikutusta
HUVEC-solujen 6-ketoPGF,,- tuoton. Mediumverrokkien 6-ketoPGF,,- tuoton perusteella kalsiumionofori ja
100 ng/ml LPS aktivaattorit eivit aiheuta mittausvirheiti menetelmiéin. Aika ei ole tilastollisesti merkitsevd, mutta
pitoisuus on tilastollisesti erittdin merkitsevd (**** P < 0,0001).

HUVEC-solujen esikdsittely 10 uM IPP ja VPP:lld ei saanut aikaan merkittdivdd muutosta 6-
ketoPGF,,-pitoisuuksissa 3,0 uM kalsiumionoforilla aktivoiduissa soluissa (kuvat 13 ja 14).
Myoskiddn solujen kisittely pelkdlla 10 uM tripeptidilla (IPP, VPP) ei saanut aikaan selkedd
muutosta 6-ketoPGF4-pitoisuudessa. Solujen altistus 50 pM IPP:lle ennen 3 puM kal-

siumionoforikisittelyd sai aikaan pienen 6-ketoPGF,,-pitoisuuden nousun. Sama VPP:114 toistet-
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tuna ei saanut aikaan muutosta. Pelkkd 50 uM VPP vihensi 6-ketoPGF,,-pitoisuutta, 50 uM
[PP:1la samaista selkeédd vaikutusta ei havaittu. Verrokkien tulosten perusteella mediumin tai sen

sisdltdamien aktivaattorien ei voida todeta hiiritsevian 6-ketoPGF,,-maarityksii.
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Kuva 12. 6-ketoPGF,-tuotto HUVEC-soluissa. Tulokset eivit anna viitteitd siitd, ettd bradykiniini kdytetyilld
pitoisuuksilla ja ajoilla tehostaisi solujen 6-ketoPGF,-tuottoa. Mediumverrokki 6-ketoPGF,- tuoton perusteella 33
UM bradykiniini ei aiheuta mittausvirheitd menetelmissa. Aika ja pitoisuus eivit ole tilastollisesti merkitsevié.
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Kuva 13. IPP:n vaikutus HUVEC-solujen 6-ketoPGFla-tuottoon. IPP on lisdtty soluille kuusi tuntia ennen
kalsiumionoforia (A23187). Kalsiumionoforin vaikutusaika on 30 minuuttia. Rinnakkaisndytteiden méard on
kahdeksan, paitsi verrokeissa (n=2). Merkitsevyysero kisittelemittomin solundytteen ja estettyjen ja/tai
aktivaattorilla késiteltyjen nédytteiden vélilld on merkitty (** P < 0,01).
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Kuva 14. VPP:n vaikutus HUVEC-solujen 6-ketoPGF1la-tuottoon. VPP on lisétty soluille kuusi tuntia ennen
kalsiumionoforia (A23187). Kalsiumionoforin vaikutusaika on 30 minuuttia. Rinnakkaisndytteiden méaard on
kahdeksan, paitsi verrokeissa (n=2). Merkitsevyysero kisittelemittomin solundytteen ja estettyjen ja/tai
aktivaattorilla késiteltyjen nédytteiden vélilld on merkitty (* P < 0,5).

4.1.4 Mykoplasmakoe

Mykoplasmakoe ei paljastanut kummassakaan kasvatuksessa merkkejdi mykoplasmakontami-

naatiosta. Molempien solunéytteiden (P8 ja P11) suhdeluku B/A oli < 0,8 (taulukko 8).

Taulukko 8. Mykoplasmakokeen tulosten perusteella ei ole syytd olettaa, ettd kdytetyt solukasvatukset olisivat
kontaminoituneet mykoplamalla. Molempien ndytteiden ATP:n méérda kuvaava B/A suhdeluku on alle yhden.

Nayte (n=1) lukema A lukemaB B/A
P8 25 20 0,8
P11 27 17 0,6

4.2 Tietokonemallinnus

Tietokonemallinnusta varten selvitettiin, pyrkiikd6 AutoDock versio 4.2 ohjelma muuttamaan te-
lakoitavan tripeptidin konformaation automaattisesti trans-trans muotoon. Koetta varten ohjel-
massa tehtiin kolme ajoa jiykistetylld kohde-entsyymilld (108A), johon telakoitiin joko jiykis-
tettyd trans-trans IPP:a tai cis-cis IPP:a tai vapaasti konformaatiota muuttavaa cis-cis IPP. Jay-

kistetyn trans-trans IPP:n ja entsyymin sitoutumisenergia oli -9,03 kcal/mol, jaykistetyn cis-cis
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IPP:n kohdalla sitoutumisenergia oli -7,95 kcal/mol. Vapaasti konformaatiotaan muuttavalla si-
toutumisenergia oli suurin, -10,93 kcal/mol, ja se telakoitui entsyymiin cis-cis muodossa. Kuvat

on visualisoitu PyMOL-ohjelmalla.

4.2.1 IPP:n suotuisin telakoituminen ACE1-entsyymiin

ACEl-entsyymin telakointialueen mairityksessa trans-trans IPP:n energeettisesti suotuisin tela-
koitumisalue sijaitsi sinkin sekd katalyyttisiksi madritettyjen aminohappotéhteiden vilittomassi
ldheisyydessd. Paikka sijaitsi entsyymin niin sanotussa syvissd uurteessa, joka muodostui kah-
den aladomeenin viliin. Suotuisin sitoutumisenergia litkkumattomiksi médritetyilld trans-trans
IPP:11d ja ACEl-entsyymilld oli -9,03 kcal/mol ja muodostuneen kompleksin estovakio (ICsg)

oli 241,0 nM. Ohjelma ei méadrittanyt vetysidoksia.

