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Alkusanat

Taméd pro gradu —tutkielma on tehty filosofian maisterin tutkintoa varten Lidketieteellisen
teknologian instituutissa (IMT) Tampereen yliopistossa vuosina 2008-2010, osana molekulaarisen
bioteknologian tutkimusryhmén laajempaa tutkimusta. Haluan kiittdd tutkimusryhmén johtajaa
professori Markku Kulomaata sekd ohjaajaani, yliassistentti Jarkko Valjakkaa, kérsivillisestd
ohjauksesta ja tutkielmani tarkastamisesta. Lisdksi haluan lausua kiitokseni yliassistentti Martti
Tolvaselle Bioinformatiikan tutkimusryhmastd poikkeuksellisiinkin vuorokaudenaikoihin verkoitse
saamastani teknisestd tuesta. Erityisen ldmpimét kiitokset haluan osoittaa Tampereen yliopiston
Ladketieteen laitoksen mikrobiologian ja immunologian tutkimusryhmén johtajalle, professori

Mikko Hurmeelle, mahdollisuudesta tutkielmani viimeistelyyn tutkimustyoni ohessa.

Lopuksi lausun noyrét kiitokset kaikille niille nimettomille ystévilleni, joiden tuki on kantanut

minua opintielldni.



PRO GRADU -TUTKIELMA

Paikka: TAMPEREEN YLIOPISTO
Laiketieteellinen tiedekunta
Ladketieteellisen teknologian instituutti IMT

Tekija: KOTIPELTO, Tapio Edvard

Otsikko: Steroidihormonien molekulaarinen tunnistus proteiineilla
Sivumaari: 80 s.

Ohjaaja: Yliassistentti, FT Jarkko Valjakka

Tarkastajat: Professori Markku Kulomaa, ylisassistentti Jarkko Valjakka
Aika: Helmikuu 2010

Tiivistelméa

Tutkimuksen tausta ja tavoitteet: Steroidihormonien biologiset vaikutukset ovat hyvin erilaisia,
mutta niiden molekyylirakenteessa on vain véhiisid eroja. Huolimatta steroidien rakenteellisesta
samankaltaisuudesta tietyt luonnolliset proteiinit kykenevit tunnistamaan ja sitomaan steroideja
suurella sekd spesifisti ettd suurella affiniteetilla. Tdhdn mennessé téitd tunnistuskykyé ei ole saatu
siirrettyd synteettisiin molekyyleihin. Tdmé tutkielma on osa laajempaa tutkimusta, jonka tavoite on
luoda testosteronia tunnistava avidiini. Tdmén tutkielman tarkoitus on kartoittaa erityyppiset
steroideja tunnistavat luonnolliset proteiinit, koota tietoa niin niiden rakenteesta ja toiminnasta kuin
eroista ja yhtéldisyyksistd ja tutkia olisiko erilaisilla androgeenejd tunnistavilla proteiineilla
hy6dynnettivissa olevia yhteisid ominaisuuksia.

Menetelmiit: Kirjallisuuden ja tietokantojen systemaattinen ldpikdyminen eri steroideja
tunnistavien proteiinien 10ytdmiseksi; ndiden proteiinien sidontapaikkojen molekyylirakenteen
analysointi in silico eri mallinnusohjelmia hyddyntien sekd vertaileva tutkimus steroiden sidontaan
liittyvien yhteisten ja testosteronin sidonnan erityispiirteiden 16ytdmiseksi.

Tulokset: Steroideja tunnistavien proteiinen sidontapaikka voi olla niin a-heliksien, B-laskosten
kuin silmukoidenkin muodostama. Kaikkien tutkittujen steroideja tunnnistavien proteiinien
sidontapaikat ovat steroidiligandiensa tavoin padosin hydrofobisia. Niissé kaikissa on kuitenkin yksi
tai useampi polaarinen aminohappotéhde, joka solmii vetysidoksen ligandin polaarisen padteryhmin
kanssa. Kaikkien C3-karbonyylihapen omaavien steroidien reseptoreilla on ligandin
konservoituneet glutamiinitdhde heliksissd 3 ja arginiinitdhde heliksissd 5. N&mid kaksi
aminohappotdhdettd muodostavat kaikilla vetysidokset C3-karbonyylihapen kanssa. Kaikilla
steroidireseptoreilla hER-B:aa lukuun ottamatta on sidontataskussaan myds hyvin konservoitunut
fenyylialaniini. Tdma kookas hydrofobinen aminohappotdhde osallistuu ligandin rungon sidontaan.
My0s sukupuolihormoneja sitovalla proteiinilla (SBHG) on vastaava fenyylialaniinitdhde.

Johtopiaitokset: Steroidihormonien spesifi tunnistus ei ole sidoksissa tunnistavan proteiinin
sekundaarirakenteisiin. Steroidien molekulaarinen tunnistus edellyttdd tunnistavalta proteiinilta
padosin hydrofobista onkaloa, jossa on steroidin polaarisia péddteryhmid vastaavat polaariset
aminohappotédhteet. Hyvé ldhtokohta 3C-karbonyyliryhméin omaavan steroidin spesifille tunnistus-
proteiinille voisi olla steroidireseptorien arginiini-glutamiini-parin kopioiminen sidontataskuun.
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Abstract

Background and aims: Steroid hormones differ from each other greatly in the aspects of their
biological effects but have only minor differences in their molecular structures.
Nothwithstanding the structural similarity of steroids some natural recognition proteins are able
to bind steroids with both high affinity and high specificity. Thus far, the efforts to transfer this
recognition capability into synthetic molecules have been unsuccessful. This study is a part of a
project that aims to develop testosterone recognizing avidin. The aim of this study was to chart
different types of steroid recognizing natural proteins, collect information about their structure
and function as well as similarities and differences between them and investigate whether the
different species of androgen recognizing proteins have useable characteristics in common.

Methods: Systematic search through literature and databases for the different steroid
recognizing proteins; analysis of the structure of the binding sites of these proteins in silico
utilizing molecular modelling software and comparative study to find the universal features
which are related to the binding of the steroids and the ones specific for the binding of
testosterone.

Results: The binding site of a steroid recognizing proteins can be formed by alpha helices, beta
strands or as well loops. The binding sites of all steroid recognizing proteins studied here showed
to be mainly hydrophobic likewise their ligands. Nevertheless, they all include one or more
polar amino acid residues which form a hydrogen bond with the polar terminal group of the
ligand. All steroid receptors the ligand of which has the C3 carbonyl oxygen have two well
conserved amino acid residues, i.e. a glutamine residue in helix 5 and an arginine in helix 3.
These residues form hydrogen bonds with the C3 carbonyl group of the ligand. All steroid
receptors, with the exception of estrogen receptor beta, also have a well-conserved phenylalanine
residue in their binding pocket. This bulky hydrophobic residue participates in the binding of the
steroid skeleton of the ligand. The sex hormone binding globulin (SHBG) also has a
corresponding phenylalanine residue.

Conclusions: The specific recognition of steroids is not dependent on the secondary structure
of recognizing protein. The molecular recognition of steroids requires a mainly hydrophobic
cavity with a few polar amino acid residues which correspond to the polar terminal groups of the
steroid. A good starting point to the development of a protein spefic to a steroid with 3C
carbonyl group could be the copying of the characteristic arginine-glutamine residue pair of
steroid receptors to the binding pocket.
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1. Johdanto

Hormonit ovat elimistdn sdételyjirjestelmien toiminnalla valttdméttomid signaalimolekyyleja.
Niilld on voimakas vaikutus kohdesolujensa toimintaan, ja seké epdnormaalin korkeat tai matalat
hormonitasot voivat aiheuttaa vakavia sairauksia — tai indikoida sellaisia. Niinpd hormoneilla on
suuri merkitys diagnostiikassa, ja niiden pitoisuuksien mittaamiseksi on kehitetty paljon
menetelmid. Useimpien hormonien pitoisuuksille myds tunnetaan normaali vaihteluvéli
(viitealue), vaikka yksilollinen vaihtelu esim. ién, puberteetin, stressin, ravitsemustilanteen tai

vuorokausirytmin erojen takia voi olla suurta.

Steroidihormonit ovat pitoisuusmittausten kannalta ongelmallisia, silli ne muistuttavat
molekyylirakenteeltaan niin suuresti toisiaan, ettd ristiintunnistus ja muiden steroidien tuottama
taustakohina mittauksissa haittaa monen steroidihormonin tarkan erillispitoisuuden méérittdmista
esim. plasmasta. Pitoisuusmaédritysten lisdksi erditd steroidihormoneja spesifisti ja tiukasti
sitoville molekyyleille olisi terapeuttista kiyttdd. Erityisesti testosteronia spesifisti tunnistavaa

molekyylid tarvittaisiin niin diagnostiikassa kuin kliinisissékin sovelluksissa.

Taysin synteettistd tai luonnollisesta biomolekyylistd modifioitua, testosteronia riittdvan
spesifisti tunnistavaa molekyylié ei toistaiseksi ole onnistuttu kehittdmiin. Kuitenkin tiedetdén,
ettd setroideja voidaan molekulaarisesti tunnistaa ja erotella, ainakin luokittain, silli monet
luonnolliset tunnistusproteiinit sitovat vain tietyntyyppisid steroideja hyvinkin tiukasti ja silti

spesifisti.

Tadmén tutkielma on osa laajempaa tutkimusta, joka tihtdd testosteronia spesifisti tunnistavan
avidiinin kehittdmiseen. Tutkielmani tarkoitus on kartoittaa steroidien luonnollisten tunnistus-
molekyylien eroja ja yhtildisyyksid, ja selvittdd onko nididen proteiinien steroiditunnistukseen
liittyvissd rakenteissa havaittavissa yhteisid piirteitd ja millaisia ne ovat — ja mitkd niistd ovat
kaikkien steroidien tunnistamiseen liittyvid universaaleja piirteitd, mitkd taas yhteisid vain
testosteronin  tunnistamisessa ja voisivat siten olla hyddyllisida kehitteilld olevaan

testosteronispesifiin avidiiniin siirrettyina.

Luonnollisista tunnistusproteiineista tarkasteluun otettiin  kaikki sterodireseptorit seké
tirkeimméit steroideja sitovat kuljetusmolekyylit. Niiden lisdksi on kéisitelty lyhyesti
testosteronille kehitettyd monoklonaalista vasta-ainetta ja sen ohjatulla mutageneesilld

paranneltuja muunnoksia.



2. Molekulaarinen tunnistus ja reseptorit
2.1. Molekulaarinen tunnistus

Eliot biokemiallisessa mielessd ovat monimutkaisia molekyylien systeemejd, jotka kykenevit
vaihtamaan aktiivisesti ainetta ja energiaa ympdristonsd kanssa, sitomaan energiaa
ympdristostddn, luomaan  sidotun  energian  avulla  suurempia = monimutkaisten
molekyylirakenteiden keskittymid kuin satunnaisreaktiot tuottaisivat, ylldpitiméén ja lisddmadn
nditd rakenteita sekd tuottamaan lisdd kaltaisiaan itsendisid systeemejd. Jotta elidt voisivat uuttaa
energiaa ympdristostdén ja sitoa sen monimutkaisten molekyylirakenteiden luomiseen, tdytyy
elididen sisdisten kemiallisten reaktioiden, biokemiallisten reaktioiden, tapahtua koordinoidusti:
ketjutetusti maarittyja polkuja pitkin, tarkoituksenmukaiseen suuntaan ja sdddellysti. Tamin
mahdollistaa monien biomolekyylien taipumus valikoivaan sitoutumiseen, eli biomolekyylien
sitoutumiseen non-kovalenttisesti tiettyyn kohdemolekyyliin tai tiettyyn ryhmédn toisiaan
muistuttavia kohdemolekyylejd suuremmalla affiniteetilla kuin muihin molekyyleihin. T&ti
biomolekyylien taipumusta sitoa valikoivasti muttta non-kovalenttisesti muita molekyyleja

kutsutaan molekulaariseksi tunnistamiseksi (Gellman 1997: 1231).

Molekulaarisen tunnistamisen spesifisyys on suhteellista, ja sithen vaikuttavat molekyylien
pariutumisessa syntyvien sidosvoimien lujuus sekd muiden ldsnéd olevien sitoutumiskelpoisten
molekyylien kuin kohdemolekyylien maiérd, ja sitd kuvaa aika jonka tunnistava ja
kohdemolekyyli keskimédrin pysyvdt sitoutuneena. Mitd enemmén energiaa vapautuu
molekyylien sitoutumisessa, sitd suurempi energia tarvitaan irrottamaan ne uudelleen toisistaan,
ja mitd enemmén energiaa molekyylien erottamiseen tarvitaan, sitd pitempéddn ne keskimairin
pysyvit sitoutuneena — ja edelleen, mitd pitempain tietyntyyppinen kohdemolekyyli keskiméérin
pysyy sitoutuneena tunnistavaan molekyyliin, ja mitd vdhemméin on olemassa (tai ldsni)
muuntyyppisid kilpailevia sidottavia, sitd todenndkdisemmin on tunnistavaan molekyyliin milla

tahansa tarkasteluhetkelld sitoutuneena juuri oikeantyyppinen kohdemolekyyli.

Molekulaarista tunnistamista tiedetddn luonnossa esiintyvin mm. seuraavilla pareilla (tunnistava
molekyyli ensin mainiten, tunnistettava/sidottava jalkimmaisend): entsyymit ja niiden substraatit,
reseptorit ja niiden ligandit, vasta-aineet ja antigeenit, erdit synnynndisen immuunijdrjestelmin
proteiinit ja mikrobeille vaan ei tunnistavan proteiinien tuottajaelidlle tyypilliset sokerit (esim.
lektiini ja mannoosi), erddt luonnolliset antibiootit ja niiden kohdemikrobeille tyypilliset
molekyylirakenteet (esim. vankomysiini ja gram-positiivisten bakteerien soluseindn molekyylien

esiasteet) sekd kuljetusproteiinit ja niiden kuljettamat molekyylit (esim. plasman sukupuoli-



hormoneja sitovat proteiinit ja sukupuolisteroidit sekd albumiini ja monet hydrofobiset
molekyylit, sukupuolisteroidit mukaan lukien); lisdksi molekulaarista tunnistusta tarvitaan
monissa nukleiinihappojen toimintaan liittyvissd tapahtumissa kuten DNA:n pariutumisessa
kaksijuosteiseksi (DNA-DNA-tunnistus), DNA:n sekd transkriptiossa ettd replikaatiossa
(proteiini-DNA-tunnistus), introneiden poistamisessa RNA:sta (sekd RNA-RNA-tunnistus ettad
proteiini-RNA-tunnistus) ja translaatiossa (sekd RNA-RNA-tunnistus ettd proteiini-RNA-
tunnistus). Molekulaarista tunnistusta hyddynnetddn laajasti myOs 1) lddketieteessd, missa
pyritddn 16ytdmiin ja kehittimdin sellaisia lddkeaineita, jotka sitoutuvat spesifisti esim. solujen
reseptoreihin, vain sydpésoluille tyypillisiin pintaproteiineihin, hillittdviin entsyymeihin tai

patogeeneihin sekd 2) bioteknologiassa.

Nukleiinihappojen keskindisessd tunnistuksessa komplementaariset juosteet “tunnistavat”
toisensa nukleotidien emédsosien vilisten vetysidosten avulla, ja sidoskulmat ovat energeettisesti
optimaaliset ja siten sidokset lujimmat vain tiettyjen emdisparien, vastinemdsten, valilla.
Vastinemiksistd adeniini ja (DNA:n) tymiini tai (RNA:n) wurasiili sitoutuvat kahdella
vetysidoksella, guaniini ja sytosiini kolmella; emisosan pariutuminen minkdin muun emésosan
kuin vastineméksensd kanssa johtaa epdoptimaalisiin sidoskulmiin ja siten pienemmalla
ulkoisella energialla purkautuvaan eli keskimiirin lyhytikdisempédén sitoutumiseen. Niinpa
nukleiinihapoilla suurin sidosvoima ja siten pysyvin sidos syntyy kahden sellaisen juosteen
vililld, joissa yhden juosteen kaikki emikset ovat toisen juosteen vastinemdksid. (Watson &
Crick 1953). Proteiineilla tunnistukseen vaikuttaa useampia tekijoitd, joita kasitellddn 1dhemmin

seuraavassa luvussa, samoin kuin edelld mainittua vetysidosta.

2.2. Molekulaarinen tunnistus proteiineilla

Proteiineilla tunnistus perustuu erityisen tunnistuskohdan (sitoutumiskohdan) ja tunnistettavan
molekyylin viélisiin heikkoihin vuorovaikutusvoimiin. Tunnistavan proteiinin puolelta ndihin
vuorovaikutuksiin osallistuvat sekd tunnistuskohdan aminohappotihteiden sivuketjut etté
peptidisidosten ne osat, jotka voivat muodostaa vetysidoksia tunnistettavan molekyylin kanssa.
Tunnistukseen (tunnistettavan molekyylin sidontaan) osallistuvat aminohappotihteet ja
peptidisidokset voivat sijaita tunnistavan proteiinin sekvenssissd kaukanakin toisistaan, mutta
proteiinin aktiivisessa konformaatiossa ne ovat niin lihekkéin, ettd muodostavat tunnistettavan

molekyylin mentévin kolmiulotteisen tunnistuskohdan.

Seka tunnistuksen spesifisyyteen ettd tunnistavan proteiinin ja tunnistettavan molekyylin vélisten

sidosvoimien lujuuteen (affiniteettiin) vaikuttavat tunnistettavan molekyylin koko ja muoto seka



heikot vuorovaikutusvoimat. Heikkoja vuorovaikutusvoimia ovat vetysidokset, van der Waalsin
voimat ja hydrofobiset vuorovaikutukset. Niistd vetysidoksilla katsotaan olevan merkitysti
erityisesti tunnistuksen spesifisyydelle, kun taas affiniteetin arvellaan johtuvan suurimmaksi
osaksi van der Waalsin voimista. Proteiinien avaruusrakenteen ylldpitdmisessd sekd proteiinien
tai peptidien keskindisessd tunnistamisessa, esim. proteiinin alayksikdiden sitoutumisessa
toisiinsa, sitoutumista lujittavat myos varautuneiden aminohappotihteiden viliset ionisidokset eli
suolasillat ja kysteiinitdhteiden sulfthydryyliryhmien pareittain muodostamat kovalenttiset
rikkisillat (R;-Cys-SH + HS-Cys-R; — R;-Cys-S-S-Cys-R;). Téssd tutkielmassa keskitytddn

steroideja tunnistavien proteiinien ja steroidien vilisiin heikkoihin vuorovaikutusvoimiin.

Tunnistettavan molekyylin sitominen voi olla luonteeltaan staattista tai dynaamista. Staattinen
sitominen tarkoittaa, ettd sitominen ei muuta tunnistavan proteiinin konformaatiota;
dynaamisessa sitomisessa sidottavan molekyylin ja tunnistuskohdan véliset vuorovaikutusvoimat
siirtdvit tunnistuskohdan sidontaan osallistuvia aminohappotéhteitd ja peptidisidokset, ja ndiden
paikanmuutokset vilittyvdt koko tunnistavaan proteiiniin saaden aikaan laajemman
konformaatiomuutoksen. Reseptoreilla ligandin sitoutumisesta seuraava konformaatiomuutos
johtaa signaalin vélittymiseen eteenpdin solussa tai solun toiminnan muuttumiseen signaalin
edellyttimalld tavalla. Solukalvon reseptoreilla konformaatiomuutos vilittyy sitovasta (solun
ulkopuolisesta) osasta solun siséiseen osaan, mikd puolestaan aktivoi signaaliketjun sytosolisia
molekyylejé ja siten siirtdéd signaalin solun ulkopuolelta sisille ilman signaalin tuoneen ligandin
vierailua solun sisdlld Solunsisdisilld reseptoreilla konformaatiomuutos taas voi johtaa joko
samankaltaiseen signalointireitin seuraavan portaan aktivoitumiseen kuin kalvoreseptoreilla tai
reseptorin muuttumiseen aktiiviseksi transkriptiotekijiksi — DNA-juostetta spesifisti tunnistavien
osien kéddntyessd esiin joko suoraan konformaatiomuutoksen seurauksena tai muodostuessa esim.
konformaatiomuutoksen mahdollistaman dimerisaation kautta. Oma lukunsa tunnistettavan
molekyylin sitoutumisen tunnistavassa proteiinissa indusoimissa muutoksissa ovat jilleen
entsyymit, joilla substraatin sitoutumisen aiheuttama entsyymissé konformaatiomuutoksen, joka
puolestaan védntdd sitoutuneen substraatin epédvakaaseen transitio- eli siirtymétilaan, josta

poistuessaan substraatti lapikdy entsyymin katalysoiman reaktion.

2.2.1. Sitoutumiskohta versus ligandin koko ja muoto

Tunnistavien proteiinien rakenteessa on siis tietty kohta, johon tunnistettava molekyyli sitoutuu.
Entsyymeilld tdtd kohtaa nimitetdén aktiiviseksi keskukseksi, reseptoreilla ja vasta-aineilla
sitoutumiskohdaksi. Jos tunnistettava molekyyli on suurikokoinen (samaa kokoluokkaa

tunnistavan kanssa, kuten proteiinin alayksikdiden tai kahden proteiinin telakoituessa) on
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sitoutumiskohta yleensd tunnistavan proteiinin pinnalla. Stites (1997: 1235) linjaa, ettd
useimmissa tapauksissa kummankin toisiinsa sitoutuvan proteiinin sitoutumisalue on
ympdristdddn (proteiinin muuta pintakerrosta) hydrofobisempi. Poikkeuksen proteiinien pinnan
kautta tapahtuvasta vuorovaikutuksesta muodostavat sellaiset entsyymit, joiden substraatti on
toinen proteiini — esim. proteaasit ja kinaasit — joilla tunnistus ja katalyysi ei kohdistu koko
kohdeproteiiniin vaan niin lyhyeen osaan aminohapposekvenssid, ettd se mahtuu syvemmalla

olevaan aktiiviseen keskukseen.

Kun tunnistettava molekyyli on huomattavasti tunnistavaa proteiinia pienempi tai tunnistus
kohdistuu vain lyhyeen osaan kohdeproteiinin sekvenssid, on tunnistava alue syvemmalld
proteiinin sisélld, mutta tdlloinkin (tunnistavan proteiinin aktiivisessa konformaatiossa)
proteiinin pintaan aukeava. Téllainen syvemmadlld sijaitseva sitoutumiskohta voi olla esim.
lahekkiisten a-heliksien véliin jadva sidontatasku tai tynnyriproteiinin keskelle jddva onkalo.
Téllainen sidontakohta on kooltaan ja muodoltaan sellainen, ettd 1) tunnistettava molekyyli
(reseptorin ligandi) mahtuu siithen ja 2) sekd etdisyydet ettd sidoskulmat sidontakohdan
komponenttien ja ligandin vililld ovat optimaaliset. Optimaalisista etdisyyksistd ja sidoskulmista
seuraa, ettd sidosvoimat ovat suurimmat kun tunnistuskohdassa on juuri se molekyyli, jota
proteiini spesifisti tunnistaa, ja vastaavasti pienemmét jonkin muun tunnistuskohtaan
mahtuakseen tarpeeksi pienen molekyylin siithen sattuessa. Vastaavasti tunnistettava molekyyli
on kooltaan ja muodoltaan sellainen, ettd 1) se mahtuu kulkeutumaan sidontakohtaan ja
sitoutumaan sithen, 2) sitoutuu optimaalisten etdisyyksien ja sidoskulmien ansiosta
sidontakohtaan voimakkaammin kuin muut sithen mahdollisesti mahtuvat molekyylit. Tadma
edellyttdd ligandilta paitsi oikeaa kokoa ja muotoa sidontakohtaan mahtumiseksi, myds sité, ettd
ligandissa on sidontakohdan komponentteja ominaisuuksiltaan (hydrofobisuus/polaarisuus,
varaus, vetysidoksia muodostavat ryhmit) vastaavat ryhmét sidontakohdan komponentteihin

nihden oikeissa paikoissa paikoissa.

2.2.2. Vetysidokset

Vetysidokset eivdt nimestddn huolimatta ole varsinaisia kemiallisia sidoksia vaan
elektrostaattisia vuorovaikutuksia, ja ne ovat huomattavasti kovalenttisia sidoksia heikompia.
Silti ne ovat yksittdin tarkastellen vahvimpia sidontakohtien ja tunnistettavien molekyylien
vilisistd kolmesta heikosta vuorovaikutusvoimasta: yksittdisen vetosidoksen energia on Pereira
de Jésus-Tranin ja muiden (2006: 991) mukaan nyrkkisddntond n. kaksinkertainen keskimié-
rdiseen kahden atomin véliseen van der Waals —vuorovaikutukseen verrattuna. Vetysidos voi

syntyd kahden polaarisen molekyylin tai saman polaarisen molekyylin eri osien vilille. Sidos
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syntyy, kun elektroniaffiniteetiltaan suuri, kovalenttisessakin molekyylissd negatiivisen osittais-
varauksen omaava atomi kuten happi, joutuu ldhelle vetyd (joissain tapauksissa my0s muuta
elektroniaffiniteetiltaan heikkoa atomia) joka on sitoutunut kovalenttisesti toiseen elektroni-
affiniteetiltaan selvisti itseddn vahvempaan atomiin (biomolekyyleissé tavallisimmin happeen tai
typpeen, joskus myods rikkiin). Siind missd hapella on taipumusta omia kovalenttisisssakin
yhdisteissad yhteisid sidoselektroneja tasajakoa pidemmaiksi ajaksi omaan verhoonsa ja hankkia
siten keskimddrdinen negatiivinen osittaisvaraus (o ), kiyttdytyy vety pdinvastoin. Vedylld on
heikon elektroniaffiniteettinsa takia taipumus saada positiivinen osittaisvaraus (") milloin se on
kovalenttisesti sidoksissa elektroniaffiniteetiltaan itseddn vahvemman atomin kanssa, koska
sidoskumppani vetdé yhteisid sidoselektroneja omalle puolelleen enemmén kuin vety. Erimerk-
kiset varaukset vetdvit toisiaan puoleensa, joten yhden molekyylin positiivisen osittaisvarauksen
omaava vety ja toisen molekyylin negatiivisen osittaisvarauksen omaava atomi (tavallisimmin
happi) alkavat lihekkdin joutuessaan vetdd toisiaan puoleensa. Téméa erimerkkisten varausten
vilinen vetovoima sitoo molekyylit 16yhésti yhteen, koska varausten vilinen vetovoima ei
useimmiten ole riittdvédn suuri irrottamaan vetyé kovalenttisesta sidoskumppanistaan. Emomole-
kyyliinsd kovalenttisesti ja naapurin happeen sidhkdisin vetovoimin sitoutunut vety toimii siis
siteend molekyylien vililld. Sitd elektronegatiivisempaa atomia, johon vety on sitoutunut
kovalenttisesti, kutsutaan vetysidoksen donoriksi eli luovuttajaksi, ja vetyd negatiivisella
varauksellaan puoleensa vetdvdd atomia kutsutaan akseptoriksi eli hyvéksyjdksi tai

vastaanottajaksi. (Pattabhi & Gautham 2002: 10-11.)