Kuva 15. Cis-trans IPP:n (punainen tikkumalli) keskimmaisen aminohappotihteen (proliini) runkoketjun happi
muodostaa vetysidoksen (vihred viiva) ACEl-entsyymin alaniini 356 (ALA356) runkorakenteen typen protonin
kanssa. Lisdksi IPP:n karboksyylipddn hapet muodostavat varauksellisen sidoksen sinkki-ionin kanssa (vihred
pallo). Muut aminohappotihteet eivit ole interaktiossa IPP:n kanssa.

Telakoinnissa, jossa trans-trans IPP oli miiritetty vapaasti konformaatiotaan muuttavaksi seki
ACEl-entsyymin ennalta madrittyjen katalyyttisten aminohappotéihteiden sallittiin vapaasti

pyorid, IPP sijoittui entsyymin aktiivisen kohdan ldheisyyteen, aivan kuten telakointialueen

51



maidrityksessdkin (kuvat 15 ja 17). Liikkuvaksi sallittu IPP muutti konformaatiotansa frans-
trans-muodosta energeettisesti suotuisimpaan cis-trans asentoon (kuva 16). Konformaatio tar-
kistettiin Swiss-PdbViewerin kautta, PRO2:n typpiatomin omegakulma oli -2° ja PRO3:n typ-
piatomin omegakulma 125°. IPP:n proliini 2:n happiatomi muodosti yhden vetysidoksen amino-
happotihteen alaniini 356 (ALA356) runkorakenteen typen vedyn kanssa, sidoksen pituus oli
1,7 A. Lisiksi IPP PRO3:n karboksyylipddn hapet muodostivat ionisidoksen entsyymin sinkki-
ioniin (ZN701). Muiden katalyyttisiksi midritettyjen aminohappotihteiden kanssa IPP ei muo-
dostanut vuorovaikutuksia. Sitoutumisenergia energeettisesti parhaalla vaihtoehdolla oli -9,67

kcal/mol ja estovakioksi médrittyi 82,15 nM.

Kuva 16. IPP:n konformaatio on cis-trans sitoutuessaan energeettisesti suotuisammalla tavalla ACE1-entsyymiin.
Kuvantamiseen kiytetty ohjelma (PyMOL) piirsi virheellisesti isoleusiinin sivuketjun hiilen vedyt yhteen, vaikka
ne ovat orientoituneet oikealla tavalla aiemmin muodostetussa pdb-tiedostossa (AutoDock versio 4.2.).

Kuva 17. Vasemman puoleisessa kuvassa on esitetty [PP:n (punainen tikkumalli) energeettisesti suotuisin telakointi
ACEl-entsyymin pinnalle. Oikeanpuoleisessa kuvassa on esitettynd cis-trans IPP:n kontakti sinkki-atomiin
(vihred), katalyyttisten aminohappojen sekd ALA356:n on sallittu virjdytyd entsyymin pinnalla punaisen sdvylli.
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4.2.2 IPP:n suotuisin telakoituminen eNOS-entsyymiin

Telakointialueen médrityksessd eNOS-entsyymin energeettisesti suotuisimmaksi alueeksi maa-
rittyi A-domeenin alue, johon on sitoutuneena hemi-atomi. Sen vilittomissi ldheisyydessa si-
jaitsivat myos katalyyttiset aminohappotihteet kysteiini 184 (CYS184), arginiini 187
(ARG187), TRP 356 sekd GLU361. Sitoutumisalue sijaitsi entsyymin onkalomaisessa, koko
molekyylin ldpi kulkevassa tunnelissa. Hemi-atomi sijaitsi onkalon pinnalla niin, ettd sen rauta-
atomi pddsi vaivattomasti tekemisiin tripeptidin kanssa. Sitoutumisenergialtaan suotuisin tela-
kointi jdykistetyilld trans-trans IPP:11d ja eNOS-entsyymilld oli -12,28 kcal/mol ja estovakioksi
madrittyi 991,24 pM. Telakoinnissa ei muodostunut yhtdédn vetysidosta entsyymin valikoitujen

aminohappotihteiden ja tripeptidin vilille.

PR 3

Kuva 18. eNOS-entsyymin ja IPP:n (punainen tikkumalli) energeettisesti suotuisimmassa telakoinnissa IPP on
vuorovaikutuksessa hemi-atomin raudan (vihred pallo) kanssa. COX-2:n valiini 185:n (VAL185) runkoketjun ja
IPP:n keskimmadisen proliinin happi muodostivat 2,15 Amn vetysidoksen. Liikkuvaksi kykenevin glutamaatti 361
(GLU361) sekd asparagiini 366 (ASN366) muodostavat myds yhden vetysidoksen, jonka pituus on 2,12 A.
Liikkuvaksi midritetty tryptofaani ei muodosta sidoksia IPP:n kanssa. Vetysidokset on esitetty vihreilld viivoilla.

Sallittaessa liitkkuvuusasteet edelld mainituille aminohappotihteille sekd trans-trans IPP:lle,
energeettisesti suotuisin sitoutumisenergia oli -13,62 kcal/mol, sekid estovakioksi (ICsp) madrit-

tyi 104,0 pM. IPP:n sitoutumispaikka oli sama kuin telakointialueen madrityksessd. IPP:n kar-
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boksyylipddn happiatomit muodostivat vuorovaikutuksen hemi-atomin raudan (HEM901) kans-
sa. Ohjelma méidritti 2,15 Amn pituisen vetysidoksen IPP keskimmiisen proliinin runkoketjun
hapen ja ei-katalyyttisen valiini 185:n (VAL185) runkoketjun vedyn vilille. Ohjelma laski myos
2,12 A mittaisen vetysidoksen COX-2:n liikkuvaksi kykenevin GLU361 sivuketjun seki aspa-
ragiini 366 (ASN366) sivuketjun vilille. (Kuvat 18 ja 20) IPP telakoitui cis-cis muodossa
eNOS:n pinnalle (kuva 19). Konformaatio tarkistettiin myods Swiss-PdbViewerin kautta,

PRO2:n typpiatomin omegakulma oli -48° ja PRO3:n typpiatomin omegakulma -75°.

Kuva 19. Sitoutumisenergialtaan suotuisin IPP sitoutuu eNOS-entsyymin sisille cis-cis muodossa.

Kuva 20. Vasemman puoleisessa kuvassa on esitetty IPP:n (punainen tikkumalli) energeettisesti suotuisin
sitoutuminen eNOS-entsyymiin. Oikeanpuoleisessa kuvassa on cis-cis IPP:n kontakti hemi-atomin rautaan (vihred
pallo). Katalyyttisten aminohappojen sekd ASN366:n ja VALI185:n on sallittu virjaytyd entsyymin pinnalla
harmaan, keltaisen ja punaisen eri sdvyini.
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4.2.3 IPP:n suotuisin telakoituminen COX-2-entsyymiin

COX-2-entsyymin telakointialueen mairityksessd havaittiin, ettd stabiiliksi midritetty trans-
trans IPP telakoitui energeettisesti suotuisammassa vaihtoehdossa kiinni A-aladomeenin hemi-
atomin rautaan (HEM682). IPP ei muodostanut muiden aminohappotihteiden kanssa vetysidok-
sia. Hemin vilittomassd ldheisyydessi sijaitsivat myos glutamiini 207 (GLN207), HIS207 seka
TYR385. Valiini-tdhde 291 (VAL291) sijaitsi hieman etddmmilld muista katalyyttisiksi mééri-
tetyistd aminohappotihteistd. Parhaaksi sitoutumisenergiaksi miirittyi -11,16 kcal/mol ja esto-
vakioksi 6,61 nM. IPP:n telakoituminen tapahtui COX-2:n pinnalle onkaloon, jossa myds hemi-

atomin rauta sijaitsi.

Kuva 21. Sitoutumisenergialtaan suotuisin IPP sitoutuu COX-2-entsyymiin cis-cis muodossa

Telakointialueen méaérittimisen pohjalta tehdysséd suotuisimman sitoutumisenergian mittaukses-
sa konformaatiotaan vapaasti muuttava IPP telakoitui cis-cis muodossa (kuva 21). Swiss-
PdbVieweri méiritti konformaation PRO2:n typpiatomin omegakulmaksi 32° ja PRO3:n typ-
piatomin omegakulmaksi 81°. Telakoitumispaikka oli sama kuin aiemmassa madrityksessa.
IPP:n energeettisesti suotuisin sitoutumisenergia oli -11,78 kcal/mol ja estovakioksi médrittyi
2,31 nM. Telakoinnissa muodostuu kolme vetysidosta, mutta ne eivit muodostuneet COX-2:n ja
IPP:n vilille. COX-2:n liikkuvaksi miritetty HIS207:n rengasrakenteen vety muodosti 1,82 A
vetysidoksen fenyylialaniini 210:n (PHE210) hapen kanssa. Tyrosiinien 385 ja 384:n (TYR384)
sivuketjujen aromaattiset renkaat muodostivat 1,82 A vetysidoksen. Myos GLN203 typen pro-
toni muodosti 1,95 A sidoksen alaniinin 199 (ALA199) runkorakenteen hapen kanssa. (Kuvat

22 ja 23) Kaikki edelld mainitut vetysidokset muodostuivat entsyymin A-aladomeenissa, jotka
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eivit vaikuttane tripeptidin sitoutumiseen. IPP:n karboksyylipddn hapet muodostivat vuorovai-

kutuksen hemi-atomin raudan (HEM682) kanssa, aivan kuten telakointialueen méairityksessikin.

Kuva 22. COX-2-entsyymi ja cis-cis IPP (punainen tikkumalli) sitoutumisenergialtaan suotuisimmassa
telakoinnissa. Liikkuvat aminohappotihteet histidiini 207 (HIS207), tyrosiini 385 (TYR385) sekd glutamiini 203
(GLN203) muodostavat kukin yhden vetysidoksen (vihred viiva) COX-2:n rakenteen kanssa. Nama eivit
kuitenkaan vaikuttane IPP:n sitoutumiseen. IPP:n karboksyylipdd muodostaa vuorovaikutuksen entsyymin
rakenteen hemi-atomin rauta-atomiin (vihred pallo).

Kuva 23. Cis-cis IPP:n (punainen tikkumalli) energeettisesti suotuisin telakointi COX-2-entsyymin A-alayksikkon
hemin rauta-atomin ldheisyyteen (vihred pallo). Katalyyttisten aminohappotihteiden lisdksi ALA199:n, PHE210:n
sekd TYR348:n on sallittu vérjaytyd entsyymin pinnalla punaisen, sinisen ja harmaan eri sdvyina.

56



4.2.4 IPP:n suotuisin telakoituminen arginaasi-1-entsyymiin

27ZAV-entyymin telakointialueen médrityksessi litkkkumattomaksi miéritetty IPP telakoitui A ja
B domeenien muodostamaan uurteeseen (kuva 24). IPP muodosti vetysidoksia molempiin do-
meeneihin. IPP:n isoleusiinin aminoryhmén vety muodosti 2,13 A sidoksen A-domeenin seriinin
sivuketjun hapen kanssa. Samaisen isoleusiinin runkorakenteen protoni muodosti 1,81 A ve-
tysidoksen B-domeenin glutamiinihapon kanssa. IPP:n karboksyylipdén proliinin happi muodos-
ti vetysidoksen lysiinin 17 sivuketjun vedyn protonin kanssa. Parhaaksi sitoutumisenergiaksi

maédrittyi -8,17 kcal/mol ja estovakioksi 1,03 uM.