Vetysidos on siis mahdollinen vain polaaristen molekyylien vélilld, ja vain niiden molekyylin
osien vililld, joissa esiintyy atomien elektoniaffiniteettierojen seurauksena paikallisia
vastakkaismerkkisid osittaisvarauksia. Tdstd seuraa, ettd tunnistavan proteiinin sidontakohdassa
vetysidoksia voi syntyéd vain ligandin polaaristen ryhmien ja niiden ldhelld olevien polaaristen
aminohapposivuketjujen tai ligandin polaaristen ryhmien ja niiden ldhelld olevien peptidisidosten
viélille. Aminohappotéhteistd vetysidoksiin voivat osallistua 1) akseptoreina sivuketjultaan
(fysikaalisissa olosuhteissa) negatiivisesti varautuneet aspartaatti (Asp, D) ja glutamaatti (Glu,
E), 2) donoreina sivuketjultaan (fysikaalisissa olosuhteissa) positiivisesti varautuneet lysiini
(Lys, K), histidiini (His, H) ja Arginiini (Arg, R) sivuketjujensa aminoryhmilld (-NH;) ja 3) seka
akseptoreina ettd donoreina sivuketjultaan polaariset mutta varauksettomat seriini (Ser, S),
treoniini (Thr, T), kysteiini (Cys, C), asparagiini (Asn, N) ja glutamiini (Gln, Q). Seriinilld ja
treoniinilla vetysidoksiin voi osallistua sivuketjun hydroksyyliryhméd (-OH), kysteiinilld
sulfhydryyliryhmad (-SH) ja sekd asparagiinilla ettd glutamiinilla akseptorina sivuketjun
karbonyyliryhmén (-C=0) happi ja sekd akseptorina ettd donorina aminoryhmén (-NH,) typpi.



Peptidisidoksista vetysidoksiin voivat puolestaan osallistua akseptoreina karbonyyliryhmien
happiatomit ja sekd donoreina ettd akseptoreina peptidirungon typpiatomit (...-NH-CR,;-CO-...).
Babine ja Bender (1997: 1462) arvioivat, ettdi proteiineissa ldhes kaikki vetysidoksia
muodostamaan kykenevit ryhmét my0s tekevét niin (toistensa kanssa), ja nekin harvat jotka

eivit, vuorovaikuttavat samoin vesimolekyylien kanssa.

Myos vesimolekyylit — luonnostaan polaarisina ja sekd happi- ettd vetyatomeja siséltdvind —
solmivat vetysidoksia keskendinkin, ja ne voivat myods vilittdd” vetysidoksia kahden liian
etddlld toisistaan olevan mutta vetysidoksiin osallistumaan kykenevdn molekyylin vililla
toimimalla toiselle vetysidoksen akseptorina ja toiselle donorina. Edelleen, vesimolekyylit voivat
myo0s stabiloida molekyylien vilisid vetysidoksia ylldpitimalla sidoskumppanien orientaatiota ja

paikallisvarausten sdilymistd solmimalla omia vetysidoksiaan niiden kanssa.

Vetysidokset ovat heikkoja, ja niiden voima heikkenee eksponentiaalisesti donorin ja akseptorin
vélisen etdisyyden kasvaessa. Babinen ja Benderin (1997: 1461) mukaan vetysidoksen
voimakkuuden riippuvuutta etdisyydesti kuvaa suhde 1/r’, missd r on donorin ja akseptorien
ytimien keskipisteiden etdisyys toisistaan. Vahvimmillaan vetysidos on, kun akseptori ja donori
ovat 2,5-3 A etiisyydelld toisistaan, ja Babine ja Bender toteavat vetysidoksen heikkenevin 10-
15% sen venyessd 0,3 dngstromid optimistaan. Vaikka vetysidosten voima heikkeneekin nopeasti
etdisyyden kasvaessa, ovat ne kuitenkin pitempié kuin kovalenttiset. Liséksi ne ovat kovalenttisia
sidoksia joustavampia etdisyyden suhteen, ja syntyvét purkauduttuaankin helposti uudestaan, ja
siten sallivat akselinsa suunnassa suurempia poikkeamia optimista purkautumatta lopullisesti.
Vetysidoksen lujuuteen (sidosenergiaan) vaikuttaa donorin ja akseptorin keskindisen etdisyyden
lisdksi myos sidoskulma. Pereira de Jésus-Tran ja muut (2006: 989) toteavat yleistden, ettd
vetysidos on optimaalinen, kun akseptori, vety ja donori ovat samalla suoralla linjalla toisiinsa
ndhden, ja pienet (alle 20° asteen) poikkeamat oikokulmasta ovat vdhdmerkityksisid, kun taas

poikkeaman ylittdessd 20° sidoksen lujuus heikkenee nopeasti, ollen 90° kulmalla jo nolla.

2.2.3. Van der Waalsin voimat

Van der Waalsin voimat eli van der Waalsin vuorovaikutukset ovat atomien vélisid
elektrodynaamisia vuorovaikutuksia, vetysidostakin heikompia sdhkoisid vetovoimia, joita
syntyy atomien ja molekyylien erimerkkisten varausten vélille ilman ioni- tai kovalenttisen
sidoksen muodostumista tai vélittivda (vety)atomia. Kirjallisuudessa nimitetddn toisinaan
kaikkia van der Waals —vuorovaikutuksia myds dispersiovoimiksi, mutta toiset ldhteet varaavat
tdmédn nimityksen koskemaan vain van der Waals -vuorovaikutusten sellaista erikoistapausta,

jossa tilapdisdipolit interaktoivat keskenddn. Van der Waals -vuorovaikutuksiin voivat nimittiin
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osallistua sekd ionit, kokonaisvaraukseltaan neutraalit mutta pysyvisti polaariset molekyylit
paikallisilla osittaisvaruksillaan (c *, o °) etti (normaalisti) poolittomien molekyylien
muodostamat tilapéisdipolitkin. Lihteet, jotka kayttdvit kdsitettd dispersiovoima synonyymina
kaikille van der Waals -voimille, kutsuvat tilapdisdipolien vilisid van der Waals-
vuorovaikutuksia London-voimiksi tai London-Waals-voimiksi. Tédssd tutkielmassa noudatetaan
kiytantdd, jossa dispersiovoima tarkoittaa vain tilapdisdipolien vilisid van der Waals -
vuorovaikutuksia. Tilapéisdipoleja ja niiden vilisid sdhkdisid vetovoimia syntyy, kun kahden
lahekkdin olevan atomin elektroniverhojen vélinen repulsio ja elektronien litkkeen
satunnaisvaihtelu synnyttdvét atomissa tai molekyylissd heikkoja hetkellisid paikallisvarauksia,
jotka puolestaan indusoivat heikot itselleen vastakkaismerkkiset varaukset naapuriatomiin tai
naapurimolekyylin 1dhinnd oleviin kohtiin, jolloin atomit tai molekyylit alkavat vetdd toisiaan
puoleensa kohdakkain olevien erimerkkisten paikallisvarausten vélisin vetovoimin ja samalla
stabiloivat toistensa tilapdisdipoleja. Van der Waalsin voimia voi siis esiintyd minkd tahansa
kahden atomin — siis sekd varautuneiden ettd neutraalien ja neutraaleista sekd polaaristen etti
poolittomien molekyylien — vélilli, jos atomit ovat riittdvén ldhelld toisiaan. (Pattabhi &
Gautham 2002: 10-11.) Babinen ja Benderin (1997: 1462-1463) mukaan van der Waalsin
voimien ja etidisyyden viistd riippuvuutta kuvaa suhde 1/r° missi r on vuorovaikutukseen
osallistuvien atomien keskipisteiden vélinen etdisyys. Vuorovaikutukseen osallistuvien atomien
vilisen etdisyyden alaraja, van der Waalsin sdde, on laskettavissa yksittdisille atomeille — mutta
suurin mahdollinen etdisyys erityisesti molekyylien osana olevien atomien vilisille van der
Waalsin vuorovaikutukselle riippuu ympéristostd ja emomolekyylin tyypistd, ollen kuitenkin
suurempi kuin vetysidoksilla vaikka heikkeneekin etéisyyden kasvaessa nopeammin. (Pattabhi &

Gautham 2002: 10-11.)

Van der Waalsin voimat vaikuttavat siis vetysidostakin pitemmiltd etdisyyksiltd, eivitkd ole
erimerkkisten varausten vélisind suorina vetovoimina — ilman tarvetta samanmerkkisié varauksia
yhdistdville kolmannelle (vety)atomille ja siten kolmen atomin lineaarisuudelle - samalla tavoin
kriittisid kulman suhteen kuin vetysidos. Reseptorien sidontakohdissa van der Waalsin voimia
voi siten esiintyd reseptoriproteiinin minkd tahansa atomin ja ligandin minka tahansa osan valilld
kunhan etdisyys on sopiva. Niinpd, vaikka van der Waalsin voimat yksittdin ovatkin
vetysidoksiakin heikompia, niitd on yleensd lukumdiiréisesti ylivertainen joukko verrattuna
vetysidoksiin, joita voi syntyd vain tietyntyyppisten atomien osuessa oikealle etdisyydelle ja
oikeaan kulmaan toisiinsa ndhden. Tdmin vuoksi van der Waalsin voimien summavaikutus on
suurempi kuin vetysidosten tai hydrofobisten vuorovaikutusten, ja van der Waalsin voimien

katsotaankin vastaavan sitoutumisen affiniteetista. Pereira de Jésus-Tran ja muut (2006: 996)



arvioivatkin, ettd yhteenlasketut van der Waalsin voimat ovat merkittdvimmaét
vuorovaikutusvoimat androgeenireseptorin ja sen ligandin (androgeenin) vélilld ja kattavat talla

parilla yli kaksi kolmaosaa kaikesta ligandin ja reseptorin vélisten sidosten energiasta.

2.2.4. Hydrofobiset vuorovaikutukset

Hydrofobiseksi vuorovaikutukseksi kutsutaan ilmidtd, jossa polaarinen ympdristd — kuten
vesiliuos — hylkii poolittomia, hydrofobisia molekyylejd tyontiden ne toistensa ldhelle siten, etti
niiden yhteinen polaarisen ympériston kanssa vuorovaikuttava pinta-ala minimoituu. Ajavana
voimana on entropian maksimoiminen, silli joka puolelta polaarisen liuottimen ympardima
pooliton molekyyli pakottaa suuren midrdn polaarisia liuotinmolekyylejd jarjestdytymiin
poolittomaan molekyyliin ndhden neutraaliin asentoon, mikd taas pakottaa vield suuremman
joukon niitd liuoksen puolelta ympérdivia polaarisia liuotinmolekyylejd jérjestdytymédin
osittaisvarausten vilisten vuorovaikutusvoimien sanelemiin asentoihin — eli  poolittoman
molekyylin l4sndolo polaarisessa liuoksessa heijastuu laajalle liuokseen liuotinmolekyylien
jarjestdytymisend, jolloin systeemin kokonaisentropia vihenee. Systeemin kokonaisentropia on
suurin silloin kun poolittomat molekyylit ovat yhdessé jolloin niiden summavaikutus liuoksen
polaariisiin molekyyleihin on pienin ja mahdollisimman suuri mddrd liuottimen polaarisia
molekyylejd on jirjestdytyméttomaissé tilassa. Aminohapoista hydrofobisimpia — ja sellaisina
edullisimpia kumppaneita hydrofobiseen vuorovaikutukseen — ovat sellaiset, joiden sivuketjut
ovat suuria ja koostuvat vain hiili- ja vetyatomeista, esim. alifaattisista leusiini (Leu, L) sekd

Isoleusiini (Ile, 1) ja aromaattisista fenyylialaniini (Phe, F).

2.3. Reseptorit

Reseptorilla voidaan biolddketieteellissdkin yhteyksissd tarkoittaa eri asioita. Kontekstistid ja
termin kayttdjastd riippuen silld voidaan tarkoittaa 1) aistinelinten soluja tai niiden osia, jotka
vastaanottavat ympdristostd fysikaalisia &drsykkeitd ja reagoivat drsykkeisiin ldhettden
informaatiota (hermoimpulsseja) drsykkeistd kohti keskushermostoa (Nienstedt ym. 2004: 475);
2) hermosolujen liittymékohdissa, synaptisissa raoissa, vastaanottajapuolella olevan hermosolun
pinnan vastaanottomolekyylejd jotka tunnistavat impulssin kulkusuuntaan edellisen hermosolun
synaptiseen rakoon vapauttaman vilittdjdaineen (Nienstedt ym.: 73), 3) yleisemmin kaikkien
muidenkin solujen sekd solukalvolla olevia ettd solunsisdisid signalointijdrjestelmin
vastaanottajaproteiineja, jotka tunnistavat elimiston viestintd- ja sditelyjarjestelmiin kuuluvia
signaalimolekyyleja  kuten hormoneja ja  vélittdjdaineita; 4) jélleen rajatummin
immuunijdrjestelmén solujen pintaproteiineja, jotka tunnistavat esim. antigeenejd ja vieraita
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molekyylirakenteita (Janeway et al. 2005: 48) tai 5) eri tavalla rajaten: kaikkia solukalvon — ja
vain solukalvon — vastaanottajaproteiineja, jotka tunnistavat signaalimolekyylejd vélittden
signaalin soluun ja jéttden signaalimolekyylin ulkopuolelle tai tunnistavat ravinteita (esim.
glukoosia) ja muita soluun sisélle otettavia molekyyleji ja siirtdvit ne soluun sisdlle (Alberts et
al. 2002: 831-833). Tissd tutkielmassa reseptorilla tarkoitetaan signalointijdrjestelman
vastaanottajamolekyylejd (edelld esitellyistd merkitys 3), erityisesti hormoneja tunnistavia

proteiineja.

Signalointijérjestelmén reseptorien tunnistamat molekyylit, ligandit, muodostavat laajan ja
heterogeenisen joukon erilaisia monisoluisten elididen sisdisessd viestinndssdin kayttamia
signaalimolekyylejd. Jo pelkédstddan hormonit ovat niin kemiallisilta ominaisuuksiltaan kuin
kooltaan ja muodoltaankin hyvin epdyhtendinen ryhmd. Hormoneihin kuuluu niin lipideja,
aminohappojohdoksia kuin peptideji ja proteiinejakin, ja niiden molekyylimassatkin vaihtelevat
testosteronin (steroidi; pddosin hydrofobinen lipidi) n. 288 daltonista insuliinin (proteiini) n.
5800 daltoniin. Myd&s reseptorien sijainti vaihtelee: jotkin hoitavat tehtidvddnsd solukalvolla,
toiset sytoplasmassa ja kolmannet tumassa; odottavatpa jotkin ligandiaan sytoplasmassa ja
siirtyviat sen kohdattuaan tumaan. Lisdksi ligandinsa sitoutumisen aktivoimien reseptorien
toiminta on sekin monimuotoista: jotkin reseptorit ovat kinaaseja, jotka aktivoiduttuaan
(ligandinsa sidottuaan) aktivoivat jonkin toisen entsyymin fosforyloimalla sen, toiset ovat
transkription sdételytekijoitd jotka sitoutuvat DNA:oon, jotkin taas ovat kuljetusproteiineja jotka
siirtdvdt oman ligandinsa solukalvon ldpi sisdlle soluun tai aktivoivat solukalvon
ionikanavaproteiinin aukeamaan tai aktivoivat muun solukalvon ldpédisevdn kuljetusproteiinin
vastaanottamaan ja siirtiméddn omia ligandejaan soluun. Alberts ja muut (2002: 831-833, 832 fig.
15-1 A) jakavat reseptorin vilittimédn signaalin vaikutukset kolmeen tyyppiin sen mukaan
millainen molekyyli on signaalin lopullinen kohde eli signalointiketjun pédtepiste: 1) jos
kohteena on solun aineenvaihduntaan liittyva entsyymi, vaikutus kohdistuu suoraan solun omaan
aineenvaihduntaan, 2) jos kohteena on transkripiton séételytekijd tai reseptori itse on sellainen,
muuttuu solun geeniekspressio, mikd taas voi vaikuttaa solun omaan aineenvaihduntaan,
kasvuun tai jakautumiseen tai solun ulkopuolelleen erittdmien proteiinien laatuun ja miédrdan, ja

3) jos kohteena on solun tukirangan proteiini, muuttuu solun muoto tai liike.

Kun ligandien kemialliset ominaisuudet ovat hyvin vaihtelevia, kun erot ligandien koossa
(molekyylimassalla mitaten) ovat yksin hormonireseptoreillakin 20-kertaisia ja kun niin
reseptorien sijainti solussa tai solun kalvolla kuin toimintakin vaihtelevat suuresti — ainoan
yhteisen nimittdjdn ollessa kyky tunnistaa ja sitoa jokin viestimolekyyli enemmaén tai vihemméan

spesifisti — ovat reseptoritkin varsin laaja ja hajanainen ryhmi. Ne onkin niputettu saman
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ylakésitteen (reseptori) alle yksinomaan tehtdvinsd perusteella. Kaikille signaalijdrjestelmin
reseptoreille on yhteistd, ettd ligandin sitoutuminen signaalijdrjestelmén reseptoriin johtaa
signaalin vélittymiseen soluun ja aiheuttaa muutoksia solun toiminnassa. Toisaalta
samantyyppisid molekyylejd, esim. steroidihormoneja, tunnistavat reseptorit voivat olla

suurestikin toistensa kaltaisia.

3. Steroidihormonit ja niita tunnistavat proteiinit

3.1. Steroidihormonien luokat

Steroidihormonit ovat joukko molekyylirakenteeltaan toisiaan muistuttavia mutta fysiologisilta
vaikutuksiltaan hyvin erilaisia systeemisid signaalimolekyylejd. Nisdkkéiden steroidihormonit
voidaan jakaa sekd vaikutustensa ettd molekyylirakenteensa perusteella kuuteen luokkaan.
Klassiset viisi luokkaa ovat: androgeenit, estrogeenit, progestiinit, glukokortikoidit ja mineralo-
kortikoidit. (Norman & Litwack 1997: 51). Kuudennen luokan muodostavat Normanin ja
Litwackin (51, 267) mukaan alun perin vitamiiniksi, sittemmin prohormoniksi luokitellun D;-
vitamiinin metaboliitit. Vitamiini Ds;:n metaboliiteista selkeimmin hormonaalisia funktioita
omaavat ja biologisesti aktiivisimmat, 1a,25-dihydroksivitamiini D3 ja 24,25-dihydroksivitamiini
D;, eivdt kuitenkaan omaa samaa ehyttd neljan renkaan steraanirunkoa kuin muut steroidi-
hormonit (Norman & Litwack: 53 fig. 2-3, 267, 269 t. 9-4). Téssd tutkielmassa tarkastellaan
steraanirunkoisten hormonien ja niitd tunnistavien proteiinien vilisid vuorovaikutuksia, joten

jiljempéna keskitytddn perinteisiin viiteen luokkaan kuuluviin steroidihormoneihin.

Kahden ensimmaéisen luokan steroidihormoneja, androgeeneji eli miessukuhormoneja ja
estrogeeneji eli naissukuhormoneja, tuottavat sekd sukurauhaset ettd lisimunuaiskuori. Miehilld
pddosa androgeeneistd tuotetaan kiveksissd. Lisdksi kohdekudoksissa tapahtuu merkittdvaa
testosteronin ~ konversiota ~ kivestenkin  tuottamaksi,  biologisesti  aktiivisemmaksi
dihydrotestosteroniksi (DHT). Androgeenien ensimmadinen tehtdva on ohjata sikion kehittymisté
miespuoliseksi; myOhemmin ne vaikuttavat sekund&éristen maskuliinisten sukupuoli-
riippumatta kiithdyttdvét proteiinisynteesid ja anaboliaa sekd stimuloivat luiden ja lihasten

vahvistumista.

Androgeenit sditelevit omaa tuotantoaan inhiboimalla hypotalamuksen gonadoliberiinin (GnRH)
ja aivolisdkkeen etulohkon lutropiinin (LH) eritystd. Miehilld androgeeneji tuotetaan ja vapautuu
murrosidn jilkeen suhteellisen tasaisella nopeudella, naisilla tuotanto on syklistd. (Norman &

Litwack 1997: 345, 347 t. 12-3; Griffin & Wilson 2002: 716-717 sekd Greenspan & Gardner
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2004: 483-484.) Koska aivoissa on androgeenireseptoreita muuallakin kuin suoraan
androgeenituotannon sditelyyn liittyvilld alueilla (Cone et al. 2002: 134) arvellaan androgeeneilla
olevan psyykkisidkin vaikutuksia: niiden véitetddn lisddvin hyokkédvyyttd ja alentavan
impulssinpidétyskykyé yhtddltd parantaen aloitekykyd mutta toisaalta heikentden harkintakykya.
Kaikki tutkimukset eivdt tue nditd kdsityksid ainakaan hyokkididvyyden osalta (O’Connor et al.

2004: 2840-2841).

Estrogeeneja eli naissukuhormoneja tuottavat niin ikdin sukurauhaset ja lisémunuaiskuori;
naisilla pddosan estrogeeneistd tuottavat munasarjat. Estrogeenien tehtdvid ovat sekundédristen
naispuolisten sukupuoliominaisuuksien kehitys ja ylldpito, sisdsynnyttymien kypsyminen seké
kuukautiskierron sddtely. Androgeenien tavoin nekin séditelevit omaa tuotantoaan
hypotalamukseen ja aivolisikkeeseen vaikuttavalla negatiivisella palautteella. Naisella
estrogeenien eritys on syklistd: kierrossa vuorottelevat estrogeenien korkean ja progestiinien
matalan tason jaksot, progestiinien korkean ja estrogeenien keskitason jaksot ja seké estrogeenien
ettd progestiinien matalan tason jaksot. Miehen lisimunuaiskuoren vdhdinen estrogeenituotanto

on suhteellisen tasavauhtista. (Norman & Litwack 1997: 362, 367-370, 375.)

Loput kolme klassista luokkaa, progestiinit, glukokortikoidit ja mineralokortikoidit, tunnetaan
rakenteensa yhteisen kantamolekyylin mukaan yhteisnimelld pregnaanit. Progestiineja eli gesta-
geenejd eli keltarauhashormoneja tuottavat munasarjat ja istukka, ja ne sditelevit osaltaan
kuukautiskiertoa estrogeenien vuoroparina, ylldpitdvit raskautta ja stimuloivat maitorauhasia
sekd lisdavét naisilla limmontuotantoa (Norman & Litwack 1997: 362, 377-378, 378 t. 13-69).
Glukokortikoideja tuottaa lisdmunuaiskuori. Glukokortikoidien tehtdvét liittyvédt energia-
aineenvaihduntaan, tulehdusreaktioiden séditelyyn seké stressinsietoon; fysiologisia vaikutuksia
ovat mm. veren glukoosipitoisuuden kohottaminen, vasta-ainetuotannon alentaminen sekéa
nesteen ja tulehdussolujen kertymisen tulehdusalueelle hillitseminen estdmélld pro-
inflammatoristen sytokiinien transkriptiota. (Norman & Litwack: 195-296, 305-306; Stewart
2002: 500-501, 501 fig. 14-10, 503, 505-506.) Mineralokortikoidit osallistuvat elimiston vesi- ja
suolatasapainoa sédidtelyyn. Ne sdidtelevdt natrium- ja kaliumionien kuljetusta solukalvon lépi,
niiden takaisinottoa munuaisista ja eritystd virtsaan; lisdksi mineralokortikoidit osallistuvat myds
verenpaineen sdételyyn yhdessé reniinin ja angiotensiinien kanssa (Norman & Litwack: 282 seké

Dluhy et al. 2003: 562.)

Kaikkien klassisten luokkien steroidihormonien molekyylirakenteen runkona on sama
polysyklinen hiilivety, 17-hiilinen syklopentanoperhydrofenantreeni, triviaalinimeltdin steraani,
joka koostuu neljdstd hiilivetyrenkaasta: kolmesta 6-renkaasta ja yhdestd 5-renkaasta. (Kuva 1

seur. sivulla). Steraani on rakenteeltaan suhteellisen jaykkd ja tasomainen, joskin renkaiden
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tuolikonformaatio tuottaa tasoon loivaa poimuttuneisuutta. Rakennetta jaykistdd kahden
keskimmadisen renkaan (B ja C) kytkeytyminen kahdelta sivultaan toisiin renkaisiin, miké lukitsee
ne tuolikonformaatioon tehden B- ja C-renkaille mahdottomaksi erillisille alifaattisille renkaille
mahdollisen vaihtelun tuoli- ja venekonformaatioiden vililld. Lisdksi joillain steroidihormoneilla
A-renkaassa on kaksoissidoksia jotka jaykistdvat myOs sen. Kaikkien steroidihormonien
synteesissd ldhtdaineena toimii kolesteroli. (Norman & Litwack 1997, 51, 51 fig. 2-2, 53 fig. 2-3,
55-56, 59 fig. 2-9, fig. 2-10.)