Kuva 24. Telakointialueen maérityksessd IPP (punainen tikkumalli) hakeutui arginaasi-1:n sisdlle. IPP on
telakoitunut A ja B domeenien muodostamaan uurteen pinnalle.

Kuva 25. IPP:n (punainen tikkumalli) energeettisesti suotuisin telakointi arginaasi-1-entsyymin A-alayksikkoon.
Katalyyttisten aminohappojen lisdksi HIS101:n, GLY154:n ja ILE156:n on sallittu vérjdytyd entsyymin pinnalla
sinisen, punaisen ja harmaan eri sdvyini.

57



Kuva 26. Arginaasi-1:n sekd IPP:n (punainen tikkumalli) muodostamat vuorovaikutukset. IPP muodostaa kolme
vetysidosta (vihredt viivat) entsyymin kanssa; IPP:n isoleusiinin typen protoni muodostaa 2,01 A vetysidoksen
isoleusiini 156:n (ILE156) runkoketjun hapen kanssa. Karboksyylipédédn proliinin happi muodostaa 2,10 A sidoksen
samaisen aminohappotihteen runkoketjun typen protonin kanssa. IPP:n keskimmdisen proliinin runkoketjun happi
muodostaa 2,17 A sidoksen glysiini 154:n (GLY154) runkoketjun typen kanssa (vihred viiva). IPP ei muodosta
vetysidoksia katalyyttisiksi aminohappotihteiksi maédritettyjen aspartaatti 128:n tai glutamaatti 277:n kanssa.
Myoskddn mangaanit (vihredt pallot) eivit ole vuorovaikutuksessa IPP:n kanssa. Loput vetysidokset ovat
entsyymin liikkuviksi mééritettyjen aminohappotihteiden sekd entsyymin liikkumattomien aminohappotihteiden
vilisid.

Kuva 27. Telakoituneen IPP:n konformaatio on cis-cis.

Telakointialueen pohjalta méairitettiin suotuisimman sitoutumisenergian hilalaatikko, joka maa-
ritettiin kattamaan ldhes kokonaisuudessaan A-domeeni sekd A ja B-domeenien muodostama
uurre. Vapaasti konformaatiotaan muokkaava IPP telakoitui eri kohtaan kuin telakointialueen
maiirityksessd, jossa se sitoutui domeenien uurteeseen (kuva 24). Cis-cis muodossa telakoitu-
neen IPP:n (kuva 27) suotuisin sitoutumisenergia oli -7,2 kcal/mol, telakoitumisalue sijaitsi A-
domeenin pinnalla (kuva 25). IPP:n ja entsyymin vélisid vetysidoksia muodostui kolme. IPP:n

isoleusiinin runkoketjun typen protoni muodosti 2,01 A vetysidoksen entsyymin rakenteen iso-
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leusiini 156 (ILE156) runkoketjun hapen kanssa. Estovakioksi (ICsp) miirittyi 5,26 uM. Tri-
peptidin keskimméinen proliini muodosti 2,17 A vetysidoksen glysiini 154:n (GLY154) runko-
ketjussa olevan typen kanssa. Karboksyylipéin proliinin happi muodosti 2,10 A:n vetysidoksen
ILE156:n runkoketjun typen protonin kanssa. IPP ei sitoutunut entsyymin katalyyttisten amino-
happotihteiden ja mangaani-ionien ldheisyyteen. Liikkuviksi mééritetyt aktiivisen kohdan ami-
nohappotihteet muodostivat entsyymin rakenteen kanssa vetysidoksia, mutta ne eivéit vaikuttane

suoranaisesti IPP:n telakoitumiseen (kuva 26).
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5 TULOSTEN TARKASTELU

Tulosten tarkastelussa in vitro laboratoriotuloksilla tutkitaan menetelmien sallimissa puitteissa
tripeptidien (IPP ja VPP) vaikutuksia HUVEC-soluissa esiintyviin verisuonten toiminnan
kannalta keskeisiin entsyymeihin. Saatuja tuloksia verrataan tietokonepohjaisella menetelmélld

tehtyihin havaintoihin. Piddpaino tulosten analysoinnissa on laboratorion tuloksilla.

5.1 ACE1l

Reniini-angiotensiinijirjestelmén entsyymitoimintaa on 16ydetty useasta kudoksesta, joista yksi
on verisuonia verhoava endoteelisolukko. Tutkimuksen kohteena oleva HUVEC-solujen ACE1
vahvisti aikaisempia tutkimustuloksia tripeptidien (IPP ja VPP) estovaikutuksesta tdssd reniini-
angiotensiinijirjestelmin entsyymissi in vitro’’. Bioaktiivisten tripeptidien vaikutus HUVEC-
soluissa on kliinisesti merkitykselliselld mikromolaarisella tasolla. Tdm& vahvistaa endotee-
lisolujen kautta aikaisempia tutkimuksia IPP:n ja VPP:n kohonnutta verenpainetta alentavasta

vaikutuksesta sekd havaintoja puhtaalla entsyymilla tehdyistd kokeista.

Tietokonemallinnuksen tulokset IPP:n cis-trans konformaatiosta vahvistavat myos aikaisempia
tutkimustuloksia, joissa proliinien vélisen sidoksen frans-orientoitumista on pidetty ACEl:een
sitoutumisen kannalta oleellisena®. Myo6s IPP:n hakeutuminen suotuisimmassa telakoinnissa
entsyymin karboksyylipuolen domeenin sinkki-kofaktorin ldheisyyteen oli tirked, aikaisempia
tutkimuksia vahvistava tieto selvitettdessda IPP:n estomekanismia ACEl:ssi. ACEIl estdjan ja
sinkin vilinen vuorovaikutus on havaittu tirkedksi tekijdksi entsyymin toiminnan estossa.
ACE1l:n aktiivisen kohdan sitoutumisvoima on osittain sinkki-ionista riippuvaista. Lisdksi tri-

peptidin karboksyylipdélld on havaittu korostunut merkitys.93 94

Entsyymiin sitoutunut metalli
voi auttaa substraattia asettumaan oikealla tavalla katalysointireaktiota varten, tai se voi vakaut-
taa reaktion transitiotiloja. Endoteelisolujen ACE1 entsyymin katalyyttinen toiminta tarvitsee
toimiakseen sinkki-ioneja, joita elimistd saa ravinnon mukana. Tietokonemallinnuksessa miiri-
tetty cis-trans IPP:n estovakio (ICsp) oli 82,15 nM (taulukko 9), joka on verrattain matala aikai-

semmin madritettyihin mikromolaarisiin (5 uM) pitoisuuksiin. Suuri ero voi selittyd IPP:n kon-
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formaatiolla. Tietokonemallinnuksessa saatu tulos vastannee optimaalisinta tilannetta, jossa
kaikki tripeptidit olisivat samassa konformaatiossa. Laboratoriokokeissa tripeptidien konformaa-
tiot voivat olla my6s muita kuin optimaalisinta cis-frans muotoa, ja nédin vaikuttaa eston tehok-
kuuteen. Kokeissa kéytettyjen tripeptidien konformaatiota ei ole pystytty toistaiseksi selvitti-
miin. Tietokonemallinnus vahvistaa késitysti siitd, ettd IPP on kokonsa puolesta tarpeeksi pieni
mahtuakseen ACE1:n muodostamaan onkalomaiseen aktiiviseen kohtaan. IPP muodostaa yhden
vetysidoksen entsyymin katalyyttiseksi méaaritetyn aminohappotihteen (ALA356) kanssa, joka
antaa viitteitd IPP:n kilpailevasta estosta entsyymin luonnollisen substraatin kanssa. Tulos vah-
vistaa aikaisempia tutkimuksia kilpailevasta estosta’'. Aminohapot isoleusiini, valiini ja proliini
ovat tyypiltidn hydrofobisia, mikd my0Os antaa viitteitd entsyymin sisdéin hakeutuvasta peptidi-

ketjusta.

Tietokonemallinnuksessa kéytetty tulosten kuvantaminen PyMOL-ohjelmalla ei anna visuaali-
sesti parasta mahdollista kuvaa IPP:n ja entsyymin vuorovaikutuksista. Kuvien visualisoinnissa
on kiytetty pdb-tiedostoa, jossa molempien molekyylien rakenne on yhdistetty. Ohjelma kisit-
tdd entsyymin ja IPP:n yhdeksi molekyyliksi, mikd hankaloittaa mallinnusta. IPP:td havainnol-
listettaessa entsyymin pintaan muodostuu “aukko”, jota alkuperdistd AutoDock versio 4.2-
ohjelmaa kiytettdessd ei synny. Sopivaa kuvaa valittaessa on tehtidvi valinta entsyymin pinnan

muotojen sdilyttdmisen sekd kuvan kontrastien vélilla.

Taulukko 9. IPP:n paras telakointitulos ACE1, eNOS, COX-2 ja arginaasi-1 entsyymeissd AutoDock versio 4.2
ohjelmalla maidritettynd. Entsyymien tietyille katalyyttisille aminohappotihteille sekd tripeptidille on sallittu
vapausasteita rakenteellisen liikkumisen suhteen.

paras . .- )
. . . . paras estovakio suotuisin IPP:n
entsyymi sitoutumisenergia (M) konformaatio
(kcal/mol)
ACE1 -9,67 82,15 x 10-9 cis-trans
eNOS -13,62 0,104 x 10-9 cis-cis
COX-2 -11,78 2,31 x10-9 Cis-cis
arginaasi-1 -7,2 5260 x 10-9 cis-cis

Pohdinnaksi jidkin, mitd tapahtuu jos solujen sinkin saanti estyy tai entsyymi sitoutuu sinkkiin,
johon on jo valmiiksi kiinnittynyt IPP tai VPP. Voisiko néin ollen myos koko entsyymin toimin-
ta estyd ja selittdd IPP:n ja VPP:n estovaikutuksen HUVEC-solujen ACE1:ssd. Tamén hypotee-

sin mukaan tripeptidit IPP ja VPP voisivat rajoittaa entsyymien sinkin saantia joko solussa tai
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solun ulkopuolella. Tdmé vaikuttaisi verenpainetta laskevasti, kun entsyymin toiminta tripepti-
din sinkkiin sitoutumisen kautta estyy. Mikéli sitoutuminen in vivo on sinkistd riippuvaista, olisi
mielenkiintoista selvittdd aikaisemmin tehtyjen eri koeasetelmien sinkin saannin ldhtokohdat.
Bioaktiivisten peptidien vaikutuskokeissa koe-eldimend on kdytetty muun muassa tyypin 2 dia-

70, 74

beteksen kehittivid rottia . Diabetekseen liittyy kasvanut virtsaamisen tarve ja tdten elimis-

ton kokonaissinkkiméairian lasku.