H3C
CHj
CH3
CHs3
H,C
Syklopentanoperhydrofenantreeni
eli steraani, "steroidirunko" Kolesteroli, steroidisynteesin lahtoaine

Kuva 1. Steroidihormoneille yhteinen syklopentanoperhydrofenantreenirunko, rungon renkaiden nimed-
minen ja hiiliatomien numerointi sekd steroidien synteesin ldhtoaine kolesteroli Normanin ja Litwackin
(1997; 51, 51 fig. 2-2, 53 fig. 2-3) mukaan. Piirros kirjoittajan.

Steroidihormonien eri luokkien jésenilld on tyypillisesti keskendén sama miérd hiiliatomeja sekd
samoihin paikkoihin steroidirunkoon kiinnittyneet 1-2 hiilen sivuketjut. Esimerkkirakenteet
luokittain on esitetty kuvassa 2 (seuraavalla. sivulla). Androgeenien kantamolekyyli on 19-
hiilinen androstaani, ja androstaanin tavoin kaikki androgeenit ovat C-19-steroideja, joiden ainoat
sivuketjut ovat steroidirungon hiiliatomeihin numero 10 ja 13 kiinnittyneet metyyliryhmat.
Estrogeeniperheen hormonien kantamolekyyli on estraani, jonka tavoin estrogeenit ovat C-18-
steroideja joiden ainoa sivuketju on 13-hiileen kiinnittynyt metyyliryhmé. Liséksi estrogeenien
A-rengas on aromaattinen. Sekd androgeeneilld ettd estrogeeneilldi on kummassakin padssi
runkoa polaarinen ryhmé, jonka muodostaa suoraan runkohiileen (A-renkaassa 3-hiileen ja D-
renkaassa 17-hiileen) kiinnittynyt happiatomi. Androgeenit eroavat toisistaan kaksoissidosten
esiintymisen ja sijainnin (A- tai B-renkaassa) sekd sen suhteen ovatko polaariset padteryhmat
karbonyyliryhmid (R-C=0) vai hydroksyyliryhmid (R-C-OH). Estrogeeneilld aromaattisen A-
renkaan 3-hiileen kiinnittynyt polaarinen péddteryhmi on aina hydroksyyliryhmai, ja estrogeenit
eroavat toisistaan vain 17-hiileen kiinnittyneen hapen sidostyypin sekd estratriolin 16-hiilessé
olevan kolmannen hydroksyyliryhmén suhteen. (Norman & Litwack 1997, 51-52, 52 ¢ 2-1, 71
fig. 2-22,72, 72 fig. 2-23.)
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Androgeeneja (C-19) Pregnaaneja (C-21)

18 18
CH3 o CH3 ol
Progestiini: HyC 21
19 19 \ 20
CH3 CH3 18 CH; ¢c=—=0
(0] (0]
Testosteroni 5a-dihydrotestosteroni eli DHT
(0]

Estrogeeneja (C-18) Progesteroni
18 5 18 i o 2l
CH3 CH3 Glukokortikoidi:
HO HO
Estroni Estradioli

Kortisoli eli hydrokortisoni

D,-vitamiinijohdoksia OH

HsC

Mineralokortikoidi:
HaC 21
20

18 c;o

1a,25(0H),D,

HO ™

Kuva 2. Steroidihormoneja: luokkiensa tirkeimmdt steroidihormonit Normanin ja Litwackin
(1997: 69 fig. 2-21, 71--73, 71 fig. 2-22, 72 fig. 2-23, 74 fig. 2-25, 267, 269 t. 9-4) mukaan.
Piirros kirjoittajan.

Pregnaanien perheeseen eli C-21-steroideihin  kuuluu kolme luokkaa: progestiinit,
glukokortikoidit ja mineralokortikoidit. Niilld kaikilla on rungon hiiliin 10 ja 13 kiinnittyneet
yhden ja runkohiileen 17 kiinnittynyt kahden hiilen mittaiset sivuketjut sekd 3-hiileen
kiinnittyneend karbonyylihappi. Gluko- ja mineralokortikoideilla on lisdksi hiileen 11
kiinnittyneend karbonyyli- tai hydroksyylihappi. Luokkien sisélld pregnaanit eroavat toisistaan

paitsi rungon kaksoissidosten méérin ja paikan sekd polaaristen happiryhmien sidostyypin myds
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polaaristen ryhmien méérén ja sijainnin suhteen. (Norman & Litwack 1997, 51-52, 52 ¢ 2-1, 67-
68, 68 fig. 2-20, 69 fig. 2-21.)

Hormonaalisia funktioita omaavilla Dj;-vitamiinijohdoksilla on erilainen runko kuin muilla
steroidihormoneilla (kuva 2 ed. sivulla). Niilli on steraanirunkoisia hormoneja avoimempi
kolmirenkainen rakenne: Ds;-vitamiinin tavoin ne ovat sekosteroideja, joilta puuttuu D3-
vitamiinisynteesisséd katkeava sidos steraanin B-renkaan hiilid 9 ja 10 vastaavien hiilien valiltd —
toisin sanoen niilld ei ole steraanin B-rengasta vaan sen tilalla on renkaita A ja C yhdistdva
kahden hiilen ketju; kolesterolin 10-hiileen liittynyttd metyyliryhmdd puolestaan vastaa
sekosteroideilla A-renkaan vastaavaan hiileen kaksoissidoksella liittynyt metyleeniryhmi. D-
renkaan 17-hiileen on Ds-vitamiinijohdoksilla kiinnittynyt vaihtelevan pituinen sivuketju, jossa
joillain johdoksilla on hydroksyyliryhmid. Biologisesti aktiivisimmilla hormonijohdoksilla,
la,25-dihydroksivitamiini Dj:lla ja 24,25-dihydroksivitamiini Ds:lla, on kolesterolin ja Ds-
vitamiinin tavoin 8§ hiilen sivuketju D-renkaassaan sekd Ds-vitamiinin tavoin hydroksyyliryhmié

téssa sivuketjussa. (Norman & Litwack 1997: 72-73, 74 fig. 2-25, 267, 269 t. 9-4).

Kuten steroidihormonien synteesin ldhtdaine kolesterolikin, ovat myds siitd johdetut
steroidihormonit luonteeltaan lipidejd eli rasvaliukoisia ja (polaarisia pddteryhmid lukuun
ottamatta) hydrofobisia. Rakenteeltaan ldhtdainettaan kolesterolia — joka on eukaryoottien
solukalvojen hydrofobisen sisdosan luontainen rakennekomponentti — suuresti muistuttavina
mutta kolesteroliakin pienempind steroidihormonit ldpéisevét solukalvon suhteellisen helposti.
Niinpa niiden reseptoritkin ovat intrasellulaarisia. Verenkierrossa hydrofobiset steroidihormonit
vastaavasti tarvitsevat kuljetusmolekyylin. Niitd ovat sellaiset seerumin proteiinit, joilla on
hydrofobisia taskuja pinnallaan. Steroidihormonien kuljetusmolekyyleind toimii sekéd 1) yleisid
kuljetusproteiineja — tirkeimpdnd seerumin albumiini (hSA) — joiden taskuihin voivat
epaspesifisti ja heikolla affiniteetilla sitoutua monet hydrofobiset molekyylit kohdesoluille
luovutettaviksi ettd 2) spesifit kuljetusproteiinit, joita ovat sukupuolisteroidien spesifi
kuljetusproteiini (sex hormone binding globulin (SHBG) tai sex-steroid-binding plasma protein
(SBP)), lisimunuaiskuoren steroideja (gluko- ja mineralokortikoidit) sekéd progesteronia sitova ja
kuljettava transkortiini (corticosteroid-binding globulin, CBG) sekd progesteronille spesifi
transprogestiini  (progesterone-binding globulin, PBG). Spesifit kuljetusproteiinit sitovat
steroideja suuremmalla affiniteetilla kuin hydrofobisia lipidejd valikoimatta sitova albumiini,
mutta albumiinin konsentraatio veressi on kuitenkin niin suuri esim. SHBG:iin verrattuna, etti n.
puolet — joidenkin ldhteiden, mm. Thompsonin (2006: 28) mukaan jopa suurin osa — seki

testosteronista ettd estradiolista kulkeutuu veressd kohdekudoksiin albumiiniin sitoutuneena.
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3.2. Steroidihormoneja tunnistavat proteiinit

3.2.1. Steroidireseptorit
3.2.1.1. Tumareseptorien suurperhe ja steroidireseptorien perhe

Steroidireseptorit kuuluvat tumareseptorien (Nuclear Receptors, NR) suurperheeseen. Suurperhe
koostuu solunsisdisistd — etupddssd tumassa sijaitsevista mutta my0Os sytoplasmisista,
aktivoiduttuaan tumaan siirtyvistd — reseptoreista, joiden ligandina toimiva, tavallisesti pieni ja
hydrofobinen, viestimolekyyli pédsee solun sisdlle. Suurperheen jdsenet toimivat seké
viestimolekyylin tunnistavina reseptoreina jotka aktivoituvat ligandinsa sidottuaan etti
aktivoiduttuaan  transkriptiofaktoreina  yhdessd avustavien sdidtelyproteiinien  kanssa.
Suurperheeseen kuuluvia reseptoreita koodaa ithmiselld 48 geenid, joiden tuotteina vaihtoehtoisen
silmukoinnin kautta ekspressoituvia tumareseptoreita tunnetaan 75 (vuoden 2004 tilanne
Thompsonin (2006: 13) mukaan). Kallion ja muiden (1994) sekd Gaon ja muiden (2005: 3352)
mukaan tumareseptoreina toimivia geenituotteita tunnetaan yli 100 — kumpikaan ldhde ei
tdsmennd mitd lajia tai kuinka laajaa eliokunnan osaa luku koskee. Thmisen tumareseptorien
vilitykselld koordinoidaan ldhes kaikkia ihmiselimiston homeostaasin séilyttimiseen, kasvuun ja
lisddntymiseen liittyvid tapahtumia. Tumareseptorit jactaan ligandinsa perusteella kolmeen
tyyppiin. Tyypin I tumareseptoreita ovat tdssd mielenkiinnon kohteina olevat steroidireseptorit
(Steroid Receptors, SR), joita ihmiselld ovat androgeenireseptori AR, estrogeenireseptorit ER-a
ja ER-B, progesteronireseptori PR, glukokortikoidireseptori GR sekd mineralokortikoidireseptori
MR. Namaé reseptorit odottavat ligandiaan useammin sytoplasmassa kuin tumassa, ja siirtyvét
tumaan vasta ligandinsa kohdattuaan. Tyypin II tumareseptorien ligandeja ovat
kilpirauhashormonit, A-vitamiinin aktiiviset johdokset retinoidit sekd aiemmin steroidihormonien
yhteydessd mainitut sekosteroidi-rakenteiset Ds-vitamiinijohdokset. Ndmé reseptorit sijaitsevat
tumassa. Tyyppi III kattaa “muut” eli joukon sekd sekvenssiltidn ettd rakenteeltaan SR:ien
kanssa samankaltaisia reseptoreita, joiden ligandia ei kuitenkaan toistaiseksi tunneta. Néité
“orporeseptoreiksi” (orphan receptors) nimitettyjd reseptoreita tunnetaan Thompsonin (2004)

mukaan 24 erilaista. (Thompson 2006: 13-14.)

Kaikilla tumareseptoreilla on modulaarinen rakenne, johon kuuluu kolme domeenia:
sekvenssiltidn ja pituudeltaan voimakkaasti vaihteleva aminoterminaalinen domeeni NTD,
DNA:oon sitoutuva domeeni DBD (DNA Binding Domain) DNA:oon kiinnittymistd epéspesifisti
vilittdvine sinkkisormineen ja emésspesifine tunnistushelikseineen, seka ligandin sitova domeeni

LBD (Ligand Binding Domain). DBD ja LBD ovat sekvenssiltiin hyvin konservoituneita
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(DNA-sekvenssin sekd ligandin spesifiin tunnistukseen osallistuvia aminohappotihteitd lukuun
ottamatta), ja NR:t ovat myos kokonaisrakenteeltaan samankaltaisia, mikd viittaa siihen, ettd

kaikki NR:t ovat homologeja keskenddn. (Thompson 2006: 13-14.)

25-600 66-68 50-70 220-250
N—( NTD ]DBD H [ LBD }C
activation function 1 DNA binding ligand binding
coregulator binding dimerization activation function 2

nuclear targeting dimerization
coregulator binding
nuclear localization

Kuva 3. Kaikkien tumareseptorien yhteinen rakenne kaavakuvana Thompsonin (2006: 14)
mukaan. NTD = aminoterminaalinen domeeni, DBD = DNA:oon sitoutuva domeeni, H =
sarana-alue (Hinge), jonka erddt ldhteet laskevat itsendiseksi domeeniksi, LBD = ligandin
tunnistus- ja sidontadomeeni. Domeenien yldpuolella olevat Iluvut ilmaisevat domeenin
aminohappotdhteiden lukumddrdn vaihteluvdlin eri tumareseptoreissa; merkillepantavaa on
NTD:n suuri vaihtelu.

3.2.1.2. Steroidireseptorien toiminta

Steroidireseptorit viettdvdt inaktiivisen aikansa etupddssd sytoplasmassa chaperoneihin,
tavallisimmin HSP-perheen proteiineihin (Heat Shock Proteins), sitoutuneena (Norman &
Litwack 1997: 40; Gao et al 2005: 3 sekd Thompson 2006: 43). Sitoessaan ligandinsa
steroidireseptori kdy ldpi konformaatiomuutoksen, joka yhtédéltd lukitsee steroidin reseptorin
sisélle ja toisaalta irrottaa reseptorin HSP-sidoskumppanistaan. Vapautunut reseptori hakeutuu
tumaan, jossa se dimerisoituu toisen samanlaisen, ligandinsa kohdanneen SR:n kanssa. SR-
dimeeri etsii  DNA-sekvenssistd kohdegeeninsd promootterialueella olevan spesifin
kiinnittymiskohtansa HRE:n (Hormone Response Element) ja alkaa toimia ko. promootterin
alaisen geenin transkriptiofaktorina joko aktivoiden tai estden geenin transkriptiota sitomalla
yleisid transkriptiofaktoreita (Genral Transcription Factor, GTF) joko suoraan tai koaktivaat-
toriproteiinien valitykselld ja muodostaen siten RNA-polymeraasi II:n kanssa vuorovaikuttavia
proteiinikomplekseja. (Norman & Litwack 1997: 40-43; Wiarnmark et al. 2003: 1901 seki
Thompson 2006: 43-44.)

3.2.1.3. Steroidireseptorien yleinen rakenne

Kuten muillakin tumareseptoreilla, on steroidireseptoreilla kolme toiminnallisesti merkittdvad
domeenia (erdiden ldhteiden mukaan neljd, missd sarana-alue H on luettu omaksi

domeenikseen): 1) N-terminaalinen transaktivaatioalue (N-terminal domain, NTD) jonka
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vilitykselld muut transkiriptiofaktorit voimistavat AR:n sddtelemdn geenin ekspressiota, 2)
NTD:n C-puolella DNA:oon sitotuva alue (DNA-binding domain, DBD) ja C-terminaalisessa
padssd hormonin sitova alue (Ligand binding domain, LBD,; myds: Hormone binding domain,
HBD). Lisdksi DBD:n ja LBD:n vilissd on sarana-alue H (”Hinge”), joka ainakin niveltda
DBD:n ja LBD:n toisiinsa mahdollistaen niiden keskindisen aseman muutokset ja toisistaan
riippumattomat konformaatiomuutokset sitoutumisten yhteydessd, mutta jonka muu toiminta
tunnetaan huonosti. Thompsonin (2006: 43) mukaan mahdollisia muita funktioita ovat mm.
fosforylaation ja reseptorin hajottamisen kannalta tdrkeéin motiivin kantaminen, fleksibiliteetin
parantamisen lisdksi toisaalta my0s reseptorin stabilointi sitoutumisen jilkeen, osallistuminen
DNA:oon sitoutumiseen, osallistuminen dimerisaatioon sekd tumaan siirtymisessd ja sielld
lokalisoitumisessa tarvittavan ohjaussignaalimotiivin kantaminen. Viimeksi mainittua funktiota
esittdvat myos erddt muut lahteet. Gelmann (2002: 3003- 3004) puolestaan pitdd N-terminaalinen
alueen osalta ensin varmana ja sitten todenndkdisend, ettd transaktivaation liséksi alue on tirked
myos reseptorin dimerisaatiossa. (Quigley et al. 1995: 277; Gelmann 2002: 3003-3005; Wilson
2003: 1685-1687 sekd Gao, Kim & Dalton 2006: 1641-1642.)

3.2.1.4. Steroidireseptorien ligandia sitova domeeni (LBD)

Matiasin ja muiden (2000: 26164) mukaan tumareseptorien ligandia sitovat domeenit ovat
sekundaari- ja tertiddrirakenteiltaan hyvin samankaltaisia, koskien niin retinoidi-,
kilpirauhashormoni- kuin steroidireseptoreitakin, vaikka aminohapposekvenssien konservoi-
tuneisuus voi eri respeptorien LBD:en vililld olla niinkin alhainen kuin 20% — verrattaessa
vain aminohappotéhteiden suoraa vastaavuutta eikd niiden ominaisuuksien samankaltaisuutta.

Steroidireseptoreilla vastaavuus on suuri myds primaarirakenteen osalta.

Kaikkien steroidireseptorien LBD:illa on rakenteensa perusteella samat SCOP- ja CATH-
luokitus. CATH-luokituksessa (Class, Architecture, Topology, Homology) kaikki SR-LBD:t on
maédritetty luokaltaan Mainly Alphaksi, arkkitehtuuriltaan Orthogonal Bundleiksi ja sekd topo-
ettd homologialtaan Retinoid X Receptoreiksi — retinoidireseptori kun on antanut nimensid koko
rakennetyypille. Mainly Alpha tarkoittaa, ettd hallitseva sekundéérirakennetyyppi on o-heliksi, ja
Orthogonal Bundle (=”suorakulmainen/kohtisuora kimppu”) tarkoittaa tissa tapauksessa Piken ja
muiden (1999: 4609) mukaan 12 a-heliksin muodostamaa sandwich-rakennetta, jossa suurin
linjoin kuvattuna heliksit muodostavat kolme pédéllekkidistd kerrosta, joissa saman kerroksen
heliksit ovat antiparalleelisti orientoituneita ja kukin kerros on kiertynyt omassa tasostaan
karkeasti noin 90° seuraavaan kerrokseen ndhden (CATH/UCL 2008.) Matiasin ja muiden (2000:

26164) mukaan téllainen o-heliksi-sandwich on tyypillinen tumareseptorien LBD:eille ja
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tunnetaan vain niistd. SCOP-luokituksessa (Structural Classification of Proteins) kaikkien
steroidireseptoriem LBD:t luokitellaan ylldtyksettomasti tumareseptorien suurperheeseen ja

steroidireseptorien perheeseen kuuluviksi (SCOP/UCB 2008).

Kuva 4. Ihmisen steroidireseptorien ligandia sitovia domeeneja ligandeineen.

A: androgeenireseptorin LBD ja testosteroni (PDB: 2AM9Y), B: estrogenireseptori-a:n LBD ja
estrogeeni (PDB: 1452), C: mineralokortikoidireseptorin LBD ja aldosteroni (PDB: 24A2), D:
progesteronireseptorin LBD ja progesteroni (PDB: 1A28). Rakennetidostojen lihde: Protein
Data Bank (PDB), kuvat kirjoittajan luomia kdyttden DeLano Scientific LLC:n  PyMOL-
ohjelmaa, v. 1.0 Educational.

Steroidireseptorien LBD:t koostuvat (10)11-12 a-heliksistd, niitd yhdistivistd luupeista, yhdestd
hiusneula-B-kdénnoksestd sekd 2-3 lyhyestd rakennetta stabiloivasta [-rakenteesta. Heliksien
véliin jd4 hydrofobinen tasku (Ligand Binding Pocket, LBP), johon ligandi sitoutuu van der
Waalsin voimien, steraanirungon ja LBP:n hydrofobisten aminohappotéhteiden vélisin
hydrofobisin vuorovaikutuksin sekéd steroidihormonin polaaristen pédteryhmien (gluko- ja
mineralokortikoideilla myds muiden hydroksyyliryhmien) ja polaaristen aminohappojen vélisin
vetysidoksin. C-terminaalinen heliksi, heliksi nro 12, siirtyy ligandin sitoutumisesta aiheutuvan

konformaatiomuutoksen seurauksena hydrofobisen taskun suun pdille “kanneksi” joka salpaa

ligandin taskuun. (Matias et al. 2000: 26164 ja Sack et al. 2001: 4904.)
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Kuva 5. Ihmisen androgeenireseptorin ligandia sitova domeeni (hAR-LBD) eri kulmista; vasemmalla
kuva ilman heliksien tunnisteita ja oikalla sama kuva numeroiduin heliksein. A1, A2: hAR-LBD
"pddltd”; B1, B2: sivulta” (kuvan A alareunan suunnasta), etualalla myos heliksien 5 ja 6 vilissd
oleva hiusneula-f-kicdnnos;, C1, C2 "alta”. HXN = heliksin nro X aminoterminaalinen pdd, HXC =
heliksin nro X karboksyyliterminaalinen pdd. AR-LBD:ssa heliksejd on 10(11), ja Thompsonin (2006. 44)
mukaan tumareseptorien LBD:ien perusrakenteeseen kuuluvista kaikkiaan 12 heliksistd AR-LBD:lta
“puuttuu” lyhyt heliksi nro 2, joka erdilld muilla LBD:illa on (parhaiten kuvassa B2 nékyvin), H1C:n ja
H3N:n vilisen luupin paikalla. Kuvassa heliksit on numeroitu timdn mukaisesti: H1, H3-H12. Lisdiksi
AR-LBD:lla on yksi pitkd heliksi kohdassa jossa monilla muilla tumareseptoreilla on perdkkdin kaksi
lyhempdid heliksid (10 ja 11). Heliksien 10 ja 11 sulautuminen AR-LBD:ssa on huomioitu numeroinnissa,
kuvassa C2 heliksit 10 ja 11 ndkyvit keskelld kuvaa yhtend pitkdnd punaisena heliksind, jonka N-
terminaalinen pdd on HION ja C-terminaalinen HI11C. Rakennetidoston lihde: Protein Data Bank (PDB:
24AM9); kuvat kirjoittajan luomia kiyttien Delano Scientific LLC:n PyMOL-ohjelmaa, v. 1.0
Educational; heliksien tunnisteet lisdtty CorelDraw-ohjelmalla v. 6.0.
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Kuvassa 6 on Protein Data Bankin kaavio ihmisen AR-LBD:n aminohappojen osallistumisesta
sekundaarirakenteisiin, josta ndkyy missd kohtaa sekvenssid ovat 3D-rakenteelle tiarkedt heliksit

ja niité stabiloivat -rakenteet.

PDP ZAM3A 2

FOE ETTORLTYVEHIECYECQPIFLMY LEAIEPCWY CACHDMMOQPDSFAALLSSLNELCERQLY
PDE 70 ' B0 ' 540 ' 700 ' 70

PDP ZAM3Aa

FOE  HWWEWAKALPGFENLHVYDDOMAN T QY SWMG LMY FAMCWRSFTHNYNSEMLYFAPD LV ENEY
FOE 714 720 ' 730 ' 740 ' 750 ' 760 ' 770

PDP ZAM3Aa

AV A VAV AVAVAVAVAY AV VAVAVAVAVAY e SR VAVAVAVAY)
FOE RMHESEMY SQCVEMEHLSQEFCWLQITPQEF LCMEALLLFSIIPVDOLENQEFFDE LRMN
FOE 774 780 ' 790 ' 500 ' 510 ' BZ0 ' 830

PDP ZAM3Aa

FOE YTKELDRITACKRENPTSCSRRFYQLTKLLDSYVQPIARELHOQFTFDLLIESHMY SVDFRPE
FOE §34 840 ' 550 ' A0 ' 570 ' B&0 ' g0

PDP 2AM3Aa

FOE MMAEIISVQVPKILSCENEPIYFHTQ
FOE gas4 @00 ' a1 " 918

Kuva 6. Protein Data Bankin kaavio (testosteronin kanssa sitoutuneen) ihmisen androgeenireseptorin
LBD:n aminohappotdihteiden osallistumisesta eri sekundaarirakenteisiin (PDB: 2AM9). Kaavion
tunnistaa ligandinsa sitonutta AR-LBD:ia esittiviksi kahden [-rakenteen esiintymisestd: vililld
Lys762...Phe770 oleva [-kidnnds esiintyy vapaassakin reseptorissa, mutta jaksot lle-815...Pro-817 ja
Val-911...Pro-913 sitoutuvat toisiinsa antiparalleelilla [-laskoksella lukiten viimeisen heliksin (Glu-
893...Leu-907) kanneksi sidontataskun suulle vasta kun ligandi on sitoutunut taskuun..

Kuvat 7 ja 8 havainnollistavat sitd miten homologisten steroidireseptorien LBD:ien aminohappo-
sekvenssit ovat eriytyneet ihmiselld. Kuvassa 7 (seuraavalla sivulla) on linjattu kaikkien ihmisen
steroidiereseptorien ligandia sitovien domeenien aminohapposekvenssit ja kuvassa § (sivulla 23)
androgeeni-, progesteroni-, glukokortikoidi- ja mineralokortikoidireseptorien. Jo kuvasta 7 on
havaittavissa toistuvia konservoituneita jaksoja, jotka osuvat samoihin kohtiin AR:n sekvenssid
kuin heliksit; vield selvemmin tdmi nékyy kuvassa 8, jossa kohdakkainasettelusta on jétetty pois
estrogeenireseptorit joilla heliksienvéliset luupit ovat eripituisia kuin muilla, joiden ligandeilla

rungon 3-hiileen kiinnittynyt polaarinen ryhmé on muista poiketen aina hydroksyyliryhmé ja
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joiden ligandit ovat rungoltaan hieman muita pienempid ja erilaisia muodoltaan koska niiltd
puuttuu muiden C19-metyyliryhmd. Kuvasta 7 ndkyy, ettd sekvenssi on muuttunut paikoin
paljonkin, mutta 3D-rakenteen sdilymisen kannalta tdrkedt aminohappotihteet ovat joko sédilyneet
tdysin samoina tai vaihtuneet vain nimellisesti, ominaisuuksiltaan (koko, muoto,
polaarisuus/hydrofobisuus, varaus) samankaltaisiksi aminohapoiksi. Sack ja muut (2001: 4907)
kuvaavat tdtd androgeeni- ja progesteronireseptorien osalta seuraavasti: ”Although there is only
55% sequence identity between AR LBD and PR LBD, there is a 77% sequence similarity”.

Erityisesti heliksien ne aminohappotdhteet, jotka osallistuvat 3D-rakenteen ylldpitoon tai
steroidien yhteisen rungon tunnistukseen, mutta eivét osallistu ligandien spesifiin tunnistukseen,
ovat konservoituneet hyvin. Sen sijaan eri steroidien spesifiin tunnistukseen hydrofobisessa
taskussa osallistuvat aminohapot ovat muuttuneet enemmaén — kuuluivatpa helikseihin tai eivét —
spesifisyyden parantamiseksi siten, ettd kukin reseptori tunnistaa ja sitoo yhtddltd oman
luokkansa ligandeja paremmin kuin muut steroidireseptorit ja toisaalta paremmin omia

ligandejaan kuin muiden luokkien steroideja.

hAR GIn-670
hAR-LBD
* 720 * 740 * 760 * 780 *

hAR : SPTEET--—-—-—-—-—-- TOKLTVSHIEG--—-—-——=—————— YECQPIFIMNVINEA TIZGVAYCIAGHIBINNQJEDESIE' A AISIBSISIRN E Il G E INOIRY : 711
hER-A : GRGEVGSAGDMRAANLWPSPLMIKRSKKNSLAL-----SLTADQ SALDAPSEYEPTRFIEASTNAD : 358
hER-B : -—-—————————~ ESSPYLSLQISPPAKKP-—-—-—-—-—=—-——-—— : 255
hGR : ETSENP--—----—- GNKTIVPATLP--—-—=-—————————— SLIREV TIE AREAG Y| SSVDTWRNMGG : 575
hMR : PPPPPPPPQSPEEGTTYIAPAKEPSVNTALVPQLSTISRALTPSP 781
hPR : QPVGVPNESQALSQRFTFSPGQDI--—-—-—-—-=——==———-—— QLIPPLENTLIRV S T|29%D\ AR ENG H NTKDSSSNQGE OLLY : 730
hAR A K G V] VIQ i \ YSQCVR : 798
hER-A : v / MIGHV| \ ) VEIFDM| : 444
hER-B : V Q ILGHVE b ) ) LELYRA : 340
hGR : J ( IAF ) N YDQCKH \ : 662
hMR : V) ( SSE DI VEEN YELCOQG] : 868
hPR : K G Q) IVEG APBD N : 817

WaK 6PGF L 6 DQ6 662 W6 6 6 5RS L 5Apll6 1 e 6

* 900 * 920 940 * 960

hAR . BECIINAARE ST ——————————— IPVDGLKN@KFFDERMNY KE IIACKRKNPTSCSRREYOINIKIMLDSVOPIAREMHQFTFDL : 875
hER-2 : BYUCHSSIFIRLNEGVYTFLSSTLKSLEEKDHIHRVLDKMTDTLEE GLTLQQQHQRLAQLLLIMSHIMRHMSNKGUEHMY SMKCKN : 532
hER-B : & LKLﬂLS ———————— DSMYIEDLEAVKLQDLHEALQDYELSQ———RHEEPWRTGKLLLTPLRQTAAKA QHFYSVKLQG 417
hGR : MECINTIARL, Sl ——————————— VPKDGLKS@ELFDEMNRMT YRSKEH IVKREGNSSONWQRFYQOINEKIBLDSMHEV)YENIFLNYCFQT : 739
hMR : MT IV, SEE— —— —— —— ———— IPKDGLKSAAFEERTNYKER VTKCPNNSGQSWQORFYQIMEKIMLDSMHDL\SDIMLEFCEYT : 945
hPR : EECIE VIS N — — — —— —— — — —— IPLEGLRSTQFEERSSYREI IGLRQKGVVSSSQREYOIEKIBLDNLHDLWKQIMHLYCLNT : 894

5 6K 6 L q L 6 1

* 980 * 1000 * 1020 * 1040 *
hAR : LE VRV 1 914
hER-A : V| : 595
hER-B : K : 500
hGR : FE HE
hMR : FRESHAMKWIHFPAMLVEIISDQOMPKVE SGNAKPLYFERK : 984
hPR : FQSRASFPEMMSEVIAAQPKILAGMVKPLLFKK : 933

6 6e h

Kuva 7. Kaikkien ihmisen steroidihormonireseptorien LBD:ien aminohapposekvenssien
kohdakkainasettelu. hAR: androgeenisreseptori, hER-A: estrogeenireseptori o, hER-B: estro-
geenireseptori 5, hGR: glukokortikoidireseptori, hMR: mineralokortikoidireseptori, hPR: proge-
steronireseptori. Androgeenireseptorin LBD:n ensimmdinen aminohappotdhde, GlIn-670, on
merkitty nuolella. (Sekvenssien lihde: NCBI/RefSeq; linjauksessa kdytetty ohjelma: EMBL-EBI
—palvelimen ClustalW?2 (oletusparametrein); linjauksen visualisointi tehty kdyttdien GeneDoc-
ohjelmaa v. 2.6.003.)
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hAR GIn-670 | =————————
hAR-LBD
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hAR : col \ i 739
hGR : Tl 603
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840 * 860 * 880 * 900 *
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m Fab6gWRSS5 LyFAPDL6 NE 4M s mY C M 6s 2f LQ63 2E51cMK LLLls 6P dGL4sQ
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E6R YI4EL 4 6 n gRFYQLTKLLDs6h 6v L 5cf tf s 6s6eFPeM6 E6I Q6PK G

1000
hAR : FREEYERTO : 914
hGR : [AKMLIBEORE : 777
hMR : ANEMYREIRY : 984
nPR : [FRCGMLIEEIKE : 933

Kp6 FH k

Kuva 8. Ihmisen androgeenireseptorin (hAR), progesteronireseptorin (hPR), glukokortikoidireseptorin
(hGR) ja mineralokortikoidireseptorin (hMR) LBD:ien sekvenssien kohdakkainasettelu. (Sekvenssien
ldhde: NCBI/RefSeq.) hAR-LBD:n ensimmdinen tihde, Gln-679 merkitty.

SR-LBD:ien ligandia sitovan taskun (LBP) aminohappotihteet vuorovaikuttavat 1) ligandin
hydrofobisen rungon kanssa van der Waalsin voimin ja hydrofobisin vuorovaikutuksin seké 2)
ligandin polaaristen péddteryhmien kanssa vetysidoksin joko suoraan tai taskussa olevien
vesimolekyylien vilitykselld. Koska steroidireseptorit tyypillisesti tunnistavat ja sitovat useita
saman luokan steroideja, eikd spesifisyys siten voi olla ehdotonta, on LBP mukautuva. LBP:n
konformaatio ja sen myotd koko (tilavuus) ja muoto muuttuvat kulloisenkin ligandin mukaan.
Tastd johtuen myods ligandin sidontaan osallistuvien aminohappotdhteiden lukumaara,
sijoittuminen ligandiin ndhden, rotameria ja jossain méérin roolikin (vetysidosten akseptorina tai
donorina) riippuvat kulloisestakin ligandista. Lisdksi samankin ligandin sidontaan osallistuviksi
raportoidut aminohappotihteet vaihtelevat ldhteen mukaan: ne riippuvat kiytetysta
rakennemaidritysmenetelmastd, kéytetyistd laskenta-algoritmeista, asetetuista parametreisti
(etenkin vuorovaikutuksen kynnysarvoksi asetetusta etdisyydestd) ja tutkijan tekemistd
johtopditoksistd. Useimmat arviot ligandin sitomiseen osallistuvien aminohappotéhteiden
lukumiérdstd vaihtelevat vélilld 18...22. Suoraan ligandin kanssa vuorovaikuttavien
aminohappotdhteiden liséksi sitomiseen osallistuvat niiden oikeaa suuntautumista avustavat
aminohappotédhteet sekd etdisempien aminohappotihteiden ja ligandin vélisid vetysidoksia

vilittavit sidontataskun vesimolekyylit (Matias et al. 2000: 26167).

Heliksi nro 12, joka kaikissa steroidireseptoreissa sulkee sitoutuneen ligandin sidontataskuun,
lasketaan yleensd yhdeksi taskun muodostavista sekundédrirakenteista, vaikka se ei itse

sitoutumiselle vélttimiton olekaan (mm. Tanenbaum 1998: 6000).  Muista LBP:uun
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osallistuvista helikseistd ei kirjallisuudessa sitten ollakaan sen yksimielisempid kuin sidontaan
osallistuvista aminohappotéhteistikdén. Androgeenireseptorin LBP:n muodostavat Pereira de
Jésus-Tranin ja muiden (2006: 989) mukaan heliksit 3, 4, 5 ja 11 sekd heliksien 5 ja 6 vilissé
oleva B-rakenne, kun taas Matiasin ja muiden (2000: 26165 fig 1, 26169 fig. 4a) mukaan AR:n
LBP:n muodostavat heliksit 3, 4, 5, 7, 11 ja 12, sekd heliksien 5 ja 6 vilinen B-kédnnos.
Estrogeenireseptori-a:n sidontataskuun osallistuvat Shiaun ja muiden (1998: 930) heliksit 3, 6, 7,
8, 11 (ja 12) sekd B-hiusneularakenne; Brzozowskin ja muiden (1997: 755) mukaan taas heliksit
3, 6, 8 11 (ja 12) sekd S1/S2- f—hiunculakddnnds ja heliksien 7 ja 8 vélinen luuppi.
Estrogeenireseptori-B:n LBP:n puolestaan muodostavat Piken ja muiden (1999: 4609) mukaan
heliksit 3, 6, 8, 11 (ja 12), ja ligandin sidontaan osallistuu heidin mukaansa 22
aminohappotdhdettd. Ristiriitaisuudet johtunevat vaihtelevasta kiytdnndstd siind numeroidaanko
heliksit kunkin SR-LBD:n heliksien todellisen lukumiirdn mukaan vai tumareseprori-LBD:ien
”a-helix-sandwich”-rakennetyypiltd tavattujen kaikkiaan 12 heliksin mukaan, jalkimmaiisessé
tapauksessa varaten vélistd numeroita “puuttuville” helikseille. LBD:ltaan suuresti AR:n
kaltaisen progesteronireseptorin LBP:n muodostavat Williamsin ja Siglerin (1998: 393) mukaan

heliksit 3, 5, 7, 11 (ja 12) seké B-kdannos.

Paitsi steroidireseptorit, myds steroidihormonit muistuttavat rakenteellisesti toisiaan, ja eri
luokkien steroidihormonien rakenne-erot ovat vain hieman merkittdvimmat kuin luokkien
sisdiset. Niinpd LBP:n mukautuvuus, jonka ansiosta reseptori voi tunnistaa ja sitoa useita saman
luokan steroideja — mutta joka samalla vdhentdd spesifisyyttd ja affiniteettia — mahdollistaa jopa
ristiintunnistuksen eri steroidihormoniluokkien vilillda (Wahli & Martinez 1991: 2244, Baker
2001: 124 sekd Gao et al. 2005: 3352). Steroidihormonien tunnistus ei siis tapahdu
mustavalkoisella on-off-periaatteella, eivitki tietyn luokan steroidihormonit rajoitu sitoutumaan
vain oman luokkansa reseptoreihin ja vilittdimddn vaikutuksiaan vain niihin soluihin joissa on
tillainen reseptori, vaan vaikutus perustuu pehmedrajaisemmin todennikoisyyksiin ja
suuremman affiniteetin mahdollistamiin pitempiin sitoutumisaikoihin. Tietyn steroidin vaikutus
on siis suurin sielld, missd on eniten sellaisia reseptoreita, jotka sitovat sen edustaman luokan
steroideja suuremmalla affiniteettilla kuin muita. Kaikkien SR:ien kohdalla ristiintunnistuksesta
ei tosin vallitse tdysi yksimielisyys, silld useimmat ldhteet, esim. Baker ja muut (2001: 124),
toteavat nisdkkdiden androgeeni- ja estrogeenireseptorien vililld tapahtuvan ristiintunnistusta,
kun taas Pereira de Jésus-Tran ja muut (2006: 987) luonnehtivat androgeenireseptoria madreelld
“highly  specific’, ja myohemmin (2006: 988) ulottavat madritelminsd kaikkiin
tumareseptoreihin todetessaan “’the high selectivity and specificity observed for all members of

the NR superfamily”.
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3.2.1.5. Androgeenireseptori (AR)

3.2.1.5.1. Ihmisen androgeenireseptoria (hAR) koodaava geeni

Ihmisen AR:ia koodaa yksi geeni, joka sijaitsee X-kromosomissa, q-varren lokuksessa 11-12
(HUGO). Geenissd on 8 eksonia, joista ensimmdinen koodaa N-terminaalista aluetta (NTD),
eksonit 2 ja 3 DNA:oon sitoutuvaa domeenia (DBD), eksoni 4 koodaa osin sarana-aluetta (H),

osin sen jatkona olevaa hormonin sitovaa domeenia (LBD eli HBD), ja eksonit 5-8 koodaavat

LBD:ia. (Quigley et al. 1995: 274-275; Gelmann 2002: 3002 sekd Gao et al. 2005: 25.)

Human AR Gene
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Kuva 9. Lokuksessa Xql1-12 sijaitsevan, ihmisen androgeenireseptoria koodavan geenin eksonit
Jja niiden koodaamat alueet itse reseptoriproteiinissa. Kuvan ldhde: Gao ja muut 2005:25, fig. 1.

3.2.1.5.2. hAR:n primaarirakenne
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Kuva 10. Ihmisen androgeenireseptorin aminohapposekvenssi (NCBI/RefSeq:
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Kuva 11. Androgeenireseptorin funktionaaliset domeenit . Alinna domeenien rajoilla olevien
aminohappotdihteiden jdrjestysnumerot. Gelmannin (2002: 3002, fig.1) muokkaama Quigleyn
(1995: 275, fig.1) kuvasta.

N-terminaalinen transaktivaatiodomeeni (NTD) on 537-558 tdhteen mittainen, ja védhiten konser-
voitunut verrattuna sekd muihin tumareseptoreihin, muihin steroidireseptoreihin ettd muiden
eldinlajien androgeenireseptoreihin. NTD:n suhteen esiintyy polymorfiaa, jossa domeenissa
esiintyvien homopolymeeristen glutamiinijaksojen pituus vaihtelee 8-31:n glutamiinitihteen
valilla, keskiarvon ollessa n. 20 glutamiinitdhdettd. Viiden tdhteen ero esimerkkisekvenssien
P10275 ja AAI32976 pituuksissa johtuu juuri siitd, ettd AAI32976:n poly-Q-jakso on wviisi

glutamiinitdhdettd lyhempi — muutoin sekvenssit ovat identtiset.

DNA:oon sitoutuva domeeni, n. 70 aminohappotihteen mittainen DBD, 919
aminoahappotihteen perusratkaisussa vélilld 538...625 (Wilsonin (2003: 1686) mukaan vélilla
559...624) puolestaan on hyvin konservoitunut ja varsin samankaltainen ihmisen ja eri
eldinlajien androgeenireseptoreilla. Gelmannin (2002: 3004) mukaan ihmisen ja rotan AR-DBD
ovat tdysin identtiset (vastaavuus 100%), ja ihmisen AR-DBD:n aminohapposekvenssilli on
suurta vastavuutta myds muiden ihmsen steroidireseptorien kanssa: glukokortikoidireseptorin
kanssa yhteisid aminohappoja on yli 70% ja vield estrogeenireseptori a:nkin kanssa yli 50%
(Gelmann 2002: 3004 sekd Gao et al. 2005: 26). Suuri vastaavuus kaikkien steroidireseptorien
DB-domeenien vililld johtuu samanlaisesta tehtdvésta: suurin osa domeenin sekvenssid palvelee
yleisesti DNA:oon sitoutumista, ja vain pieni osa sekvenssid on tarpeen sitoutumiskohdan
spesifissd tunnistamisessa. Térkein funktionaalinen osa DB-domeenia ovat sen kahdeksan
kysteiinitdhdettd ja niiden oikeasta sijainnista ja orientaatiosta vastaavat aminohappotihteet,
jotka osallistuvat neljdn kysteiinin kvartetteina kahteen sinkkimotiiviin (per AR-monomeeri,

dimeerilld sinkkimotiiveja on neljé) joilla reseptori sitoutuu DNA:n suureen uurteeseen.

Toiminnaltaan huonosti tunnettu sarana-alue, joka késittdd n. 50 aminohappotéhdettd vélill4 n.
625...n. 675 téhdettd N-terminuksesta, muodostaa Wilsonin (2003: 1686) mukaan AR:n
aktiivisessa konformaatiossa yhdessi DBD:n emdiksisten aminohappojen kanssa kaksi
emiksisten aminohappotédhteiden keskittymédd, joiden Wilson arvelee osallistuvan aktivoituneen

AR:n ohjaamiseen tumaan.
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Loput sekvenssistd, aminohappotihteistd n. 676...919 koostuva hormonin sitova domeeni LBD
puolestaan on vihemmin konservoitunutta kuin DBD, mutta ei kuitenkaan varioi niin paljon
kuin NTD. Matiasin ja muiden (2000: 26164) mukaan AR:n ja muiden tumareseptoriperheiden
LB-domeeneilla on yhteisid tihteitd alimmillaan vain n. 20%, mutta lopputuloksena on kuitenkin
kaikilla samanlainen 12 o-heliksin konformaatio. LBD:n rakenteelle onkin yksittdisten
aminohappojen konservoitumista tirkedmpééd se, ettd sekvenssissd on sdilynyt polaaristen ja
hydrofobisten aminohappotidhteiden vuorottelu siten, ettd hydrofobiset voimat ajavat domeenin
muodostamaan amfipaattisia heliksejd ja ryhmittelemddn ne NR_LBD:ille luonteenomaisella
tavalla. Liséksi aktivoituneessa konformaatiossaan olevan eli steroidin sitoneen LBD:n
ulkopinnalle syntyy Heinleinen ja Changin (2002: 177) sekd Wilsonin (2003: 1687) mukaan
hydrofobinen activation function 2 -domeeni (AF-2), joka sitoo sellaisia koaktivaattoreita, joilla
on sekvenssissddn amfipaattisia heliksejd muodostavia LXXLL-jaksoja (missd L= leusiini ja X =
mika tahansa (polaarinen) aminohappo).

(Matias et al 2000: 26164; Gelmann 2002: 3003-3005; Heinlein & Chang 2002: 176-178;
Wilson 2003: 1685-1686.)

NTD DBD Hinge LBD
S TSS__————————___—. - X 984 hMR
; FE s 16 2 o5 NERQ
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Kuva 12. Ihmisen androgeenireseptorin (hAR), rotan androgeenireseptorin (rAR) sekd ihmisen
muiden steroidireseptorien aminohapposekvenssien konservoitumisaste domeeneittain. [hmisen

AR:n domeenien kanssa yhteisten aminohappotdihteiden mddrd ilmaistu prosentteina. Ldhde:
Gao ja muut 2005: 26 fig. 2.

Kuva 13 (seur. sivulla) havainnollistaa androgeenireseptorin LBD:n konservoitumista lajien
vililld. Siind on linjattu ihmisen AR-LBD:n (hAR-LBD) ja tavallisimpien selkdrankaisten
malliorganismien androgeenireseptorien aminohapposekvenssit. Lajit, joiden AR-sekvenssit on
otettu mukaan linjaukseen, ovat: simpanssi (Pan troglodytes), rotta (Rattus norwegicus), hiiri
(Mus musculus), kana (Gallus domesticus), afrikkalainen kynsisammakko (Xenopus laevis) ja

seeprakala (Danio rerio). Kuten Gaon ja muiden kaavio (kuva 12 ylld) — jonka mukaan ihmisen
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ja rotan AR-LBD:t ovat identtiset — vihjaa, on myds AR:n ligandia sitova domeeni varsin hyvin
konservoitunut eri lajien vililld, vaikka DBD onkin AR:n parhaiten konservoitunut osa.
Verrattaessa kuvaa 13 ja kuviin 7 ja 8 on helppo havaita, ettd ihmisen androgeenireseptorin
ligandia sitovan domeenin sekvenssi muistuttaa paljon enemmén muiden lajien AR-LBD:ja kuin
ithmisen muiden steroidireseptorien LBD:ja. Tédmid johtuu tietenkin siitd, ettd eri
steroidireseptorien toisistaan poikkeavien ligandien spesifi tunnistus vaatii erilaisia
aminohappotdhteitd tunnistustaskuunkin, kun taas eri lajien niin ikdin konservoituneet, joko
tdysin tai hyvin samankaltaiset androgeenit edellyttdvit samankaltaista rakennetta myos
reseptorin ligandia tunnistavalta osalta. Gellman (2002: 3003) kiteyttdd asian seuraavasti: “The

DBD is most highly conserved from Xenopus to human, and the LBD is also highly conserved”.
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Kuva 13. [hmisen ja tavallisimpien selkdrankaisten malliorganismien AR-LBD:ien aminohappo-
sekvenssien kohdakkainasettelu. Ihmisen AR-LBD:n (hAR-LBD) poikkeava numerointi johtuu
siitd, ettd linjauksessa on kdytetty ihmiseltd vain LBD-sekvenssid, muilta koko AR:n. Sekvenssien

ldhde: hAR-LBD Protein Data Bank, muut RefSeq; linjauksessa kdytetty ohjelma EMBL-EBI —
palvelimen ClustalW?2,; linjauksen visualisointi kirjoittajan, GeneDoc -ohjelmalla v. 2.6.003.
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3.2.1.5.3. hAR:n sekundaari- tertiaari- ja kvaternaarirakenteet

Androgeenireseptorilta on  onnistuttu  kokeellisesti  todentamaan  priméérirakennetta
(aminohapposekvenssid) pitemmaélle vasta kahden domeenin, DBD:n ja LBD:n, rakenteet, joten

tarkastelu rajoittuu niihin.

DNA:oon sitoutuva domeeniin (DBD) kuuluu kaksi DNA:n suureen uurteeseen sitoutumista
ohjaavaa sinkkimotiivia (per AR-monomeeri), kummassakin sinkkimotiivissa on nelj
kysteiinitdhdettd ja yksi niiden kanssa kompleksin muodostava sinkki-ioni. Kahden
sinkkisormen liséksi DBD:iin kuuluu heliksi-kddnnos-heliksi —rakenne ja dimerisaatiosilmukka.
Heliksi-kd4nnos-heliksi —rakenne koordinoi yhdessi 4xCys--Zn>" —kompleksien kanssa koko
motiivin konformaatiota, jossa a-heliksien akselit ovat toisiinsa ndhden 90° kulmassa, ja
ensimméinen sinkkisormen Zn**-ioni on niiden vilissd stabiloimassa rakennetta. Reseptorin
sitoutuessa DNA juosteeseen rakenteen ensimmaéinen heliksi eli tunnistava heliksi (recognition
helix) sovittautuu DNA:n suureen uurteeseen, heliksin akseli uurteen suuntaisesti, ja toimii
koettimena joka tunnistaa DNA-juosteesta spesifisti reseptorin tarkan sitoutumiskohdan eli
ARE:n (Androgen Response Element) emikset. Spesifinen tunnistus tapahtuu péddosin kolmen
aminohappotihteen avulla, jotka sijaitsevat tunnistusheliksissd ensimmdisen sinkkimotiivin
neljannen (viimeisen) kysteiinitdhteen C-terminaalipuolella. Toisen eli koordinoivan heliksin
tehtdvd on stabiloida rakennetta. Dimerisaatiosilmukka (Dimerization Box) puolestaan vastaa
homodimeerin identtisten sitoutumismotiivien keskindisestd sitoutumisesta ja koordinaatiosta.

(Shaffer et al. 2004: 4758-4760.)
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Kuva 14. Rotan AR-DB-domeenin rakenne Shafferin ja muiden (2004: 4759 (Fig.1.)) mukaan.
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Rotan AR-DBD:n — joka Gelmannin (2002: 3004) ja Gaon ym. (2005: 26) mukaan on identtinen
ithmisen AR-DBD:n kanssa - kuvantaneiden Shafferin ja muiden (2004) mukaan ensimmaisen
sinkki-ionin  sitovat  kysteiinitdhteet ovat jarjestysluvuiltaan koko AR-monomeerin
aminohappotdhteet 542, 545, 560 ja 563, ja toisen sinkkimotiivin kysteiinit 578, 584, 594 ja 597.
Edelleen Shafferin ja muiden mukaan ensimmaéinen heliksi eli tunnistuskierre alkaa ensimmaisen
motiivin kolmannesta kysteiinistd (ah 560) ja jatkuu neljinnen kysteiinin yli aina glutamaattiin
571 asti, ja toinen, koordinoiva/stabiloiva heliksi alkaa heti toisen sinkkimotiivin 3. kysteiinin
jalkeen proliinista 595 ja jatkuu neljinnen kysteiinin yli alaniinin 605. Vieldkin Shafferin ja
muiden mukaan dimerisaatiosilmukka (kuvassa 14 ”D-box”) sijoittuu toisen sinkkimotiivin 1. ja
2. kysteiinin viliin késittden aminohappotihteet 579-583 (Ala, Ser, His, Asn ja Asp). DBD:n
rakenne on samanlainen kaikilla steroidireseptoreilla, vaikka yksittdisissd aminohapoissa on
steroidiluokittain eroa DNA:n eméissekvenssin spesifisti tunnistavan motiivin osalta. Thmisen
androgeenireseptorin spesifisin sitoutumispaikan DNA:ssa tunnistavat aminohappotéhteet ovat —
vield kerran Shafferin ja muiden (2004: 4760-4761) mukaan — Lysiini 563, Valiini 564 ja
Arginiini 568.