5.2 eNOS

Tutkimuksessa endoteelisolujen NOS:n ja tripeptidien yhteisvaikutus NOx mittausten perusteel-
la jdivit ilman vastausta. Kéytetyilld soluméirilld (siirrostustilanteessa 6000 ja 48000 solua),
vaikuttavilla aineilla tai inkubaatioajoilla ei pystytty saamaan aikaan selkedd eroa HUVEC-
solujen NOx tuotannossa. Standardeja lukuun ottamatta kaikkien tulosten, huolestuttavasti myos
mediumia sisiltdvien verrokkien, NOx pitoisuudet olivat varsinaisten nédytteiden kanssa samalla
tasolla. Tdm#d antaa mahdollisesti viitteistd siitd, ettd kéytetty kolorimetrinen NOx-
maiidritysmenetelma ei ollut tarkoitukseen soveltuva. Mahdolliset héiriot saattavat johtua esimer-
kiksi jostain niytteissid olevasta komponentista, kuten fenolipunasta. Hirota ym.”', tutkimuksen
mukaan 96-kuoppalevyssi, johon on ldhtotilanteessa siirrostettu 2500 solua ja annettu kasvaa
konfluentiksi, 10 mM asetyylikoliinikdsittely on nostanut suhteellista NOx pitoisuutta kahden
tunnin kisittelylld n. 150 %. Omat tulokset eivit vastanneet Hirota ym. ryhmén tuloksia, jossa

NOx-pitoisuuden mittaukset suoritettiin Griessin menetelmall.

NOx-miirityksen rinnalle kdytetty cGMP-mittaus tripeptidien vaikutuksesta eNOS:iin jdi myds
ilman vastausta. Kaikki tulokset standardeja lukuun ottamatta jdivit alle detektiorajan (pienin
cGMP:ti siséltidva standardi 0,023 pmol/l) huolimatta menetelmin herkistyksestd asetyloimalla.
Standardisuoran perusteella menetelmidn voidaan olettaa toimivan. Kyseenalaiseksi jdd, onko
niytteissd jokin menetelméd hiiritsevd ainesosa. Tulosten perusteella ei voida tehdi johtopai-
toksid HUVEC-solujen cGMP:n tuotosta. Solunsisdisen cGMP:n maéiritys solulysaatista radi-
oimmunologisella mittauksella ihmisen sepelvaltimoiden endoteelisoluista on toiminut aiem-
missa tutkimuksissa”. Tripeptidien vaikutus eNOS:iin jii selvittimitti soveltuvan mittausmene-

telmén puutteen vuoksi.
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Tietokonemallinnuksen tulosten perusteella eNOS-entsyymiin optimaalisimmalla tavalla sitou-
tuu cis-cis muodossa oleva IPP, jonka estovakio (ICsg) olisi yli 800-kertaa tehokkaampi kuin
ACE]1:n kohdalla (taulukko 9). Cis-cis muoto on kuitenkin steeristen vuorovaikutusten kannalta
epdsuotuisa, mutta tietyissd lyhyissa (kaksi tai kolme aminohappotohdettd) peptideissd proliini-
proliinin cis-muoto on mahdollinen’®. Mikiili IPP saa aikaan eNOS:n eston, on sen vaikutus ko-

honneen verenpaineen siditelyn kannalta epdedullinen.
5.3 COX-2

COX-2:n kohdalla 3 uM kalsiumionoforilla saatiin aikaan 6-ketoPGF,,-tuoton lisdys, jonka
pohjalta tarkasteltiin tripeptidien (IPP ja VPP) vaikutusta COX-2 entsyymiin. Tulosten perus-
teella 50 uM IPP ja VPP vaikuttavat endoteelisoluissa prostaglandiini H2:n synnyn estoon. Niin
ollen endoteelisoluista uloskuljetettavaa prostasykliinid ei myodskddn muodostu, joka estiisi ve-
risuonten supistumista ja verihiutaleiden kokkaroitumista. Pitoisuudeltaan 50 uM VPP:n aikaan
saama esto havaittiin IPP:td tehokkaammaksi. Pienemmiit pitoisuudet, 10 uM IPP tai VPP, eiviit
saa aikaan selkedd estoa. Huomion arvoista on my®ds se, ettd endoteelisolujen kisittely seké tri-
peptidilla (IPP ja VPP) ettd kalsiumionoforilla eivit yhdessd saa aikaan merkittdvdd muutosta

solujen mediumiin erittimén 6-ketoPGF,, pitoisuuksissa.

Tietokonemallinnuksen pohjalta IPP:n estovakio (ICsp) on noin 35-kertaa suurempi kuin
ACE1:n kohdalla (taulukko 9). IPP avaruudellinen muoto energeettisesti suotuisimmalla tavalla
on cis-cis ja tietokonemallinnuksen perusteella sitoutuminen tapahtunee COX-2:n aktiivisen

kohdan ldheisyyteen.