Kuva 15. Androgeenireseptoridimeerin DNA:oon sitoutuvat domeenit (DBD), koordinoivat
sinkki-ionit ja DNA-juoste. Kuvan Ildhde: Shaffer et al. (2004: 4760 (Fig.2A4)).

Androgeenireseptorin ligandin sitova domeeni (LBD, HBD) on rakenteeltaan identtinen muiden
steroidireseptorien LBD:ien kanssa, vaikka aminohapposekvenssin yhtenevyys on vdhdisempad

kuin DB-domeenilla. AR-LB-domeeni koostuu Matiasin ja muiden (2000: 26167) mukaan 12 o-

heliksistd ja Sackin ja muiden (2001: 4907) mukaan 12 o-heliksisté joista tosin heliksi nro 2
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puuttuu”. Kaikkien mainittujen mukaan heliksien 5 ja 6 vélisessé tiukassa kdédnnoksessd on [3-
hiusneulamotiivi. Heliksit 4 ja 5 ovat Matiasin ja muiden mukaan yhtdjaksoisia, samoin heliksit
10 ja 11. Kuvassa 6 (sivulla 21) heliksien 10 ja 11 yhtijaksoisuus nékyy selvésti osakuvissa 5C1-
C2. Kuvakulma ei ole edullinen heliksien 4 ja 5 jatkuvuuden havaitsemiselle, mutta sekin on
tarkkaan katsoen erotettavissa osakuvista 547-42 ja 5C1-C2 — vaikka heliksien 4 ja 5 vilissd on
mutka ja ne on erilaisen suuntansa vuoksi korostettu eri véreilld. Sekd Matiasin ja muiden etti
Sackin ja muiden mukaan ligandin sitoneessa konformaatiossa myos heliksien 8 ja 9 vilinen
silmukka ja heliksin 12 jilkeinen sekvenssi muodostavat antiparalleelin [-rakenteen, jota
koossapitavit vetysidokset stabiloivat heliksin 12 paikalleen asemaan, jossa se sulkee ligandin
muiden heliksien muodostamaan hydrofobiseen taskuun. Tdmikin [-rakenne on ndhtdvissd
etualalla kuvan 5 osakuvissa 5CI-C2, silld visualisointi on tehty testosteroniin sitoutuneen AR-
LBD:n rakenteesta (PDB-tiedosto: 2AM9). Matias ja muut toteavat myos, ettd heliksi 12 ndyttda
sitoutuneessa konformaatiossa jakautuvan kahdeksi lyhyemmaksi (9 ja 5 aminohappotihteen)
heliksiksi. Kuvassa 5 tidmad ndkyy huonosti, vain mutkana heliksissd 12, mutta samaa
kokeellisesti madritettyd ligandiin sitoutunutta rakennetta (2AM9) kuvaavassa Protein Data

Bankin sekunsaarirakennekaaviossa (kuva 6, sivu 21) heliksin 12 viitetty epéjatkuvuuskohta

nikyy Q902:n kohdalla.

apo-AR LED holo-AR LBD

Kuva 16. Androgeenin sitoutumisen aiheuttama konformaatiomuutos reseptorissa. Vapaan
androgeenireseptorin LB-domeenin (apo-AR LBD) sekd androgeenin sitoneen reseptorin
LB-domeenin (holo-AR LBD) rakenne kaavamaisesti Thompsonin (2006: 44(Fig.9)) mukaan.

Koko androgeenireseptorin tertiddrirakennetta ei vield tunneta. Matias ja muut (2000: 26164)
totesivat vuonna 2000: “To date, no experimentally determined three-dimensional structure is
available for a complete receptor”. Viisi vuotta mydhemmin Gao ja muut (2005: 3) pahoittelivat
sitd, ettd tilanne oli vieldkin sama — vieldpd kaikkia tumareseptoreita koskien: “Currently,

ligand-binding domain and DNA-binding domain crystal structures of many nuclear receptors
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are solved, but no crystal structure of a full-length receptor is available yet.” Kirjoittajan
viimeinen vierailu Protein Data Bankissa tdmédn asian tiimoilta helmikuussa 2010 paljasti, ettid

ainakaan AR:n osalta tilanne ei ole parantunut vield toiset viisi vuotta my6hemmink&én.

Kvaternddrirakenteeltaan ihmisen androgeenireseptori on harvoin vapaa monomeeri;
kiytinndssd se on sitd oikeastaan vain juuri ligandin sidottuaan. Inaktiivisena sytoplasmassa
ollessaan hAR on sitoutuneena chaperoneihin — Thompsonin (2006: 43) mukaan mm.
lamposhokkiproteiineihin HSP70 tai HSP90, Greenspanin ja Gardnerin (2004: 76) mukaan my0s
HSP56:een — ja ligandinsa kohdattuaan ja HSP-kumppaninsa hyljéittydén androgeenireseptori

dimerisoituu toisen aktivoituneen androgeenireseptorin kanssa.
3.2.1.5.4. Androgeenireseptorin sidontatasku

Androgeenireseptorin sidontatasku (Ligand Binding Pocket, LBP) on LBD:n “helical
sandwich”-rakenteessa tiettyjen heliksien viliin jddva pddosin hydrofobinen onkalo, jonka koko,
muoto ja sdhkokemialliset olosuhteet ovat otolliset juuri androgeenien sitoutumiselle.
Sédhkokemiallisilla olosuhteilla tarkoitetaan tdssé sitd, ettd taskun seinimit — ligandin ldhelle
joutuvat aminohappotdhteet ja peptidisidokset — vastaavat ominaisuuksiltaan niitd ligandin osia,
joiden ldhelle joutuvat kun ligandi uppoaa taskuun, ja voivat siten vuorovaikuttaa ligandin
kanssa. Kaiytdnnossd tdmad merkitsee, ettd ligandin hydrofobinen steraanirunko tulee
ldhituntumalle vain hydrofobisten aminohappojen sivuketjujen kanssa, ja ligandin polaaristen
padteryhmien ldhelld on polaaristen aminohappojen sivuketjuja tai niin ik&in polaarisia

peptidisidoksia.

Siitd, mitkd aminohappotdhteet ja peptidisidokset vuorovaikuttavat LBP:ssa ligandin kanssa, ei
vield nykytekniikalla ole péésty kokeellisesti tdyteen varmuuteen — eikd edes siitd, mitka heliksit
muodostavat sidontataskun, vallitse tdyttd konsensusta. Pereira de Jésus-Tranin ja muiden (2006:
989) mukaan ligandinsidontataskun muodostavat heliksit 3, 4, 5 ja 11 sekd heliksien 5 ja 6
vilissd oleva P-rakenne. Gelmann (2002: 3004) puolestaan pitdd ensisijaisina ligandin ja LBP:n
vilisten vuorovaikutusten muodostajina (“primary AR contact regions for ligand binding”)
heliksejd 4, 5 ja 10. Matiasin ja muiden (2000: 26165 fig 1, 26169 fig. 4a) mukaan taas AR:n
LBP:n muodostavat heliksit 3, 4, 5, 7, 11 ja 12, sekd heliksien 5 ja 6 vilinen B-kd&nnds. Ja
viimein, Sackin ja muiden (2001: 4907) mukaan taskuun sitoutuvan ligandin kanssa

vuorovaikuttavat heliksit 3, 5ja 11.

Eridvit nidkemykset johtunevat, paitsi késite-eroista (esim. siind tarkoitetaanko ’sidontaan

osallistuvilla molekyylin osilla” vain suoraan ligandin kanssa vuorovaikuttavia osia vai my0s
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toissijaisia, suorassa kontaktissa olevia sidontaelementteji stabiloivia rakenteita) myds siité, etti
nykytekniikalla  tehtyjen rakennemaddritysten resoluutio ei useimmissa tapauksissa
yksinkertaisesti riitd kokonaisen LBD:n kaikkien atomien, varsinkaan vetyatomien, 3D-sijainnin
luotettavaan méiirittimiseen — eikd siten muutoinkin alati vaihtuvien vetysidoskumppanuuksien
luotettavaan ennustamiseen. Niinpd LBP:n vuorovaikutukset ligandin ja reseptorin valilld
perustuvat suurelta osin tietokoneella tehtyihin laskennallisiin arvioihin, joiden tulos riippuu
kiytetyistd laskenta-algoritmeista ja niille annetuista parametreistd, etenkin eri
vuorovaikutustyyppien minimi- ja maksimietdisyyksille ja sallituille sidoskulmille annetuista

raja- ja kynnysarvoista.
3.2.1.6. Estrogeenireseptorit (hER-A ja hER-B)

Ihmiselld on estrogeenireseptoreita kaksi pddtyyppid, estrogeenireseptorit o ja . Kummatkin
ovat spesifisid C-18-steroideille ja niilld on vahvin affiniteetti estradioliin. Estrogeenireseptori-a
(Human estrogen receptor-1, Human estrogen receptor A, tissi hER-A; kirjallisuudessa ja
tietokannoissa myds: Era, ER alpha, ERR-alpha, ERR2, ESRA, ESR1 tai NR3Al) on 595
aminohappotihteen mittainen ja molekyylimassaltaan n. 66 kDa. Estrogeenireseptori-f:n
(Human estrogen receptor-2, Human estrogen receptor B, tissi hER-B; my0s: Erb, ER beta,
ERR-beta, ERR1, ESRB, ESR2 tai NR3A2) puolestaan on 530 aminohappotéhteen pituinen ja
molekyylimassaltaan monomeerisend n. 59 kDa. Nami kaksi estrogeenireseptoria ovat eri
geenien koodaamia, mutta keskenddn homologeja ja sekvenssiltdén ldhes identtisid (kuva 77
seuraavalla sivulla) — lukuun ottamatta 65 aminohappotihdettd lyhyemmastd hERB:sta puuttuvia
jaksoja, jotka reseptorin 3D-rakenteessa puuttuvat heliksejd yhdistdvistd luupeista ja ndkyvit
tiukempina kéidnnoksind heliksien vililld. Estrogeenireseptori-a:aa koodaava geeni sijaitsee
kromosomin 6 pitkdn kéasivarren lokuksissa 24-27 (6q24-q27); hER-B:aa koodaava geeni
puolestaan sijaitsee kromosomin 14 pitkdn késivarren lokuksissa 21-22 (14q21-q22).
Estrogeenireseptoreiden homologisuus muidenkin steroidireseptorien kanssa nédkyy selvésti
my0s LBD:ien sekvenssien kohdakkainasettelusta muiden steroidireseptorien sekvenssien kanssa
(kuva 7, sivu 22). Ihmisen koko steroidireseptorien konservoitumisaste domeeneittain on esitetty
kuvassa 12 sivulla 27. Estrogeenireseptorit jakavat steroidireseptorien yhteiset rakenteelliset
ominaisuudet (kuvattu sivuilla 17-19) ja ovat 11 (12) a-heliksin muodostamina Mainly alpha,
Orthogonal bundle -proteiineina sekundaari- ja tertiddrirakenteiltaan vield enemmén muiden
steroidireseptorien kaltaisia (kuva 4 sivulla 19) kuin LBD-sekvenssien linjaus ja domeenien
konservoitumisasteet antaisivat aiheen olettaa. Toiminnaltaankin estrogeenireseptorit ovat
muiden steroidireseptorien kaltaisia, eroten niistd vain sikéli, ettd 1) siind missd muut

steroidireseptorit odottavat ligandiaan sytoplasmassa ja siirtyvdt tumaan vasta ligandinsa
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sidottuaan, estrogeenireseptorit odottavat ligandiaan etupédédssd tumassa eivitkd sytoplasman
puolella, ja 2) hER-A ja hER-B muodostavat ligandinsa sidottuaan paitsi homodimeereji
hER(a,a) ja hER(B,) my6s hER(a,p) -heterodimeerejd. (EMBL-EBI//UniProtKB/Swiss-Prot:
ERR1_HUMAN/P03372 ja ERR2 HUMAN/ Q92731; HUGO: ESRI1 ja ESR2 sekd
NCBI/RefSeq: hERA ja hERB.)
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Kuva 17. Ihmisen estrogeenireseptori-a:n (hERA) ja estrogeenireseptori [f:n (hERB)
aminohapposekvenssien kohdakkainasettelu. Sekvenssien lihde: NCBI/RefSeq (hERA: P03372
ja hERB: 092731). Linjauksessa kdytetty ohjelma: EMBL-EBI —palvelimen ClustalW2 (oletus-
parametrein); linjauksen visualisointi tehty kdiyttien GeneDoc- ohjelmaa v. 2.6.003.
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3.2.1.7. C21-steroidireseptorit (hGR, hMR, hPR)

Ihmiselld on (ainakin jossain méérin) spesifi reseptori kullekin kolmesta pregnaaneihin eli C-21
—steroideihin kuuluvasta stereoidihormonien luokasta. Nami reseptorit ovat glukokortikoidi-
reseptori, mineralokortikoidireseptori ja progesteronireseptori. Niiden spesifisyys on kuitenkin
heikompi kuin sukupuolisteroidien reseptoreilla — siitd ymmarrettdvéstd syystd, ettd enemmin ja
suurempia sivuryhmid steraanirungossaan kantavat kookkaammat C-21-steroidit eivét kokonsa ja
muotonsa puolesta hevin mahdu C18- ja Cl19-steroideja tunnistavien androgeeni- ja
estrogeenireseptorien sidontataskuihin, kun taas sukupuolisteroidit mahtuvat kokonsa puolesta
paremmin C-21-steroidieseptoreiden taskuihin, vaikka affiniteetti jddkin heikoksi. Lisdksi
pregnaanireseptorien spesifisyyttd sukupuolihormonien reseptoreihin verrattuna heikentii niiden
taipumus C21-steroidiluokkien véliseen ristiintunnistukseen. Kaikki C21-steroidireseptorit
jakavat sivuilla 17-19 kuvatut steroidireseptorien yhteiset sekundaari- ja tertiaarirakenteet,

primaarirakenteiden (sekvenssien) eroista huolimatta.

Ihmisen glukokortikoidireseptori (Human glukcocorticoid receptor, tissé hGR, myos: GCR,
GCCR, GR, GRL tai NR3C1) on 777 aminohappotéhteen mittainen, ja sen molekyylimassaon n.
85,6 kDa. Sen affiniteetti on suurin kortisoliin, sitten muihin glukokortikoideihin. Thme kylla
hGR sitoo epidspesifisti myos mineralokortikoideja — joskin heikommalla affiniteetilla — vaikka
mineralokortikoidella on reseptorin tiukimmin sitomaan ligandiin, kortisoliin, ja useimpiin
muihin glukokortikoideihin ndhden “’yliméérdinen” happiatomi sitoutuneena hiileen 18, miké
tekee mineralokortikoideista enemmén tilaa sidontataskussa vaativia ja/tai edellyttdd polaarista
vuorovaikutuskumppania sidontataskulta sellaisessa suunnassa, jossa useimmilla gluko-
kortikoideilla ei polaarista ryhméd ole. Glukokortikoidireseptori poikkeaa muista steroidi-
reseptoreista toimintansa puolesta sikili, ettd se ei aktivoiduttuaan toimi pelkdstddn suoraan
DNA:oon kiinnittyvdnd transkripitofaktorina vaan my6s muiden transkriptiofaktorien
modulaaattorina vilittdessddn glukokortikoidien sddtelyvaikutusta tulehdusreaktioissa. (EMBL-
EBI//UniProtKB/Swiss-Prot: GCR_HUMAN/P04150 sekd Hellal-Levy et al. 1999: 9.)
Glukokortikoidireseptoria koodaava geeni NR3CI sijaitsee kromosomin 5 pitkdn kisivarren

lokuksissa 31-32 (5q31-q32) (HUGO: NR3C1).

IThmisen mineralokortikoidireseptori (Human mineralocorticoid receptor, tissi hMR; myos:
MCR, MLR tai NR3C2) on 984 aminohappotdhteen mittainen ja molekyylimassaltaan n. 107
kDa. Sitd koodaava geeni NR3C2 sijaitsee kromosomin 4 pitkdn késivarren lokuksessa 31
(4931). Mineralokortikoidireseptori sitoo suurimmalla affiniteetilla aldosteronia, mutta sitoo

mineralo-kortikoidien lisdksi heikommalla affiniteetilla myds glukokortikoideja ja jopa
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progesteronia. (Bledsoe et al. 2005: 31283; EMBL-EBI//UniProtKB/Swiss-Prot: MCR_HUMAN
/P08325; Hellal-Levy et al. 1999: 9 sekd HUGO: NR3C2.)

Progesteronireseptori (Human progesterone receptor, tissa hPR: my06s: PGR tai NR3C3) on 933
aminohappotdhteen mittainen ja molekyylimassaltaan n. 99 kDa. Progesteronireseptori tunnistaa
ja sitoo nimensd mukaisesti parhaiten progesteronia, ja on C-2I-reseptoreista vihiten altis
ristiintunnistamaan muiden luokkien C-21-steroideja (mineralo- ja glukokortikoideja) —
ilmeisesti siksi, ettd sen spesfifisti tunnistamat ligandit, progestiinit, ovat harvempien
sivuryhmiensd vuoksi pienimpid C21-steroideista. IThmisen progesteronireseptoria koodaava
geeni PGR sijaitsee kromosomin 11 pitkén kasivarren lokuksissa 22-23 (11q22-q23). (EMBL-
EBI//UniProtKB/Swiss-Prot: PRGR_ HUMAN/P06401 sekda HUGO: PGR.)

3.3.1. Muut steroideja tunnistavat proteiinit

3.3.1.1. Steroidien luonnolliset kuljetusmolekyylit

Luonteeltaan pddosin hydrofobisina steroidihormonit diffundoituvat vapaasti solukalvon lépi,
mutta vastaavasti tarvitsevat kuljetusmolekyylin verenkierrossa. Seerumin proteiineista steroideja
kuljettavat seerumin albumiini (HSA), sukupuolihormoneja sitova proteiini (SHBG tai SBP),
transkortiini (CBG) sekd transprogestiini (PBG). Niistd keskitytddn tdméan tutkielman kannalta

mielenkiintoisimpiin eli spesifisti androgeenejé sitoviin.

3.3.1.1.1. Seerumin albumiini (HSA)

Seerumin albumiini (human serum albumin (HSA)) on seerumin massamddrdisesti runsain
proteiini, jota on veressd n. 40 &, (n. 0,6 ™), kattaen yksinddn n. puolet kaikista seerumin
proteiineista. Seerumin albumiini tuotetaan maksassa, ja sen pédtehtivit ovat hydrofobisten
molekyylien kuljettaminen sekd veren tilavuuden ja osmoottisen tasapainon séitely; albumiini
osallistuu my6s veren pH:n puskuroimiseen. (Curry et al. 1998: 827; NCBI/RefSeq/ALB;
Zunszain et al. 2003: 6.) Albumiini on monomeerinen ja glykolysoimaton, kokonaan alfa-
helikseistd ja niiden vélisistd loopeista koostuva all-alpha —proteiini, joka kuuluu
albumiininkaltaisten seerumiproteiinien (serum albumin-like proteins) sekid perheeseen ettd
superperheeseen ja  arkkitehtuuriltaan samaan orthogonal bundle —luokkaan kuin
steroidireseptorit  (PDB/1BJS). Albumiinin esiasteessa preproalbumiinissa on 609
aminohappotidhdettd, mistd pilkotaan postranslationaalisena modifikaationa N-terminaalisesta

pddstd osa pois ennen albumiiniin erittdmistd tuottavasta solusta.  Valmiissa (ihmisen
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seerumi)albumiinissa on 585 aminohappotdhdettd ja sen molekyylimassa on n. 65 000 Da.
(NCBI/RefSeq/ALB; PDB/1BJ5.) Albumiinissa on useita hydrofobisia sitoutumistaskuja, jotka
sitovat epdspesifisti hyvin laajaa kirjoa hydrofobisia molekyylejd, mm. vapaita rasvahappoja,
sappisuoloja, steroidihormoneja, bilirubiinia, kilpirauhashormoneja sekd hemiinid ja lddkeaineita
(Curry et al. 1998: 827; NCBI/RefSeq/ALB; Zunszain et al. 2003: 6-7). Vaikka albumiini
tunnistaakin hydrofobisia molekyylejd — myos steroidihormoneja — epéspesifisti ja heikolla
affiniteetilla, on silld suuri merkitys etenkin sukupuolisteroidein kuljettajana veresséd, koska
albumiinin konsentraatio on huomattavasti suurempi kuin spesifimpien kuljetusproteiinien.
Arviot albumiinin osuudesta veressd kuljetetuista sukupuolisteroideista vaihtelevat ldhteesté
riippuen vélilld n. 40-68 % (Greenspan & Gardner 2004: 480, 482; Griffin & Wilson 2002: 715;
Thompson 2006: 28) — lukuja on tarkasteltu ldhemmin SHGB:ia késittelevdssd kappaleessa.
Albumiini on kuitenkin tunnistuksen epéspesifisyyden ja sidonnan heikon affiniteetin vuoksi
mielenkiinnoton pyrittdessd kehittdmiin steroidihormoneja entisti paremmin erottelevia ja
androgeenejd entistd spesifimmin ja suuremmalla affiniteetilla tunnistavia proteiineja, eikd sitéd

tarkastella tdiméan 1lahemmin.

3.3.1.1.2. Sukupuolisteroideja sitova proteiini (SHBG) sekd ABP

Sukupuolisteroideja sitova proteiini (Sex hormone -binding globulin (SHBG), my0s: Sex steroid
-binding globulin (SSBQG) tai Sex steroid -binding protein (SBP), Testosterone-estrogen-binding
globulin, Testosterone-estradiol-binding globulin (TeBG)) on androgeenien ja estrogeenien eli
C-19- ja C-18-streoidihormonien sitomiseen plasmassa erikoistunut glykoproteiini. SHBG sitoo
spesifisti 17B-hydroksi-steroideja, joiden 17-hiileen on sitoutunut hydroksyyliryhmé B-positioon
eli tavanmukaisessa esitystavassa steraanirungon tasosta’ylaviistoon” (kuvassa 2 sivulla 14
kiytetyssd Natta-projektiossa paperin tasosta katsojaa kohti). Merkittdvimmait 17(3-hydroksi-
steroidit ovat testosteroni, dihydrotestosteroni ja estradioli (sama kuva). SHBG:n ja testosteronin
vélinen affiniteetti on n. 1000-kertainen albumiinin ja testosteronin viliseen nédhden (Griffin &
Wilsonin 2002: 715). Greenspanin ja Gardnerin (2004: 933) mukaan SHGB:n konsentraatio
verssd vaihtelee huomattavasti: miehilld normaaleina pidettdvien pitoisuuksien alue on 6-44 nmol,
ja naisilla 8-85 "™/,

Vaikka SHBG onkin tdssd otsikon Steroidien luonnolliset kuljetusmolekyylit alla, sen arvellaan
osallistuvan my0s vapaiden — eli soluihin diffundoitumaan kykenevien — sukupuolisteroidien
médrdn sddtelyyn veressd ja siten steroidihormonien bioaktiivisuuden kontrollointiin

(Bocchinfuso et al. 1992: 227 sekd Grishkovskaya et al 2000: 504). SHBG:n huomattavasti
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albumiinia suurempi affiniteetti sukupuolihormoneihin, etenkin testosteroniin, mahdollistaa
vapaiden sukupuolihormonien mééirin sddtelyn SHBG:n mairdd siditelemdlli. Kun SHBG:n
affiniteetti testosteroniin on 1000-kertainen albumiinin affiniteettiin ndhden, ja kun SHBG:n
pitoisuus veressd voi normaalin rajoissa vaihdella kymmenkertaisesti, on selvéd, ettd myos
SHBG:n sitoma osuus veren kokonaistestosteronista sekd SHBG:n sitoman testosteronin suhde
albumiinin sitomaan vaihtelevat suuresti. Niinpd ei olekaan ihme, ettdi myoOs mittauksiin
perustuvat kisitykset albumiinin ja SHBG:n merkityksestd sukupuolisteroidien kuljettajina
vaihtelevat, vaikka kisitykset sekd testosteronin kokonaismédrdstd verenkierrossa ettd vapaan
testosteronin suhteesta kokonaismééradn ovat suurin piirtein yhtenevid. Greenspan ja Gardner
(2004: 480, 482) arvioivat vapaan testosteronin osuuden olevan 2 % ja albumiinin kuljettavan 38
% ja SHBG:n 60 % verenkiertoon eritettdvastd testosteronista, kun taas Thompsonin (2006: 28)
arvio on vapaan testosteronin osalta sama (2 %) mutta albumiinin ja SHBG:n osalta
pdinvastainen: Thompsonin mukaan albumiini kuljettaa perdti 68 % verenkierron testosteronista
ja 60 % estradiolista, ja SBHG kuljettaa vain 30 % testosteronista ja 38 % estradiolista. Griffin ja
Wilson (2002: 715) puolestaan ovat sitd mieltd, ettd albumiiniin ja SHBG:iin sitoutuneiden
osuuksien testosteronista suhde riippuu sekd sukupuolesta ettd testosteronin kokonaismadrista
verenkierrossa, ja arvioivat normaaleilla miehilld vapaan testosteronin osuudeksi (niin ikédédn) 2
%, mutta albumiiniin kuljettamaksi 54 % ja SHBG:n osuudeksi 44 %. Yhteenvetona voinee
todeta, ettd kun SHBG:n affiniteetti testosteroniin on n. 1000-kertainen albumiiniin ndhden mutta
sen pitoisuus veressi vain n. sadasosa-seitsemisosa albumiinin pitoisuudesta (6-85 "™/,
versus 0,6 ™" vastannevat SGHB ja albumiini ainakin testosteronin kuljetuksesta veressi

keskiméérin suurin piirtein yhtélaisillé osuuksilla.

SHBG:ia koodaava geeni (Shbg) sijaitsee ihmiselld kromosomin 17 lyhyessd kisivarressa
(Hammond & Bocchinfuso 1995: 543; HUGO/SHBG). Shbg:lta tunnetaan useita vaihtoehtoisen
silmukoinnin kautta syntyvid geenituotteita, joista tirkeimméit ovat isoformi 1 (SHBG) ja
isoformi 2 (androgeenejé sitova proteiini (ABP), késitelty jiljempénd) (EMBL-EBI//UniProtKB/
Swiss-Prot, P04278). Isoformi 1:n eli SHBG:n primédéri translaatiotuote, SHBG:n prekursori, on
402 aminohappotihteen mittainen ja massaltaan n. 52 000 daltonin peptidi, jonka 29 N-
terminaalista aminohappoa muodostavat pois pilkottavan signaalipeptidin. Kypsdssd SHBG:ssa
on siis monomeerisend 373 aminohappotihdettd (tdhteet 30-402), mutta plasmassa SHBG
esiintyy n. 90 000 daltonin homodimeerini. Kummassakin SHBG:n identtisessid alayksikodssa
(meerissd) on kaksi Laminiini G:n (LamG) kaltaista domeenia, joista N-terminaalinen,
aminohappotédhteet 67..196 késittdvd, vastaa sekd steroidin sitomisesta ettd reseptorin

dimerisaatiosta. SHGB-monomeerissid on siis yksi, dimeerissd kaksi identtistd sidontapaikkaa
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ligandille. (EMBL-EBI// UniProtKB/ Swiss-Prot, P04278; Grishkovskaya et al. 2002: 32086;
Hammond et al. 2003: 196 sekd NCBI: SHBG.) Dokumentoitu kolmiulotteinen rakenne oli
tammikuussa 2010 saatavilla vain N-terminaalisen LamG-domeenin dimeereille, ei koko

proteiinin (PDB).

© Sexhormonebinding giobuin @d2sa)
OSSP Y o T Y

P[BPPAVHLSNGPGQEP | AVMTFDLTH | TKTSSSFEVRTWDPEGVI F\'GDTNPHDDWFMLGLR
FOBE43 20 T 40 50 &0 70 72

~ Sexhormone-binding globulin (d1d2sa )
[ssp-n- I Nt i 3 T

FOEDGRPE |QLHNI—I‘NHQLTVGHGPHLDDGHWHQVEVHMEGDSVLLEVDGEEVLHLHQVSGHP|
FOBy3 8 g 100 110 120 138’

~ Sexhormonebinding globulin (d1d2sa)
DSSF —_ —’—

FOEMR 1 HLGGLL FPHSNLRLPLVPHLDGCLRRDMDKQHE | SHSHPTSLRSC
FDE 435 150 160 170 180 188

Kuva 18. Protein Data Bankin kaavio ihmisen sukupuolihormoneja sitovan proteiinin (SHBG)
N-terminaalisen LamG-domeenin aminohappotdhteiden osallistumisesta domeenin sekundaari-
rakenteisiin (PDB: 1D2S).

Kypsin SBHG:n sekundiérirakenteiden pédédtyyppi on [-laskos. Tarkemmin sanottuna on
sukupuolisteroideja sitovassa N-terminaalisessa LamG-domeenissa 14 -laskoksiin osallistuvaa
jaksoa, kisittden 44 % aminohappotihteistd, sekd 3 lyhyttd a-heliksid, joihin kuuluu 3 %
aminohappotdhteistd. (EMBL-EBI//UniProtKB/Swiss-Prot: P04278; NCBI: SHBG sekd PDB:
1LHN.) Supersekunddirirakenteeltaan yksittdinen LamG-domeeni on karkeasti kuvattuna lierid,
jonka seindt koostuvat lierion akselin ja pinnan suunnassa edestakaisin polveilevan
peptidirungon solmimista antiparalleelisista -rakenteista. Steroidien sidontapaikka on tdmin
lierion sisdlla. CATH-luokituksessa (Class, Architecture, Topology, Homology) SHBG onkin
médritetty kuuluvaksi luokkaan Mainly Beta, arkkitehtuuriltaan Sandwich-tyyppiseksi eli
kerrostuneeksi ja topologialtaan Jelly Rollsiksi eli “kddretortuksi” — nimi tarkoittaa
tynnnyriméistd proteiinirakennetta, jossa kaksinkerroin kéddntynyt peptidiketju muodostaa
luuppien jaksottaman antiparalleelien [-laskosten jonon, joka on luuppien kohdalta taipuen
jarjestdaytynyt lieriopinnaksi, jossa enemmaén tai vihemmén pystysuorat [3-laskokset muodostavat
lieridn seindn ja B-laskokset sen paddyt, ja lieridn sisddn jaa ontelo (Branden & Tooze 1998: 77-
78 sekd PDB: 1LHN). Grishkovskayan ja muiden (2002: 505) mukaan SHBG:n N-terminaalinen

LamG-domeeni on homologinen proteiini S:lle, GAS6:n N-terminaaliselle G-domeenille ja
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laminiinin o-ketjun neljinnelle G-domeenille, mutta Protein Data Bankissa SHBG:lle tehdyssa
CATH-luokituksessa ei ole ilmoitetttu homologityyppid (PDB: 1LHN). Grishkovskaya ja muut
(2000: 504-508) toteavat myds, ettd rakenteellisesti SHGB:n LamG-domeenit ovat ldheistd sukua

lektiineille ja pentraksiinille. SCOP-luokituksessa SHBG kuuluukin Laminiini G- perheeseen
(Laminin G-like module) ja Konkavaliini A:n kaltaisten lektiinien / glukanaasien (Concanavalin
A-like  lectins/glucanases) sekd superperheeseen ettd laskostyyppiin (PDB:1LHN).
Tertiddrirakenteeltaan SHBG on globine-nimekkeelleen uskollisesti globulaarinen, ja

kvaternaarirakenteeltaan kypsd plasman SHBG on, kuten aiemmin on mainittu, homodimeeri.

Kuva 19. Havainnekuva SHBG-homodimeerin N-terminaalisista LamG-domeeneista, joista
kumpikin on sitonut dihydrotestosteronin (DHT) (PDB: 1D2S). Visualisoinnissa kdytetty PDB:n
Jmol-ohjelmaa.
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Androgeenejé sitova proteiini (Androgen binding protein (ABP), myO0s: Testis-specific androgen-
binding globulin, Sex hormone binding globulin-gene-related protein (SHBGgrp); Sex hormone
binding globulin, isoform 2 (SHBGr-2)) on saman Shbg-geenin tuote kuin SHBG mutta lyhyempi.
ABP:ssa on 384 aminohappotéhdettd, mutta keskeltd puuttuvaa 18 tidhteen jaksoa lukuun ottamatta se
on sekvenssiltddn identtinen SHBG:n kanssa (Hammond & Bocchinfuso 1995: 543; NCBI/RefSeq:
NP_001031.2 ja NP _001139751.1; UniProtKB: SHBG). SHBG ja ABP eroavatkin toisistaan vain
synty- ja toimipaikkansa sekd glykosylaationsa suhteen — siind missd SHBG:ia tuotetaan maksassa ja
se kuljettaa sukupuolisteroideja veressd, ABP:ia tuottavat Sertolin solut kiveksissd ja se kuljettaa
sukupuolisteroideja (etupdidssd testosteronia) siemenjohtimien alueella (Hammond & Bocchinfuso
1995: 543; PDB). Vield tammikuussa 2010 ei Protein Data Bankissa ollut rakennetiedostoja erikseen
ABP:sta eika tietoja erilaisen glykosylaation tuottamista mahdollisista eroista ABP:n ja SBHG:n 3D-

rakenteessa tai sidontataskun toiminnassa ollut saatavissa.

* 20 * 40 * 60

VS F SRGPLATSRLLLLLLLLLLRHTROQGWALRPVLPTQSAHDPPAVHLSNGPGQEPITAVM TR 60
MESRGPLATSRLLLLLLLLLLRHTRQGWALRPVLPTQSAHDPPAVHLSNGPGQEPIAVMT
* 80 * 100 * 120
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ABP : NIMNBE-----————————————— AETSASAPTSLRSCDVESNPGIFLPPGTQAEFNLRD I [
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* 320 * 340 * 360
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VLGLPLOQLKLSMSRVVLSQGSKMKALALPPLGLAPLLNLWAKPQGRLFLGALPGEDSSTS
* 380 * 400

VYT C LNGLWAQGQRLDVDQALNRSHEIWTHSCPQSPGNGTDA S Hie RSy
SY ISl CLNGLWAQGQRLDVDQALNRSHEIWTHSCPQSPGNGTDA S Hi)
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Kuva 20. Ihmisen sukupuolihormoneja sitovan globuliinin (SHBG) ja androgeenejd sitovan
proteiinin  (APB) sekvenssien  kohdakkainasettelu.  Sekvenssien lihde NCBI/RefSeq:
NP 001031.2  ja NP _001139751.; kohdakkainasettelussa kéytetty ohjelma EMBL-EBI —

palvelimen ClustalW?2, visualisointi kirjoittajan tekemd kdyttiden GeneDoc —ohjelmaa (v. 2.6.003).
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3.2.1.1.3. Transkortiini (CBG) ja transprogestiini (PBG)

Transkortiini (Corticosteroid-binding globulin, CBG; myds: Transcortin, Serpin A6, serpin
peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 6) on alfa-globuliini,
joka on ldheisintd sukua seriiniproteaasi-inhibiittoreille, mutta arvellusti jonkin seriiniproteaasi-
inhibiittoria koodaavan geenin kahdentumisen kautta péddssyt muuntumaan vanhemmalle
proteiinille  paralogiseksi, (kortiko)steroideja  sitovaksi  plasman kuljetusproteiiniksi.
Transkortiinia koodaava geeni sijaitsee kromosomin 14 pitkdn késivarren lokuksissa 31-32.1, ja
itse proteiini on homodimeeri, jonka kumpikin identtinen alayksikko on 405 aminohappotidhteen
mittainen ja massaltaan n. 45 kDa. (EMBL-EBI//UniProtKB/Swiss-Prot: MCR_HUMAN/
P08235 sekd HUGO: CBG.) Transkortiini on sekundaarirakenteiltaan sekamuotoinen, sekéd o.-

helikseistd ettd [3-laskoksista koostuva Alpha Beta /| Mainly beta —proteiini, jonka
tertiddrirakenne on 2-kerroksinen Sandwich (PDB: 2VDX).

CBG sitoo suhteellisen heikolla spesifiteetilld glukokortikoideja ja progestiineja, ollen kuitenkin
suuren affiniteettinsa vuoksi tirkein niitd plasmassa kuljettava proteiini. (EMBL-
EBI//UniProtKB/Swiss-Prot: MCR_HUMAN/ P08235, HUGO: CBG sekd Norman & Littwack
1997: 399.) Orchinikin ja muiden (2000: 284) mukaan CBG:lla onkin suuri affiniteetti
kortikosteroideihin — mutta yhtd suuri myos androgeeneihin ja erdisiin synteettisiin steroideihin,
joten tunnistuksensa spesifisyydessd CBG lienee albumiinin ja SHBG:n vililtid: CBG sitoo kylld
steroidimolekyylejd spesifimmin kuin kaikkia pienehkdja hydrofobisia molekyylejé erottelematta
sitova albumiini, mutta erottelee steroideja toisistaan huonommin steroidireseptorit tai SHBG.
Niinpé transkortiini ei ole sen kiinnostavampi kuin albumiinikaan pyrittidessd 16ytdmadn avaimia

testosteronin spesifin tunnistuksen saloihin.

Transprogestiini (Progesterone-binding globulin, PBG) on progesteronia spesifisti tunnistava ja
sitd verenkierrossa kuljettava plasman proteiini. IThmisen transprogestiinia on tutkittu vahén,
mutta marsun PBG:n progesteronispesifisyyttd tutkineet Tan ja Murphy (1974: 122) toteavat
ainakin marsun PBG:n olevan varsin spesifi progesteronille, ja ettd heiddn kokeissaan
kayttaimistddn sadasta nisdkkdiden verestd tavatusta steroidista vain 3-keto-steroidit kykenivét
edes jossain mddrin kilpailemaan sitoutumisesta (niin ikdin 3-hiilessdéin ketoryhmin omaavan)
progesteronin kanssa. Tulos on mielenkiintoinen, silld tirkeimmit tissd tutkielmassa
kiinnostuksen kohteena olevat androgeenit, testosteroni ja dihydrotestosteroni, ovat juuri 3-
ketosteroideja. Transkortiini saattaisi siis tarjota hyodyllistad tietoa spesifisyyden parantamiseen
myds testosteronin A-renkaan polaarisen pddteryhmén osalta — mutta Protein Data Bankissa ei

vield helmikuun 2010 alussa ollut (valitettavan viahén tutkitun) CBG:n rakennetiedostoja..
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3.3.1.2. Modifioidut 3-C4Fs —testosteronivasta-aineet.

Steroideja spesifisti tunnistaville, kliiniseen ja diagnostiseen kédyttoon sopiville molekyyleille
olisi tarvetta, joten niitd on yritetty myos kehittdd bioteknologisin keinoin, toistaiseksi
onnistumatta kehittdmddn riittivan spesifejd vasta-aineita. 3-C4F5 on testosteronia tunnistava,
hybridoomatekniikalla tuotettu monoklonaalinen vasta-aine, jonka Fab-osat on tuotettu hiiren
pernassa testosteroni(konjugaatti)altistuksella. Modifioimaton 3-C4F5-Fab sitoo testosteronia
suhteellisen korkealla affiniteetilla, mutta sen spesifisyys on riittdimdton ldédketieteellisiin
tarkoituksiin, silld 3-C4F5 ristiintunnistaa my0s muita ihmisen plasmassa esiintyviéd steroideja,
erityisesti dihydroepiandrosteronisulfaattia (DHEAS), jonka pitoisuus on plasmassa n. 1000
kertaa korkeampi kuin 3-C4F5:n kiyttd esim. immunodiagnostisissa sovelluksissa sallisi.
(Hemminki ym. 1998: 311-312; Valjakka 2002: 3 sekd Valjakka ja muut 2002b: 44021.)
Hemminki ja muut pyrkivdt 1988 parantamaan 3-C4F5:n tunnistuspotentiaalia ohjatulla
mutageneesilld, ja saivat sen Fab-osien testosteroni/DHEAS-spesifisyyden parannettua n. 13-
kertaiseksi  alkuperdisiin hiiressd synnytettyihin Fab-osiin ndhden (Hemminki 1998 seké
Hemminki ym. 1998: 311-317) ja affiniteetin 40-kertaiseksi (Valjakka ym. 2002a: 44026). Tama
el tietenkddn riitd, kun yli 1000-kertainen spesifisyyden parannus olisi ollut tarpeen, mutta
kolmantena omaa erillistd kehityslinjaansa edustavana testosteronia tunnistavien proteiinien
tyyppind modifioidun 3-C4F5:n sidontamekanismin ja siihen osallistuvien rakenteiden tarkastelu
voi tarjota hyodyllistéd tietoa pyrittdessd 10ytimédn yhteistd nimittdjaa testosteronia tunnistaville

proteiineille.
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4. Loydokset: steroidien spesifin tunnistuksen osatekijat

Jotta hormonireseptorin kautta vilittyvd signaali johtaisi tarkoituksenmukaiseen toiminnan
muutokseen solussa, pitdd reseptorin tunnistaa joltisellakin varmuudella oikea ligandi. Vain yhté
tiettyd molekyylid (ligandia) tunnistavan proteiinin (reseptorin) kohdalla tunnistuksen
selektiivisyys on vield ymmarrettivad, tiedetdénhdn proteiinien pystyvdn hyvinkin spesifiin
molekulaariseen tunnistamiseen — vain yhta ligandia tunnistavien reseptorien lisdksi esimerkeisti
kdyvit vaikkapa vasta-aineet ja substraattispesifit entsyymit. Steroidireseptorit kykenevit
kuitenkin tunnistamaan koko joukon saman luokan steroideja ja sitomaan ne muiden luokkien
steroideja suuremmalla affiniteetilla, vaikka erot eri luokkien steroidien vélilld eivdt aina ole
kovin paljon suurempia kuin erot luokkien sisdlld. Miten steroidireseptori — tai muu tietyn luokan
steroideja suhteeellisen spesifisti tunnistava proteiini — kykenee erottelemaan suuresta joukosta
ndenndisesti samankaltaisisia steroidimolekyylejd vain tietyn luokan edustajat (esim.
androgeenit) ja sitomaan ne? Vastauksen tdytyy piilld yhteisissé piirteissé steroidiluokkien sisalld

hienoisissa ja eroissa luokkien vélilld — ja niitd vastaavissa sidontataskun ominaisuuksissa.

4.1. Vuorovaikutusvoimat taskun ja ligandin valilla

Kuten kaikessa molekulaarisessa tunnistamisessa, vallitsee steroideja tunnistavien molekyyylien
sidontapaikkojen steroidien vélilld kolmenlaisia tunnistukseen vaikuttavia heikkoja sidos- ja
vuorovaikutusvoimia: hydrofobisia vuorovaikutuksia, van der Waalsin voimia ja vetysidoksia
(Matias et al. 2000: 26167-26169 sekd Pereira de Jésus-Tran et al. 2006: 989). Kaikkien
steroidihormonien nelirenkainen runko on ainakin keskiosiltaan hydrofobinen, ja kaikilla niilld
on polaariset péddteryhmét joko suoraan kiinni A- ja D-renkaissaan tai A-renkaassa ja D-
renkaaseen kiinnittyneen sivuketjun jatkona. Androgeeneilld, estrogeeneilld ja progestiineilla
hydrofobista vyohykettd on koko polaaristen paiteryhmien viliin jddva alue: B- ja C-renkaat
kokonaan sekd A- ja D-renkaiden niiden puoleiset osat. Sekéd gluko- ettd mineralokortikodeilla
taas esiintyy polaarisia ryhmid (hapellisia hydroksyyli- ja karboksyyliryhmid) myos B- ja C-
renkaiden sivuryhmini tai -ryhmissd (kuva 2, sivu 14). Steroidin sidontapaikassa voivat siis
muodostaa ligandin pddteryhmien kanssa (gluko- ja mineralokortikoideilla my0s rungon
sivuryhmien kanssa) vetysidoksen sellaiset aminohappotidhteiden polaariset sivuketjut sekd
peptidirungon happi- ja typpiatomit, jotka ovat joko niitd riittivén ldhelld suoran vetysidoksen
syntymiseksi tai sopivalla etdisyydelld, jotta reseptorin ja ligandin véliin mahtuu vetysidoksen
kumpaankin suuntaan solmiva vilittdvd vesimolekyyli. Androgeenireseptoreita tutkineista
ryhmistd Pereira de Jésus-Tran ja muut (2006: 992 ¢. 2) ovat omissa laskelmissaan hyviaksyneet

vetysidoksen muodostumiselle mahdolliseksi vesimolekyylin ja ligandin atomin vélisen
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etidisyyden 3,32 A tai vihemmiin ja aminohappotihteen osittaisvarauksellisen atomin ja ligandin
atomin vilisen etdisyyden 3,21 A tai vihemmin. Sack ja muut (2001: 4908) ovat hyviksyneet
ligandin ja vesimolekyylin vilisen vetysidoksen pituudeksi enimmilldin 3,46 A ja ligandin ja

aminohappotihteen viliseksi 3,44 A.

Vastaavasti hydrofobisia vuorovaikutuksia steroidihormonin (ligandin) kanssa voi olla sellaisilla
sidontataskun aminohappotédhteiden hydrofobisilla sivuketjuilla, jotka ovat riittdvdn ldhelld
taskuun uponneen steroidin runkoa tai kykenevét siirtymddn riittdvdn l&helle sitd joko
rotatoimalla tai LBP:n konformaatiomuutosten kautta. Sopiva etdisyys tarkoittaa sitd, ettd
vesimolekyyli ei mahdu tunkeutumaan tai sen ei ole energeettisesti edullista tunkeutua
aminohappotédhteen hydrofobisten osien ja ligandin véliin. Pereira de Jésus-Tran ja muut (2006:
992 1. 2, 994) ovat kéyttineet laskelmissaan timin etdisyyden maksimiarvona 4 A:id (4 x 10
m), kiytinnossid 3,99 A:id, kun taas Sack ja muut (2001: 4908) ovat kelpuuttaneet vield 4,05:n
A etiisyydetkin mahdollisiksi hydrofobisille vuorovaikutuksille. Vesimolekyylin pienin
ldpimitta on 2,8 A ja suurin 3,3 A. Van der Waalsin vuorovaikutuksiin kykenevit tietysti kaikki

ligandista sopivalle etdisyydelle yltavit.

4.2. Steroidien tunnistus reseptorien sidontataskussa

4.2.1. Androgeenireseptorin ja androgeenien vuorovaikutus

Sekd Matias ja muut (2000), Sack ja muut (2001) ettd Pereira de Jésus-Tran ja muut (2006) ovat
tutkineet androgeenireseptorin sidontataskun vuorovaikutuksia ligandin kanssa ja 3D-mallin-
taneet ne rontgensddekristallografiaa kéyttden. Pereira de Jésus-Tran ja muut ovat mallintaneet
LBP:n vuorovaikutuksia sekd luonnollisten ettd synteettisten androgeenien kanssa
pédtavoitteenaan affiniteettiin vaikuttavien vuorovaikutusten selvittiminen. Sack ja muut ovat
vertailleet voimakkaimman luonnollisen androgeenin, dihydrotestosteronin (DHT), sitoutumista
androgeenireseptorin  wild type- LBD:iin ja eturauhassyopdin liittyvddn T877A-mutantti-
LBD:iin, ja tulleet siind sivussa tuottaneeksi tdssdkin kéyttokelpoista tietoa AR-LBD:n
toiminnasta. Sack ja muut ovat tosin kdyttineet kokeissaan rotan androgeenireseptorin LBD:ia,
mutta, kuten edelld (kuva 12 s. 27 ja kuva 13 s. 28) on todettu, rotan ja ihmisen AR-LBD:t ovat
aminohapposekvensseiltdén identtiset, joten Sackin ja muiden tulokset on otettu tdhin mukaan.

Matias ja muut puolestaan ovat vertailleet androgeeni- ja progesteronireseptorien sidontataskujen
toimintaa kdyttden ligandina synteettistd androgeenia R1881, joka on AR-LBD:iin voimakkaasti
sitotutuva anabolinen steroidi. Kukin ryhmé on tehnyt tahollaan omia laskelmiaan AR-LBD:n
sidontataskun toiminnan selvittdmiseksi. Johtopédétokset, joihin ndméd ryhmét ovat pdityneet,

ovat ristiriitaisia, osin jopa vastakkaisia toisilleen. Vetysidoksiin osallistuvista aminohappo-
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tahteistdi ryhmét ovat kuitenkin suhteellisen yksimielisid vaikka késitykset yksittdisten
aminohappotédhteiden roolista vetysidoksessa (donori vai akseptori) ovat vilillad vastakkaiset.

Pereira de Jésus-Tran ja muut (2006) kaantdvat perinteiset késitykset molekulaarisesta
tunnistuksesta péélaelleen langettamalla pddvastuun affiniteetista vetysidoksille ja tunnistuksen

spesifisyydestd vastaavasti hydrofobisille aminohappotéhteille (ss. 991-992):

Because hydrogen bonds (electrostatic interactions) are much stronger (~2 orders of
magnitude) than van der Waals forces (electrodynamic interactions), it is likely that they
constitute the main element explaining why hAR binds androgens so strongly - - -. On the other
hand, electrostatic interactions are also likely necessary for promoting ligand binding by the
free receptor, whereas electrodynamic interactions, because of their larger number, would

ensure the high selectivity of the receptor - - -.

Hieman hdmmentévin perusteluin Pereira de Jésus-Tran ja muut yleistdvat johtopddtoksensé
koskemaan kaikkia tumareseptoreita toteamalla (s. 988), ettd koska kaikilla voimakkaimmilla
androgeeneilld [joita kaikkia androgeenireseptorin nimenomaan tulisikin tunnistaa] on
samanlaiset polaariset padteryhmét [karbonyylihappi rungon 3-hiilessd ja [-konformaatiossa
oleva hydroksyyliryhmé hiilessd 17], on [vetysidosten sijasta] hydrofobisilla aminohappo-

téhteilld keskeinen merkitys tunnistuksen spesifisyydessé kaikilla tumareseptoreilla:

Because almost all potent androgen steroids known to bind hAR with high affinity possess the
same polar groups at their nucleus extremities, it is more than likely that the hydrophobic
residues are of paramount importance, not only in the stabilization of the steroid in its pocket

but also in the high selectivity and specificity observed for all members of the NR superfamily.
Matias ja muut (2000: 26168-26169) pédédtyvit osin pdinvastaisiin johtopdatoksiin, silld he
korostavat 17p-hydroksyyliryhmén merkitystd androgeenien tunnistamisessa. Matias ja muut
nimedviat myos syylliset: heiddn mukaansa Asn-705 ja Thr-877 ovat pédédvastuussa 17f-
hydroksyyliryhmén spesifistd tunnistamisesta. Lisdksi Matias ja muut esittdvit, ettd vain
androgeenireseptoreille ominainen, ei-konservoitunut LBP:n tdhde Leu-880 estdd progestiinien
suurempaa C-17-sivuketjua mahtumasta taskuun, ja tukkii ndin tien taskuun androgeeneja
rakenteellisesti muuten ldhinnd olevilta progestiineilta. Taskun kyvyn sitoa useita saman luokan
steroideja selittdvdt Pereira de Jésus-Tranin ja muut (2006: 989) yllityksettomaisti taskun
joustavuudella koon ja muodon suhteen, minkd mahdollistavat sekd konformaatiomuutokset etté

taskun yksittdisten aminohappotihteiden sivuketjujen rotatoiminen C-C-sidosakseliensa ympari.