IPP:n ja VPP:n vaikutuksista COX-2 entsyymiin 10ytyy kirjallisuudesta vain vihin tietoa. ACE
signalointireitin aktivoitumisen arvellaan vaikuttavan COX-2 geenin ilmentymiseen saaden ai-
kaan prostanoidituotannon lisddntymisen. Hiiren (C75 Black 6) keuhkojen sekéd primaariviljel-
min HUVEC-solujen ACEl-entsyymin eston on havaittu nostavan COX-2:n geenin ilmenty-
mistd ldhes kaksinkertaiseksi. ACEl-estdjd saa aikaan solujen prostasykliinituotannon lisdénty-
misen ACE-signalointikaskadin vilitykselld. Verenpainepotilailla, joita hoidetaan ACEI-
estdjilld, on havaittu kohonneet COX-2 ja prostasykliinitasot. COX-2:n geenin ilmentymisti
sdaddelldaan ACEl:en vaikutuksen alaisena olevan transkriptiotekijd aktivaattoriproteiini-1:n ja

) ) ) . 32
homodimeerisen c-Jun kinaasin kautta.
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5.4 Arginaasi-1

Arginaasi-1 entsyymin osalta suoritettujen tietokonemallinnusten pohjalta ei ole havaittavissa,
ettd IPP sitoutuisi entsyymin aktiivisen kohdan ldheisyyteen, kun katalyyttisiksi médritettyjen
aminohappojen sallittiin litkkua rakenteensa puitteessa. Cis-cis muodossa olevalla IPP:114 saavu-
tettava estovakio on ACEl-entsyymiin verrattuna ldhes 65-kertainen (taulukko 9). Tietokone-
mallinnuksen tuloksia verratessa ACEIl-entsyymiin vastaaviin tuloksiin, sekd aikaisempiin
eldin- ja kliinisiin kokeisiin, arginaasi-1:n estovakio vaikuttaa huomattavan suurelta. Téatéd tuke-
vat aikaisemmat kokeet, jossa [PP:n estovaikutus arginaasi-1:een on havaittu vasta millimolaari-

sella pitoisuudella’".

5.5 Mykoplasma

Mykoplasmatestin pohjalta voidaan péaitelld, ettd kaytetyt solut eivit olleet kontaminoituneet
mykoplasmalla. Ndin ollen kontaminaatioiden aikaansaamat muutokset tuloksissa voidaan sul-

kea pois.

5.6 Jatkotutkimukset

Laboratorio ja tietokonemallinnuksen tutkimusten pohjalta mielenkiintoiseksi entsyymiksi muo-
dostui ACEIl. Jatkotutkimuksissa voisi selvittdd erityisesti sinkin sitoutuminen ACEI-
entsyymiin - missd vaiheessa se tapahtuu ja onko sithen mahdollisesti sitoutunut jo etukiteen
IPP. Liséksi jatkotutkimuksen arvoista voisi olla selvittdd, vaikuttaako veressi oleva sinkin méa-
rd ACEl-entsyymin toimintaan ja voisiko IPP mahdollisesti sitoa entsyymin toiminnalle viltta-
mitontd sinkkid ACEl:n ulottumattomiin. Endoteelisoluissa esiintyvidn ACEl:n lisdksi entsyy-
mid esiintyy myos seerumissa. Endoteelisoluun kuljetettavan sinkin saanti vaikuttaa entsyymin
toimintaan, ja mikili sinkkiin on sitoutunut IPP jo ennen soluun kuljettamista tai entsyymiin si-
toutumista, voisi kuviteltu sitoutuminen saada aikaan ACE1 eston. Kokonsa puolesta sinkki, jo-
hon on sitoutunut IPP, pystynee edelleen sitoutumaan entsyymiin vaikuttaen kuitenkin entsyy-
min toimintaan. Niin ollen IPP:n ja sinkin suhteellinen mééri ja sitoutuminen toisiinsa voisivat

vaikuttaa IPP:n aikaansaaman eston tehokkuuteen. Lisdksi tietokonemallinnuksen avulla voisi
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selvittdd tripeptidien (IPP ja VPP) jokaisen konformaation kohdalla, milléd tavalla sitoutumiste-
hokkuus muuttuu. Yhdessi tietyssd konformaatiomuodossa olevien tripeptidien kokeilu solu- tai
entsyymitoissé ei ole toistaiseksi mahdollista, vaan kéytettyjen tripeptidien konformaatiot ovat
tuntemattomia. Selvittimalld eri konformaatiossa olevien tripeptidien sitoutumistehokkuuden
voitaisiin yrittdd paatelld, millainen tarkempi vaikutus kullakin konformaatioilla on. Liséksi té-
mi voisi antaa osviittaa siitd, millaisia kdytetyt tripeptidit ovat seki kuinka suuria eroja samalla
kauppanimelld varustetuissa tripeptideissd on. Maitopohjaisten tripeptidien tehokkaampi vaiku-
tus verenpaineen alentamisessa antaa viitteitd siitd, ettd tehokkuuteen vaikuttaa tripeptidin lisak-

si my®s jokin muu komponentti””.

Laboratoriotdiden pohjalta solut6issd voi pohtia nestetypessi sailottyjen HUVEC-solujen sijaan
primaarisia HUVEC-soluja. Solujen nestetypessi sdilontéa tulisi pyrkid valttamiin, silld soluilla
kestdd palautua sdilonnédn aiheuttamista muutoksista. Télld tavalla solujen siirrostuskertojen ai-
kaansaamat muutokset jadvit pois. Kaupallisten HUVEC-solujen kiytdssé tulisi suosia mahdol-
lisimman pienen siirrostusnumeron omaavia soluja, silld ikddntyminen aikaansaa muutoksia so-
lujen toiminnassa (kuten geenien ilmentymisessi), jotka voivat vaikuttaa oleellisesti korkeaa ve-
renpainetta tutkittaessa. Lisdksi mediumin sisdltimien aineiden, kuten fenolipunan, vaikutusta

eri menetelmiin on hyvé pohtia ennakkoon.

Koska kaikissa kokeissa 6-ketoPGF;,-mittauksia lukuun ottamatta mitattavat pitoisuudet jaivit
menetelmin havaintorajan alapddhin, voisi suuremmalla kasvatuspinta-alalla ja soluméaaralla
yrittdd tehostaa mitattavien tuotteiden syntyd. Lisidksi tehokkaampia solujen aktivoijia, kuten

hypoksiaa, voisi pohtia paremman saannon takaamiseksi.