Sack ja muut (2001) eivit niinkddn ota kantaa sithen mitkd voimat vastaavat affiniteetista ja
mitkd spesifisyydestd ja missd suhteessa, mutta ovat esittdneet oman nikemyksensé siitd mitka
aminohappotihteet — ja minkédtyyppisilld vuorovaikutuksilla — osallistuvat DHT:n sidontaan AR-

LBD:ssa. Sackin ja muiden johtopditoksid on verrattu toisen luonnollisia androgeenejd
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kiyttdneen ryhmén, Pereira de Jésus-Tranin ja muiden (2006), paételmiin taulukoissa 1 (alla) ja

2 (sivuilla 49-50).

Taulukko 1. Androgeenireseptorin ligandinsidontataskun aminohappotdhteitd, jotka saattavat
osallistua ligandin sidontaan ligandin polaaristen ryhmien kanssa solmittavin vetysidoksin.

Mahdolliset vetysidokset AR-LBD:n ja
testosteronin (TT) ja dihydrotestosteronin (DHT) valilla
Reseptorin . .
LBP <> Ligandi
Amino Vetysidoksen
happo- | Sijainti i Vetysidos- Sijainti Ligandi | Léhde
tahde 1) umppani 3)
AeseHeD C17p-OH on | Oor 1
Asn-705 | H3 th:b
DeHeeo A C173-OH 0 DHT 2
OH
- TT,
DOHOOO A O—C3 C@j ei DHT 1
(o)
GIn-711 H3
OH
DeHees A 0=C3 Ljéjj DHT 2
(o)
OH
Arg-752 H5 DeHeee A 0=C3 K 1,2
DHT '
O
OH
Thr-877 H11 AeeeHeD C17p-OH T 1,2
DHT !
(o)
OH
Arg-752¢°¢°
Gin-711ees  H,O DeHeeeoA 0=C3 /Ctg:b 1T 1
H20000
(o)
OH
A HO DeHesoA 0=C3 L;ts:b DHT | 1,2
O
Selitykset: 1) HX = heliksi nro X

2) AeeeHeD = akseptori reseptorin, donori ligandin puolella
DeHeeeA = donori reseptorin, akseptori ligandin puolella

3) 1= Pereira de Jésus-Tran et al. 2006, 2 = Sack et al. 2001
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DHT
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Kuva 21. Havainnekuvia AR-LBD:n ja sen luonnollisten ligandien vdlisistd (oleteuista)
vetysidoksista. A) hAR-LBD ja testosteroni (Pereira de Jésus-Tran et al. 2006: 991, fig. 34); B)

hAR-LBD ja dihydrotestosteroni (sama, fig. 3B); C) rAR-LBD ja dihydrotestosteroni (Sack et al.
2001: 4908, fig. 6A).

48



Taulukko 2. (Jatkuu seuraavalle sivulle.). Androgeenireseptorin ligandinsidontataskun
(pddosin) hydrofobisia aminohappotdihteitd, joilla saattaa olla vuorovaikutuksia ligandin
kanssa.

Mahdolliset van der Waalsin voimat ja hydrofobiset vuorovaikutukset
AR-LBD:n ja testosteronin (TT) ja dihydrotestosteronin (DHT) valilla
Reseptorin . .
Ligandi
LBP Vuoro- g
Amino- vaikutuksen Vuoro-
happo- | Sijainti tyyppi vaikutus- Sijainti Ligandi Lihde
tahde 1) kumppani 2)
OH
“Hydrophobic TT,
Leu-701 | H3 ydropho c17 Q:Sjj e 1
o
OH
“Hydrophobic
ydropho c12 Jijéjj TT, DHT 1
o
Leu-704 H3
OH
“Possible close
ssible c C11, C12 Q:Sjj DHT 2
o
OH
“Hydrophobic TT,
contact” C12 %déjj DHT 1
(o]
Asn-705 H3
OH
“Possible close
ssible c c12, C17 Ctsjj DHT 2
(o)
OH
“Hydrophobic TT,
Leu-707 | H3 ydropho C2 Ljéjj o 1
(o)
“Hydrophobic oH TT, y
contact” ei DHT
GIn-711 | H3 Cc2 Ljéjj
“Possible close
contact” © DHT 2
OH
“Hydrophobic TT,
Trp-741 | H4 ydropho c19 Q:Sjj i DO 1
(o)

Selitykset: 1) HX = heliksi nro X
2) 1= Pereira de Jésus-Tran et al. 2006, 2 = Sack et al. 2001
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Reseptorin LBP

Ligandi

: Vuoro-
Amino- ... .. | vaikutuksen Vuoro- }
happo- | Sijainti tyyppi vaikutus- Sijainti Ligandi Lihde
tiahde 1) kumppani 2)
OH
“Hydrophobic 1T,
Met-742 | H4 ydropho c18 Q:Sjj o 1
o
OH
“Hydrophobic TT,
Met-745 | H4 yaropho c19 Q:Sjj OHT 1,2
(o)
OH
C3, C4 J/\:tgjj T
“Hydrophobic © 1
contact” OH
Phe-764 | _ p i C3-C6 Q&b DHT
(o)
OH
“Possible close
ssible ¢l c4 J::ts:b DHT 2
o
OH
L “Hydrophobic TT,
Met780 | b ydropho c15 L:tgjj o 1
(o)
OH
“Hydrophobic 1T,
Leu-873 | H11 ydropho c15 Q:S:b o 1
(o)
OH
“Hydrophobic TT,
Phe-876 | H11 ydropho c16 Jijéjj o 1
o
OH
“Hydrophobic TT,
contact” C16, C18 ¢d§5> DHT 1
o
Thr-877 H11
OH
“Possible close
ssible c c18 L:tg:b DHT 2
o
Selitykset: 1) HX = heliksinro X, B 5—6 = heliksien 5 ja 6 vilinen 3-kdannds,

L 6 — 7 = heliksien 6 ja 7 vélinen luuppi
2) 1= Pereira de Jésus-Tran et al. 2006, 2 = Sack et al. 2001
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4.2.2. Estrogeenireseptorien ja estrogeenien vuorovaikutus

Estrogeenireseptori-oi:n  sidontataskun toimintaa ovat tutkineet luonnollisella ligandilla
(estradiolilla) Brzozowski ja muut (1997) sekd Tanenbaum ja muut (1998) ja synteettisilld
agonisteilla ja antagonisteilla Shiau ja muut (1998). Ligandin sitomiseen osallistuvat
sekundaarirakenteet hERA:n sidontataskussa ovat Shiaun ja muiden (1998: 930) mukaan heliksit
3,6,7,8, 11 (ja 12) sekd B-hiusneularakenne; Brzozowskin ja muiden (1997: 755) mukaan taas
heliksit 3, 6, 8, 11 (ja 12) sekd S1/S2- B—hiuneulakdinnés ja heliksien 7 ja 8 vélinen luuppi.
Sekvenssiltddan muutoin identtisen, mutta joidenkin heliksien vélisiltd luupeiltaan hieman
lyhemmén estrogeenireseptori-B-LBD:n LBP:n puolestaan muodostavat asiaa synteettisilld
ligandeilla tutkineiden Piken ja muiden (1999: 4609) mukaan heliksit 3, 6, 8, 11 (ja 12), ja
ligandin sidontaan osallistuu heiddn mukaansa 22 aminohappotéhdettd [kaikki kolmea eri
tyyppid edustavat heikot vuorovaikutukset huomioiden]. Ristiriitaisuudet johtunevat ainakin osin
vaihtelevasta kdytdnnostd siind numeroidaanko heliksit kunkin ER-LBD:n heliksien todellisen
lukumddrdn mukaan vai tumareseprori-LBD:ien perusrakenteelle tyypillisten 12 heliksin

mukaan, jalkimmaéisessd tapauksessa varaten vilistd numeroita “puuttuville” helikseille.

Huolimatta eridvistd kéytidnteistd heliksien numeroinnissa ovat luonnollisella ligandilla asiaa
tutkineet Brzozowskin (1997) ja Tanenbaumin (1988) ryhmét melko yksimielisid siitd mitkd
aminohappotihteet ovat keskeisimmaét vetysidoksen muodostajat hERA:n ja estradiolin vilisissa
vuorovaikutuksissa. Estradiolin C17-B-OH-ryhmin kanssa vetysidoksen muodostaa molempien
mukaan hERA-LBD:n heliksin 11 His-524. Niin ikd4n molemmat ryhmit ovat pdityneet
esittdimddn estradiolin C3-hydroksyyliryhmdn muodostavan vetysidoksen hERA-LBD:n
heliksissd 3 olevan Glu-353:n kanssa. Molemmat myds katsovat heliksissd 6(5) olevan Arg-
393:n osallistuvan ligandin sidontaan, mutta nikemykset Arg-393:n roolista eridvit. Brzozowski
ja muut (s. 755) esittdvit, ettd Arg-393 solmii vetysidoksen suoraan estradiolin C3-OH-ryhmén
kanssa arginiinin sivuketjun d-aminotypen toimiessa donorina ja estradiolin C3-hydroksyyli-
ryhmén hapen toimiessa akseptorina. Sen sijaan Tanenbaum muut (ss. 6001, 6002) katsovat, ettid
Arg-393 toimii stabiloivana statistina. Heiddn mukaansa tdmin arginiinin sivuketjun kolmesta
aminotypestd kaksi toimii donoreina ligandin kanssa solmitttavissa vetysidoksissa. Tdmin
ndkemyksen mukaan argininiin sivuketjun péddteaminoryhmistd toinen solmii vetysidoksen
vesimolekyylin kanssa, ja vesimolekyyli puolestaan sitoutuu vetysidoksella seki estradiolin C3-
hydroksyyliryhméddn ettd toiseen Glu-353:n sivuketjun pédtehapista (toisen Glu-353:n
paddtehapen solmiessa vetysidoksen estradiolin  C3-hydroksyyliryhmédn kanssa kuten

vesimolekyylikin). Arginiini-393:n sivuketjun keskelld olevan sekundéérisen amiinin typpi
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puolestaan toimii, edelleen Tanenbaumin ja muiden mukaan, donorina vetysidoksessa, jonka se
solmii peptidirungossa Phe-404:n C-terminaalisella puolella olevan karbonyyliryhmén hapen
kanssa, stabiloiden Phe-404:n asemaan, jossa Phe-404:n aromaattirengas sitoo estradiolin A-
rengasta hydrofobisin vuorovaikutuksin. Tanenbaum ja muut (ss. 6001-6002) huomauttavat
myo0s fenyylialaniini 404:n olevan hyvin konservoitunut steroidireseptorien sekvenssissd, sen
vastineen esiintyvdn my0s ihmisen progesteronireseptorissa (Phe-778) ja stabiloivan samalla

tavoin progesteronia progesteronireseptorin taskuun.
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Kuva22. Estrogeenireseptori-a:n (hER-A) LBD:n ja estradiolin vdliset vetysidokset
Brzozowskin ja muiden (1997: 755, fig. 2 C) mukaan.
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Kuva23. Estrogeenireseptori-ocn (hER-A) LBD:n ja estradiolin  viliset vetysidokset
Tanenbaumin ja muiden (1998: 6001, fig. 34) mukaan. Merkillepantavin ero Brzozowskin ja
muiden (1997) tulosten (kuva 22, ed sivulla) kanssa on, ettd Tanenbaum ja muut eivdt katso Arg-
393:n solmivan vetysidosta suoraan estradiolin C3-hydroksyyliryhmdn kanssa vaan tekevin sen
vesimolekyylin vdlitykselld. Lisdksi Tanenbaum ja muut laskevat tdrkeimpiin sidontaan
osallistuviin aminohappotdhteisiin fenyylialaniini 404:n, joka heiddn mukaansa kddntyy ligandin
sitoutumisen aiheuttaman konformaatiomuutoksen seurauksena asemaan, jossa se on
hydrofobisessa vuorovaikutuksessa estrogeenien aromaattisen A-renkaan kanssa, ja johon
peptidirungon ja Arg-393:n vdlille syntyvd vetysidos sen stabiloi. Tanenbaumin ja muiden
mukaan ilmio toistuu myos progesteronireseptorin ja progesteronin vuorovaikutuksessa.

Synteettisilld ligandeilla (raloxifeenilld ja tamoxifeenilld) estrogeenireseptori-B:n tunnistusta ja
sidontaa tutkineet Pike ja muut (1999) ovat paddtyneet padosin samansuuntaisiin tuloksiin kuin
Brzozowski ja Tanenbaum ryhmineen hER-A:n kanssa — siind méérin kuin Piken kayttamilla
estradiolia vain etdisesti muistuttavilla synteettisilld ligandeilla saadut tulokset edes ovat
vertailukelpoisia estradiolilla saatuihin. Merkittdvin ero Piken ja Brzozowskin tulosten vililld on
vetysidoksia muodostavien aminohappotihteiden numerointi, joka sekvenssiltddn lyhyemmalla
hERB:lla — jolta puuttuu yhteensd 65 aminohappotdhteen verran lyhyitd jaksoja hER-A:aan
verrattuna — poikkeaa jonkin verran hER-A:n numeroinnista. Luonnollisilla ligandeilla tehtyja

hER-B:n rakennemaiiritystiedostoja ei tdta kirjoitettaessa Protein Data Bankissa vield ollut.
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4.2.3. C21-steroidireseptorien ja niiden ligandien valinen vuorovaikutus

4.2.3.1. Progesteronireseptori (hPR) ja progesteroni

Progesteronireseptorin ja progesteronin vilisid vuorovaikutuksia ovat luonnollista ligandia
(porgesteronia) kéyttden tutkineet androgeenireseptoritutkimuksensa sivujuonteena Sack ja muut
(2001), estrogeenireseptori-o:n ohessa Tanenbaum ja muut (1998) sekd tutkimuksensa
padkohteena Williams ja Sigler (1998). Niistd Williams ja Sigler (1998: 393), toteavat etti
LBD:ltaan suuresti AR:n kaltaisen progesteronireseptorin sidontataskun muodostavat Williamsin
ja Siglerin (1998: 393) mukaan heliksit 3, 5, 7, 11 (ja 12) sekd B-kddannds. Kun jélleen ohitetaan
valitusta numerointikdytdnnostd riippuva — siis siitd numeroidaanko heliksit tumareseptorien
perusrakenteen 12 heliksin vai tutkittavan proteiinin rakenteessa todella esiintyvien heliksien
mukaan — ja sekaannuksia tuottava heliksien numerointi ja tarkastellaan sitd mitkd aminohappo-
tdhteet mainittujen tutkimusryhmien mukaan osallistuvat progesteronin sidontaan hPR:n
sidontataskussa, havaitaan progesteronireseptorin LBD:n todellakin muistuttavan toiminnaltaan
muiden steroidireseptorien vastaavaa domeenia — heikosta yleisestd konservoitumisasteesta
huolimatta. Progesteronireseptorin LBD:n sekvenssissd endd vain 55% aminohappotdhteistd on
yhteisid AR-LBD:n kanssa, mutta Sackin ja muiden (2001: 4908) sidonnan kannalta keskeisim-
miksi esittimistd aminohappotihteistd kolme neljdstd on molemmille reseptoreille yhteisii,
konservoituneita vastintihteitd, ja neljaskin on ldheiselld paikalla ja sdhkokemiallisilta ominai-
suuksiltaan samantyyppinen joskin pienempi. Tanenbaum ja muut (1998: 6001) taas esittivit
progesteronireseptorin ja estrogeenireseptorin vetysidokset ldhes identtisind steroidin A-renkaan
puoleisen polaarisen pditeryhmin osalta, mutta katsovat, Sackin ja muiden myShemmisté tulok-
sista tdysin poiketen, ettd progesteronireseptorilla ei ole tarjota ilmeistd vetysidoskumppania

ligandin D-renkaan puoleiselle polaariselle padteryhmalle:

Note that the PR has no obvious hydrogen bonding discrimination at the 20-keto position
ofprogesterone comparable to the hydrogen-bonding interaction seen between the 17-

hydroxyl of estradiol and His-524.

Williams ja Sigler (s. 394) ovat pddtyneet A-renkaan osalta samoihin tuloksiin kuin sekd Sackin
ettd Tanenbaumin ryhmé, mutta — ehké kaikkein perustelluimmin — ovat paityneet ehdottamaan
vain yhtd, kummastakin Sackin ja muiden ehdottamasta poikkeavaa vetysidoskumppania proge-

steronin D-renkaan puoleiselle polaariselle pdédteryhmaélle.

Sack ja muut (2001: 4908) esittdvit progesteronin C3-karbonyyliryhmén kanssa vetysidoksia
muodostaviksi aminohappotéhteiksi glutamiini-725:ttd ja arginiini-766:a (jotka vastaavat AR-

LBD:n GIn-711:t4 ja Arg-752:ta). Ensimmaéiseksi progesteronin D-renkaan puoleisen polaarisen
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paiteryhmén vetysidoskumppaneista Sack ja muut ehdottavat asparagiini-719:44 — jolla jilleen
on vastine AR-LBD:ssa, nimittdin Asn-705. Toiseksi he esittdvit kysteiini 891:44 — joka sekin
eroaa AR:n vastaavasta (Thr-877) sijaintinsa puolesta vain vdhédn ja ominaisuuksiltaankin vain
sikéli, ettd on yhden metyyliryhmén verran pienempi sivuketjultaan seké siten, ettd kysteiiinissé
vetysidoksia solmiva polaarinen ryhma on sulfhydryyliryhmi, treoniinissa hydroksyyliryhma.
Tanenbaum ja muut (1998: 6001) nikevit vetysidosten muodostumisen A-renkaan osalta samoin
kuin Sack ja muut, mutta — samoin kuin hERA:n kohdalla — he korostavat Phe-778:n (joka on
hERA:n Phe-440:n vastine) merkitystd steroidin A-renkaan sitojana hydrofobisin tai van der
Waalsin vuorovaikutuksin. Kuten edelld kerrottiin, eivdt Tanenbaum ja muut katso progesteroni-
reseptorissa olevan yhtidkéédn ilmeistd vetysidoskumppania progesteronin D-renkaan puoleiselle
polaariselle padteryhmaélle. Williams ja Sigler taas ovat pddtyneet A-renkaan sekd vetysidosten
ettd fenyylialaniini-778:n merkitysten osalta tismélleen samoihin johtopéddtoksiin kuin Tanen-
baum ja muut, mutta padtyvit pitdmiin progesteronin D-renkaan puoleisen polaarisen paite-
ryhmédn (C20:een vilitykselldi C17:4an ja D-renkaaseen liittyvdn karbonyylihapen)
todennédkoisimpédnd vetysidoskumppanina hPR-LBD:n Thr-894:44. Valintaansa he perustelevat
silld, ettd 1) tdmé treoniini on konservoitunut kaikissa sellaisissa — ja vain sellaisissa -
steroidireseptoreissa (PR, GR ja MR) joiden ligandin D-renkaan puoleinen polaarinen péite-
ryhmé on kookas, sivuketjun pddssd oleva karbonyyliryhmd, ja ettd 2) sekd androgeeni- ettd
estrogeenireseptorissa (jotka molemmat tunnistavat pienemmain, suoraan D-renkaaseen
kiinnittyvén, 17p-hydroksyyliryhmén omaavia ligandeja) treoniini-894:n paikalla on kookas

hydrofobinen aminohappotihde, joka torjuu 20-keto-steroidien sitoutumista AR:iin ja ER:iin.

Q 725 . N 719

.. %
R 766
C 891

Kuva24. Progesteronireseptorin ja progesteronin viliset vetysidokset Sackin ja muiden (2001:
4908, fig. 6C) mukaan.
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Kuva25. Progesteronireseptorin (hPR) LBD:n ja progesteronin C3-karbobyyliryhmdn viliset

vetysidokset sekd Phe-778:n ja progesteronin A-renkaan vdilinen vuorovaikutus Tanenbaumin ja
muiden (1998: 6001, fig. 3) mukaan
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Kuva26. Williamsin ja Siglerin (1998: 394 fig 2C ja 2D) néikemys hPR-LBD:n ja progesteronin
A-renkaan vdlisistd vetysidoksista ja LBD:n Phe-778:n roolista (vasemmalla) sekd ehdotuksia
ligandin muiksi vuorovaikutuskumppaneiksi (oikealla). Todenndikoisin C20-karbonyyliryhmdn
vetysidoskumppani on Williamsin ja Siglerin ndkemyksen mukaan Thr-894.
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4.2.3.2. Glukokortikoidireseptori (hGR) ja mineralokortikoidisteroidi (hMR)

Muut C21-steroidireseptorit tarjoavat progesteronireseptorin jilkeen endd vdhdn sellaista uutta
tietoa, josta olisi hydtyé testosteronille spesifin tunnistusproteiinin kehittimisessd. Suurimmalla
affiniteetilla glukokortikoidireseptoriin (GR, ihmiselld hGR) sitoutuva luonnollinen ligandi,
kortisoli, eroaa testosteronista vield enemmain kuin progesteroni, ja progesteronista se puolestaan
eroaa 1) vield kookkaamman D-renkaan puoleisen péddteketjunsa (polaarisine pddteryhmineen)
osalta ja 2) sikdli, ettd kortisolilla on myds steroidirungossa yksi polaarinen ryhmé enemmén, C-
renkaaseen C-11:n vilitykselld kiinnittyvd (polaarinen) hydroksyyliryhmd. Voimakkain
mineralokortikoidi, aldosteroni, puolestaan eroaa kortisolista siten, ettd aldosteronilla yksi
steroidirunkoon kiinnittynyt polaarinen ryhmi on eri paikassa: sekd mineralokortikoideilta ettd
progestiineilta puuttuu glukokortikoideille tyypillinen C17-B-hydroksyyliryhmé, mutta sen sijaan
mineralokortikoideilla on C- ja D-renkaiden rajalla olevaan C-13-hiileen kiinnittyneseen C-18-

hiileen sitoutunut karbonyylihappi.

Glukokortikoidireseptorin LBD:n ja sen luonnollisten ligandin vélisten sidosvoimien
tutkimisesta ei ole ilmeisesti katsottu saatavan riittdvésti uutta tietoa muuhunkaan kéyttoon, silld
vield tammikuussa 2010 Protein Data Bankissa ei ollut tarjolla yhtddn 3D-
rakennemairitystiedostoa luonnollisen ligandin sitoneesta ihmisen glukokortikoidireseptorista.
Kuudesta tarjolla olleesta hGR-LBD:ia kisittelevéstd rakennetiedostoa kayttokelpoisin tdmén
tutkielman kannalta oli Bledsoen ja muiden (2002) tekeméd deksametasonin sitoneen hGR-LBD:n
rakenne. Deksametasoni on lddkkeend kaytettédvad synteettinen pitkdvaikutteinen glukokortikoidi,
joka eroaa kortisolista kahdella tavalla: deksametasonilla on 1) D-renkaan C16:een a-positiossa
on kiinnittynyt yliméddrdinen metyyliryhma ja 2) B- ja C-renkaille yhteisen C9:én vedyn tilalla on
niin ikddn o-positiossa oleva fluoriatomi. Bledsoen ja muiden tutkimuksen ensisijainen tavoite
oli selvittdd hGR:n dimerisaatiota ja siihen liittyvid vuorovaikutusvoimia, ei ligandin ja
sidontataskun vilisid vuorovaikutuksia, mutta jotain tietoa jdlkimmadisistikin on tuloksista
uutettavissa. Néihin tietoithin on kuitenkin suhtauduttava kriittisesti, silld erityisesti C9:n
vetyatomin korvannut fluori, suurimman elektroniaffiniteetin omaava alkuaine, voi véaristda
vuorovaikutuksia sidontataskussa muodostaessaan steroidirunkoon polaarisen ryhmén paikkaan,
jossa sitd ei luonnollisilla glukokortikoideilla ole. Bledsoen ja muiden (s. 101) mukaan
glukokortikoidien C3-karbonyylihapen kanssa vetysidoksia solmimaan kykenevdt hGR-LBD:n
aminohappotihteet ovat GIn-570 ja Arg-611. Bledsoen mukaan ndma aminohappotédhteet ovat
konservoituneet sellaisinaan androgeeni- ja progesteronireseptoreissa, sekd glutamiini
glutamaatiksi vaihtaen my0s estrogeenireseptorissa. Ndmd aminohappotidhteet vastaavat siis

jilleen kerran hAR-LBD:n tdhteitd GIn-711 ja Arg-752. C-21-steroideista vain gluko-
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kortikoideille tyypillinen C17-B-hydroksyyliryhmd on Bledsoen ja muiden mukaan tirked
tunnistuksessa, ja heiddn kisityksensd mukaan C17-B-hydroksyyliryhmédd kantavien C21-
steroidien tunnistamisesta vastaa niiden sitoutumista hGR:iin suosiva GIn-642, joka kykenee
muodostamaan vetysidoksen C17-B-hydroksyyliryhmédn kanssa. Mineralokortikoidireseptorissa
on, edelleen Bledsoen ja muiden mukaan, vastaavalla paikalla hydrofobinen leusiini (Leu848),
joka hylkii ldhelleen tulevia polaarisia ryhmid ja siten heikentdd C17-B-hydroksyyliryhméa
kantavien glukokortikoidien, jotka muutoin sopisivat mineralokortikortikoidireseptorin taskuun,

mahdollisuuksia sitoutua mineralokortikoidireseptoriin.