Tietokoneella tehtyjen tutkimusten mukaan ACEl, eNOS, ja COX-2 entsyymien kohdalla
IPP:114 suotuisin sitoutuminen tapahtui metalli-ionin (sinkin, hemin tai raudan) ldheisyyteen.
Jatkotutkimuksissa yhdeksi ndkokulmaksi voisi ottaa, milld tavalla IPP voisi ndiden metalli-
ionien vilitykselld vaikuttaa kohonneeseen verenpaineeseen. Lisdksi tietokonemallinnusta var-
ten voisi rakentaa yhden tiedoston, johon on liitetty kaikkien tutkimuksen kohteena olevien ent-
syymien katalyyttiset aminohappotihteet tai sitoutumiseen osallistuvat kohdat. Rakennettuun
tiedostoon voisi suorittaa tutkimuksessa kdytetyn telakoinnin ja arvioida sen pohjalta, milléd ent-

syymilld on suurin taipumus sitoa tripeptidid. Lisdksi AutoDock versio 4.2-ohjelman tuloksien
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verrokkina voisi kadyttdd kapropriilid, jolloin tietokonemallinnuksen tuloksia voitaisiin verrata
kdytdnnossd hyvin tunnettuun estdjdin ja pohtia timén pohjalta ohjelman antamien tulosten luo-

tettavuutta.

Tripeptidien (IPP ja VPP) vaikutus endoteelisolujen entsyymien toimintaan vaatii kuitenkin jat-
kossa lisdd tutkimuksia. Tietokonemallinnusta voidaan kidyttdd hyvini tukena laboratoriossa ta-
pahtuneiden mekanismien selvittamiseen. Lisdksi sen avulla voidaan rakentaa ennusteita, joilla
voitaneen saada taloudellisia ja ajankiytollisid hyotyjd perinteisen kokeellisen tutkimuksen rin-

nalle.
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6 JOHTOPAATOKSET

Laboratoriokokeet HUVEC-soluilla ja tietokonetutkimukset osoittivat seuraavaa:

1.

Tripeptidit IPP ja VPP saavat aikaan selkeédn pitoisuusriippuvaisen eston HUVEC-
solujen ACEl:ssé in vitro. Tietokonemallinnusten pohjalta voidaan péitelld, ettd taustal-
la on mahdollisesti IPP tripeptidin sitoutuminen karboksyylipddstd entsyymin sinkki-
ioniin cis-trans muodossa. Aikaisempien tutkimusten perusteella ACEl:n esto vaikutta-
nee endoteelisolujen tuottaman NO:n lisddntymiseen kallikreiini-kiniini-mekanismin
kautta. NO vihentdd verisuonten sileiden lihasten tonusta saaden aikaan verisuonten re-

laksoitumisen.

. Tripeptidit IPP ja VPP saavat aikaan COX-2 entsyymin eston, kun tripeptidin pitoisuus

on 50 uM. Esto tapahtuu tripeptidin pitoisuuden ollessa riittdvé ja solunsisdiseen kal-

siumpitoisuuteen ei vaikuteta.

. Tietokonemallinnukset antavat viitteitd, ettd IPP ei sitoudu eNOS:n ja arginaasi-1:n ak-

titvisiin kohtiin.

Tietokonemallinnus todettiin hyviksi tueksi laboratoriotydskentelyn rinnalle IPP:n ja
VPP:n estomekanismia tutkittaessa. Mahdolliset hyodyt ovat taloudellisia ja ajankéyt-

toon liittyvia.
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8 LITTEET

Reagenssit ja laitteet

Asetyylikoliini

Kaptopriili
Des—Argg—Bradykiniini
Natriumtetraboraatti dekahydraatti
DMSO

HCI
Hippuryyli-L-histidyyli-L-leusiini
HUVEC-solut

IPP ja VPP

Kalsiumionofori (A23187)
L-histidyyli-L-leusiini
Lipopolysakkaridi, serotyyppi 055:B5
Medium (EBM) sis. suplementit
Metanoli (>70%)

NaOH

Ortho-phtaldialdehydi

Trypsiini

Trypsiini, sis. EDTA

BCA-menetelma

cGMP EIA
Mykoplasmamaédéritys
Nitraatti/nitriitti menetelmi
NO-laite

6-keto Prostaglandin F;, EIA

Akryylikyvetit

Elatuspullo (75 cm?
Fluoresenssispektrofotometri
Hemosytometri

Kuoppalevy (96)
Kéénteismikroskooppi
Liampokaappi (+37 °C, 5 % COy)
Orbiaaliravistelija
Ravistelijat

Sentrifuugit
Sentrifuugiputket
Sonikaattori
Spektrofotometrit
Ultradéinihaude

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bachem
Sigma-Aldrich
MP Biomedicals
Sigma-Aldrich
Sigma
Clonetics™
Bachem

Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma

Lonzan

Fischer

EKA Chemicals
Sigma-Aldrich
Sigma

Lonza

Thermo Scientific

Cayman Chemicals Company
Lonza

Cayman Chemicals Company
Innovative Instruments, Inc.
Cayman Chemicals Company

Sarstedt

Corning®

Varian

Tiefe

Thermo Ficher

Olympus

ThermoForma

Heidolph

Stuart Scientific ja Ika-Labortechnik
Thermo ja Eppendorf

Thermo Scientific ja Argos Technologies

Sonics

Thermo Labsystems ja Perkin Elmer Wallac

Kerry Ultrasonics LTD
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