Luonnollisen mineralokortikoidihormonin sitoneesta ihmisen mineralokortikoidireseptorin
LBD:sta on tarjolla 3D-rakenneméaéritystiedosto. Jo mainittu Bledsoe ja muut ovat méérittédneet
(2005) rontgenkristallografialla aldosteronin sitoneen hMR-LBD:n rakenteen, ja toteavat (s.
31285), ettd sekd mineralokortikoidireseptorin rakenne ettd sen tapa sitoa ligandinsa ovat
ominaisia kaikille steroidireseptoreille. Edelleen Bledsoen ja muiden (ss. 31285- 31286) mukaan
aldosteronin C3-karbonyyliryhmén kanssa suoria vetysidoksia muodostavat LBD:n Arg-817 ja
GIn-776 (jotka vastaavat androgeenireseptori-LBD:n Arg-752:ta ja GIn-711:td sekd niiden
aiemmin esiteltyjd vastineita muissa steroidireseptoreissa); D-renkaan puoleisten polaaristen
padteryhmien (C-20-karbonyylihappi ja C-21-hydroksyyliryhmé) kanssa puolestaan muodostavat
vetysidoksia Asn-770 (vastaa AR-LBD:n Asn-705:aa sekd muiden steroidireseptorien vastaavia)
ja heliksissd 10 sijaitseva Thr-945. Jialkimmdiinen tukee Williamsin ja Siglerin aiemmin esitettyd
nidkemystd progesteronireseptorin vastaavan aminohapon, Thr-894:n, merkityksestd suurten D-
renkaan puoleisten polaaristen padteryhmien vetysidoskumppanina. Jilleen Bledsoen ja muiden
mukaan mineralokortikoidireseptori eroaa muista (C21-)steroidireseptoreista eniten Cys-942
osalta, joka kykenee muodomastaan vetysidoksia vain mineralokortikoideille ominaisen C18-
karbonyyliryhmén kanssa. Ligandin C18-alueen kanssa vuorovaikuttava polaarinen Cys-942 on

siis tirked MR-LBD:n kyvylle erottaa oikea ligandi muista C-21-steroideista.

4.3. Steroidien tunnistus muilla proteiineilla

4.3.1. SHBG seka andro- ja estrogeenit

Sukupuolihormoneja sitovan proteiinin (SHBG) N-terminaalisessa LamG-domeenissa on
yhteensd 14 B-laskoksiin osallistuvaa sekvenssin osaa, joista 8 muodostaa Jelly Roll —tyyppisen
lierion jonka sisille steroidi sitoutuu (Grishkovskaya et al. 2000: 505, 508). SHBG sitoo suurella
affiniteetilla testosteronia, dihydrotestosteronia (DHT) ja muita C17B-hydroksyyliryhmén
omaavia androgeenejd sekd estrogeeneistd C3-hydroksyyliryhmdn omaavaa estradiolia, mutta

hyvin heikosti C17-karbonyyliryhmén omaavia androgeenejd kuten androsteenidionia ja
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estrogeeneistd C3-karbonyyliryhmén omaavaa estronia. (Hammond et al. 2003: 196). Luja
sitoutuminen vaatii siis androgeeneiltd hydroksyyliryhmid C17p-positiossa kun taas estradiolilta
C3-hydroksyyliryhmda. Grishkovskaya ja muut (2002) ovatkin osoittaneet, ettd androgeenit ja
estradioli sitoutuvat SHBG:iin pidinvastaisissa orientaatioissa — androgeenit D-rengas syvem-
mélld taskussa ja estradioli A-rengas edelld — mika selittéé erilaiset vaatimukset andro-geenien ja
estradiolin hydroksyyliryhmén sijainnille. Tarkedd siis on, ettd SHBG:n sidontataskuun ensin
uppoavassa steroidin péadssd on OH-ryhmé. Sekd Grishkovskayan ja muiden (2000: 508 ja
20002: 32089) ettd Hammondin ja muiden (2003: 196-197) mukaan tdmdn hydroksyyliryhmén
kanssa vetysidoksia solmivat aminohappotihteet ovat Asp-65 (akseptorina) ja Asn-82
(donorina). Grishkovskaya ja muut (20002: 32086) pitdvat ndistd Asp-65:ttd tirkedmpénd — ja
siten tirkeimpdnd kaikista SHBG:n suoraan steroidin kanssa vuorovaikuttavista elementeisté.
Steroidin l&hemmaksi taskun suuta sitoutuvan polaarisen péddtyryhmén — androgeenien C3-
karbonyylihapen ja estradiolin C17B-hydroksyyliryhmédn — kanssa solmii kaikkien mainittujen
mukaan vetysidoksen Ser-42. Tamédn lisdksi 1dhemméksi taskun suuta sitoutuvalla steroidin
polaarisella péddteryhmailld voi olla toinenkin vetysidoskumppani silloin kun timéd ryhmé on
hydroksyyliryhmid. Hammond katsoo Val-105:n peptidirungossa olevan karbonyylihapen
muodostavan vetysidoksen estradiolin C17p-hydroksyyliryhmédn ja C3B-hydroksyyliryhmén
omaavien androgeenien (androstaanidiolien) C3-OH-ryhmin kanssa; Grishkovskayan ja muiden
(2003: 32089) mukaankin tdmd on mahdollista, mutta he pitdvit vield todenndkdisempind
akseptorina Thr-40:n (peptidirungossa olevaa) karbonyylihappea. Vetysidoksia steroidin kanssa
solmivien aminohappotéhteiden lisdksi Grishkovskaya ja muut (2000: 508) nimeédvit
sitoutumisessa tarkedksi aminohappotéhteeksi Phe-67:n, joka heiddn mukaansa vuorovaikuttaa

hydrofobisesti steroidien, erityisesti estradiolin, hydrofobisen rungon kanssa.
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Kuva27. SHBG:n ja steroidien vdlisid vetysidoksia Hammondin ja muiden (2003: 196, fig. 1) mukaan.
A) DHT ja androstaanidioli (harmaat) sekd synteettinen progestiini L-norgestreli (musta); B) estradioli
(musta) ja synteettinen metoksiestradioli (harmaa).
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4.3.2. Modifioidut 3-C4Fs-Fab:t

Valjakka (2002) maédritti 3-C4Fs:n alkuperdisten, hiiren pernassa tuotettujen we-Fab:ien (wild
type), ja onnistuneimpien Hemmingin ohjatulla mutageneesilld parantelemista mutanteista 3-
C4Fs-FabA60:n ja 3-CaFs-Fab70:n, 3D-rakenteen rontgenkristallografialla sekd vapaina ettd
testosteronin sitoneina. 3-CsFs-Fab:ien sidontapaikka on, kuten vasta-aineilla yleensékin,
luuppien viélissé, ei heliksien tai B-laskosten muodostamassa ontelossa. Sekd wt-Fabeilla ettéd
parhailla mutanteilla, Fab-70:114, ainoa suora vetysidos sidontapaikan ja testosteronin vélilla oli
testosteronin  C17-B-hydroksyyliryhmidn (donori) ja Gly-100:n (peptidirungossa olevan)
karbonyylihapen (akseptori) vélinen (Valjakka ym. 2002a: 44025 ja 44027 sekd 2002b: 4188).
Pédosin testosteronin sidonnasta vastaa seki wt-Fab:eilla ettd Fab-70:114 sandwich-rakenne, jossa
testosteronin hydrofobisen steraanirungon alle ja péélle asettuivat suuret hydrofobiset ja
steroidien tavoin rengasrakenteiset aminohappotihteet, Trp-47 ja Tyr-99, siten, ettd
aminohappotidhteiden renkaiden ja steraanirungon tasot olivat samansuuntaisesti pédllekkéin
(Valjakka ym. 2002a: 44026). Fab-77:n parantunut sidontakyky johtui Valjakan ja muiden
mukaan luupin L1 Ser-27:n vaihtumisesta arginiiniksi sekd muiden aminohappovaihdosten
mahdollistamasta LI1-luupin paremmasta litkkuvuudesta. Fab-77:ssa L1 siirtyy (ligandin
sitouduttua) sitoutumistaskua kohti tiukentaen sitd (vahvistaen hydrofobisia vuorovaikutuksia
taskussa), kaventaen taskun suuta (ligandin ulospédésytietd) ja lukkiutuen taskun suulle

muuntuneen Arg-27:nsi ja luupin 3 Gly-91:n véliselld vetysidoksella (ss. 44024, 44026).

Kuva28. 3-C4Fs-Fab:jen sidontapaikka etd- ja ldhikuvassa Valjakan ja muiden (2002a: 44042,
fig. 3 ja fig. 4) mukaan. A) Fab-77:n koko vaihtuva ketju ja sidontapaikkaan sitoutunut
testosteroni (sininen); B) wt-Fab (harmaa) ja Fab-77 (keltainen) sekd sitoutunut testosteroni
(sininen).
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Kuva 29. Tarkeimmdt 3-C4F's-Fab-77:n sidontapaikan suoraan ligandin kanssa vuorovaikuttavat
elementit (Valjakka ym. 2002a: 44026, fig. 6). Sidontaan osallistuvat aminohapot: Glys-100
(vetysidoksen akseptori) sekd testosteronin hydrofobiseen kerrosvoileipdidn viliinsd sitovat Tyr-
99 ja Trp-47. Vapaan sidontapaikan aminohappotdihteet on esitetty vaaleanpunaisina,
testosteronin sitoneen mustina.
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5. Loydokset

5.1. Steroidien tunnistamisen edellyttamat sekundaarirakenteet

Steroideja tunnistavien proteiinien sidontapaikan muodostavia ja tunnistuksesta huolehtivia
sekundaarirakenteita 16ytyi yhtd montaa eri tyyppid kuin oli tutkittuja erityyppisid tunnistusproteiinejakin
— kolmea. Steroidireseptorien hallitseva ja my0s tunnistuksesta huolehtiva sekundaarirakenne on o-
heliksi, SHBG:lla tehtdvdd hoitavat Jelly Roll-rakenteen P-laskokset ja tutkitulla testosteroni-vasta-

aineella luupit (silmukat).

5.2. Steroidireseptorien ja steroidien valiset vetysidokset

Taulukoihin 3 (alla) ja 4 (sivulla 64) koostettu steroidireseptorin sidontataskun vetysidoksia solmivat
elementit ja niihin sitoutuvat vastaavan steroidin polaariset pditeryhmit. ”Vastaavalla steroidilla”
tarkoitetaan tdssd luokkansa tyyppirakenteen omaavaa tai vahvimmin ligandiin sitoutuvaa edustajaa:
estrogeenejd  edustaa estradioli, progestiineja progesteroni, glukokortikoideja kortisoli ja
mineralokortikortikoideja aldosteroni. Androgeeneja edustaa kuitenkin tdmén tutkielman kannalta
keskeinen testosteroni vaikka DHT:lla on vield suurempi affiniteetti androgeenireseptoriin. Taulukosta 3
ja kuvasta 30 (seur. sivu) kdy ilmi, ettd kaikkien (testosteronin tavoin) C3-karbonyylihapen omaavien
steroidien reseptoreilla on kaksi C3-karbonyyliryhmén kanssa vetysidoksia solmivaa konservoitunutta
aminohappotéhdettd (glutamiini heliksissd 3 ja arginiini heliksissd 5), joista estrogeenireseptoreilla —

joiden parhaiten sitomalla estradiolilla on C3-OH-ryhmaé — on séilynyt vain toinen.

Taulukko 3. Kooste steroidireseptorien ja niiden ligandien C3-pddn vdlisistd vetysidoksista

Steroidireseptorin ja ligandin C3-paateryhman valiset vetysidokset

Reseptori Ligandin A-renkaan puoleinen polaarinen paateryhma
ja ligandi >C3=0 (C3-karbonyyli) >C3-OH (C3-hydroksyyli)
hAR ja GIn 711, Heliksi 3
testosteroni Arg 752, Heliksi 5
hER-A ja Glu 353, Heliksi 3
estradioli Arg 394, Heliksi 5
hGR ja GIn 570. Heliksi 3
kortisoli Arg 611, Heliksi 5
hMR ja GIn 776, Heliksi 3
aldosteroni Arg 817, Heliksi 5
hPR ja GIn 725, Heliksi 3
progesteroni Arg 766, Heliksi 5
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Kuva 30. Steroidien polaaristen C3-pddteryhmien kanssa vetysidoksia solmivat steroidiresep-
torien aminohappotdihteet merkittyind reseptorien sekvenssien kohdakkainasettteluun. Heliksin 3
glutamiinitdhde, joka on konservoitunut kaikissa muissa kuin estrogeenireseptoreissa o ja 3, on
korostettu keltaisella, molemmilla estrogeenireseptoreilla sen tilalla on glutamaatti (punainen
koroste). Kaikissa reseptoreissa konservoitunut heliksin 5 arginiinitihde on korostettu vihredlld.
Androgeenireseptorin sekvenssin numeroinnin eroaminen (-5) tekstissd ja taulukossa 3 esitetystd
(GIn-711 — GIn-706 ja Arg-752 — Arg-747) johtuu sivulla 26 kuvatusta NTD-domeenin poly-
morfiasta poly-Q-jakson pituudessa — rakennemdidrityksissd kdytetty numerointi on tehty NTD-
domeeniltaan viisi aminohappotdhdettd lyhemmdn sekvenssin mukaan kuin tdssd tutkielmassa
kohdakkainasetteluissa kéytetty referenssisekvenssi. (Sekvenssien Ilihde: NCBI/RefSeq, linjauk-
sessa kdytetty ohjelma: EMBL-EBI —palvelimen ClustalW?2 (oletusparametrein), linjauksen
visualisointi tehty kdyttien GeneDoc- ohjelmaa v. 2.6.003.)

Toisin kuin A-renkaan puoleisen C3-ryhmin kohdalla, ei steroidin D-renkaan puoleisen
polaarisen pddteryhmén kanssa vuorovaikuttavissa reseptorin aminohappotidhteissd ollut
havaittavissa yksiselitteistéd toistuvaa kaavaa (Taulukko 4 seuraavalla sivulla). Jopa testosteronin
sitoneella androgeenireseptorilla ja estradiolin sitoneella estrogeenireseptori-oi:lla — joiden
sitomilla ligandeilla on identtinen, vain suoraan C17:8dn PB-positiossa kiinnittyvd hydroksyyli-
ryhmé@ D-renkaan puoleisena péddteryhminddn — vetysidoksia muodostavat tyystin eri amino-
hapot. Yhteys androgeenireseptorin ligandinsa 178-hydroksyyliryhmén kanssa sitoutuvien
asparagiinin ja treoniinin sekd progesteronireseptorin ligandinsa 20-karbonyylihapen kanssa
mahdollisesti sitoutuvien asparagiinin ja treoniinin vélilld on kiistanalainen: yksi ryhma (Sack et

al. 2001) ehdotti progesteronin sidonnassa reseptorin puoleisiksi vetysidoskumppaneiksi
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asparagiinia ja kysteiinii, toinen (Williams & Sigler 1998) taas piti treoniinia todennikoéisimpéna
mutta ei todistettuna eikd mainitse asparagiinia lainkaan ja kolmas (Tanenbaum et al. 1998) ei
pitdinyt mitdin mainituista ilmeisend vetysidoskumppanina progesteronin D-renkaan
padteryhmadlle.  Glukokortisonireseptorin ~ glutamiini  puolestaan on rakenteeltaan ja
sahkokemiallisten ominaisuuksiensa puolesta suuresti androgeenireseptorin asparagiinin
kaltainen — sivuketjultaan vain yhtd hiiltd pidempdnd ja samanlaiset polaariset padteryhmét
omaavana — mutta sijaitsee eri heliksissd kuin androgeeenireseptorin asparagiini ja toimii liséksi

yksin eiki treoniinin aisaparina.

Taulukko 4. Kooste steroidireseptorien ja ligandiensa D-renkaan puoleisten polaaristen
pddteryhmien vilisistd (ehotetuista) vetysidoksista

Steroidireseptorin ja ligandin D-renkaan paateryhman valiset vetysidokset

Ligandin D-renkaan puoleinen polaarinen paateryhma
Reseptori 9 P P P y

ja ligandi ] - >C20=0
Jalig >C17-pOH >C20=0 -C21-OH
hAR ja Asn 705, Heliksi 3
testosteroni

Thr 877, Heliksi 11

hER-A ja estradioli His-524, Heliksi 11

hGR ja kortisoli GIn 642, Heliksi 7
hMR ja Asn 770, Heliksi 7
aldosteroni —
Thr 945, Heliksi 10
(Asn 719, Heliksi 3) ?
hPR ja -
progesteroni (Cys 891, Heliksi 11) ?

(Thr 894, Heliksi 11) ?

5.3. Androgeenien ja tunnistusproteiinien valiset vetysidokset

Sekd androgeenireseptori etti SHBG solmivat androgeenien polaaristen C173-polaaristen
paédteryhmien kanssa kaksi vetysidosta. C3-karbonyyliryhmin kanssa androgeenireseptori solmii
kaksi vetysidosta, SHBG yhden; C3p3-hydroksyyliryhmédn omaavien androgeenien (androstaani-

ja androsteenidiolien) kanssa SHBG:kin saattaa solmia kaksi vetysidosta myos C3-péddteryhmin
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kanssa. Vain yhdelld vetysidoksella androgeenin vain toisesta paddysta sitovan testosteroni-
vasta-aineen 3-C4Fs yhden sidoksen vertailu muiden kolmeen/neljdin ei ole mielekéstd, joten 3-

C4Fs rajataan tdmin tarkastelun ulkopuolelle.

Kuten edelld on todettu, androgeenireseptori solmii vetysidoksia C3-karbonyyliryhmin omaa-
vien ligandien C3-pddteryhmédn kanssa glutamiini-711:n ja arginiini-752:n vélityselldi. SHBG
puolestaan solmii DHT:n C3-karbonyyliryhmédn kanssa vetysidoksen seriini-42:n kanssa. C3[3-
hydroksyyliryhmaéllisen androgeenien kanssa SHBG:lin voi solmia ligandin C3-péddssékin
toisenkin vetysidoksen — Hammondin (2003: 196-197) mukaan valiini-105:n (peptidirungossa
olevan) karbonyylihapen, Grishkovskayan ja muiden (2000: 508 sekd 2003: 32089) mukaan taas
treoniini-40:n (peptidirungossa olevan) karbonyylihapen — vélitykselld. Sekd androgeenireseptori
etti SHGB muodostavat 17p-hydroksyyliryhméllisten androgeenien kanssa kaksi vetysidosta
C17-péaateryhmin kanssa, androgeenireseptori asparagiini-705:n ja treoniini-877n vilitykselld ja
SHGB dihdydrotestosteronin aspartaatti-65:n ja Asparagiini-82:n vilitykselld. Sidokset on

visualisoitu kuvissa 31 (alla) ja 32 (seuraavalla sivulla).

A I B
Ao 82
GIn-711

GL

"3a,

Arg-752

Kuva 31. Vetysidoksia androgeenin C3-karbonyylipdiiteryhmdn ja tunnistavan proteiinin
sidontataskun elementtien vidlilli. A) androgeenireseptori ja testosteroni, B) SHBG ja
dihydrotestosteroni (DHT). Vetysidokset kuvattu siniselld katkoviivalla, sidosten keskelld olevat
luvut ovat sidosten pituuksia eli akseptorin ja donorin vilisid etdisyyksid (angstomeind). Kuva
perustuu Protein Data Bankin rakennetiedostojen 2AM9 (hAR-LBD ja testosteroni, Pereira de
Jésus-Tran et al 2006, resoluutio 1,64 A) ja 1D2S (SHBG ja DHT, Grishkovskaya et al. 2000,
resoluutio 1,55 A) dataan, jonka kirjoittaja on visualisoinut kéyttiden DeLano Scientific LLC:n
PyMOL-ohjelmaa, v. 1.0 Educational.
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A Asn-705 4 B
28 Asn-82
2.9 Thr-877

GL

Kuva 32. Vetysidoksia androgeenin C17[-karbonyylipiiiteryhmdin ja tunnistavan proteiinin
sidontataskun elementtien vililldi. A) androgeenireseptori ja testosteroni, B) SHBG ja
dihydrotestosteroni (DHT). Vetysidokset kuvattu siniselld katkoviivalla, sidosten keskelld olevat
luvut ovat sidosten pituuksia eli akseptorin ja donorin vilisid etdisyyksida (angstomeind). Kuvat
perustuvat samaan dataan kuin kuva 31 (ed. sivulla). Kuva kirjoittajan luoma, PyMOL-
ohjelmalla v. 1.0 Educational.

5.4. Aromaattinen tahde hydrofobisena pidikkeena?

Estrogeenireseptorien (ss. 52-54) ja progesteronirseseptorin (ss. 55-57) todettiin, ettd ndiden
reseptorien sidontataskussa sidontaan osallistuu joko hydrofobisin vuorovaikutuksin tai van der
Waalsin voimin steroidin hydrofobisen steraanirungon kanssa fenyylialaniinitdhde, joka on
hyvin konservoitunut steroidireseptoreissa. Estrogeenireseptori-ai:lla timé tihde on Phe-404 ja
progesteronireseptorilla Phe-778. Myds molemmat androgeenireseptorin sidontatapahtumien
yhteydessa taulukossa 2 (sivu 50) siteeratut ryhmit arvioivat steroidirungon joko A-renkaan tai
sekd A- ettd B-renkaan olevan vuorovaikutuksessa androgeenireseptorin tietyn fenyylialaniini-
tdhteen (Phe-764) kanssa. My6s SHGB:n yhteydessé (sivulla 59) nousi esiin fenyylialaniitdhde
(SHBG:1la Phe-67), joka on merkittivd hydrofobinen vuorovaikuttaja steroidin sidonnassa.
Testosteroni-vasta-aineella 3-C4Fs taas ldhes koko sidonta (yhtd vetysidosta lukuun ottamatta)
perustuu hydrofobisiin vuorovaikutuksiin kahden aromaattisen aminohappotéhteen (tyrosiini ja
tryptofaani) ja niiden viliin asettuvan steroidin hydrofobisen rungon vililld. Estrogeeneja ja
progesteronia todennetusti ja andro-geenejd arvellusti sitovan fenyylianalaniinitdhteen konser-
voituminen steroidireseptoreissa on todennettu kuvassa 33 (seuraavalla sivulla) ja sen (vuoro-
vaikutuksen sallivan likeinen) asema sidontataskussa steroidin rungon l&helld eri steroidi-

reseptoreissa esitetddn kuvissa 34 ja 35 (sivuilla 67 ja 68).
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Kuva 33. Ligandin sidontaan ainakin hER-A:ssa, hPR:ssa ja mahdollisesti hAR:ssa osallistuvan
fenyylialaniinitihteen konservoituminen. Sivulla 26 kuvattu NTD-domeenien polymorfia poly-Q-
jakson pituuden suhteen epdyhdenmukaistaa jdilleen aminohappotdhteiden numerointia, mutta
polymorfian huomioiden on kaikilla steroidireseptoreilla hER-B:aa lukuun ottamatta fenyyli-

alaniinitihde kiinnostuksen kohteena olevassa paikassa. Estrogeenireseptori-f:lla sen paikalla
on glutamaattitihde. (Sekvenssien lihde: NCBI/RefSeq.)

Phe-764

3.9
ARl752 u E
Phe-764 J

Kuva 34. Androgeenireseptori-LBD:n Phe-764:n ja testosteronin mahdollinen vuorovaikutus.
A) TT ja Phe-764 ’yldiviistosta” (steroidin [-suunnasta), B) TT ja Phe-764 steroidin o-
suunnasta ("alta”). Fenyylialaniiinitdhteen pienin etdisyys sen ldhimpddn ja todenndkoisimpddn
(kts. Taulukko 2 s. 51) vuorovaikutuskumppaniin, testosteronin A-renkaan hiileen 4, on 3,9 A.
(PDB: 2AMAY; visualisointi kirjoittajan PyMOL-ohjelmalla v. 1.0 Educational.)
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39 Estradioli

Phe-778

Phe-404

Kuva 35. A) Progesteroni ja hPR-LBD:n Phe-778, steroidin o-puolelta. Fenyylialaniinitihteen
pienin etdisyys steroidin runkoon on 4,0 A, A-renkaan hiileen nro 4. B) Estradioli ja hER-A:n
LBD:n Phe-404 samoin steroidin a-puolelta ndhtynd. Fenyylialaniitihteen ja steroidin pienin
etdisyys steroidin A- ja B-renkaiden yhteiseen hiileen 5 on 3,9 A. (Rakennetiedostojen lihde:
Protein Data Bank. Progesteroni ja hPR-LBD: 1428, Williams & Sigler 1998, Estradioli ja hER-
A-LBD: 1452, Tanenbaum et al. 1998.) Visualisointi kirjoittajan, PyMOL-ohjelmalla v. 1.0
Educational.)

5.5. Yhteenveto lIoydoksista

Téasséd tutkituissa androgeenejd spesifisti tunnistavissa proteiineissa sidontapaikan hallitsevina
sekundaarirakenteina esiintyi kaikkia proteiinien sekundaarirakenteiden kolmea perustyyppid: a-
heliksejd, B-laskoksia ja silmukoita. Kaikki tdssé tutkitut steroidien sidontapaikat ovat pddosin
hydrofobisia tiloja — taskuja, onteloita tai aromaattisten sivuketjujen vileji — mutta tarjoavat
vahintddn yhden vetysidoksiin kykenevin partnerin steroidien polaarisille paédteryhmille. Kaikilla
niilld steroidireseptoreilla, joiden ligandilla on testosteronin tavoin karbonyylihappi polaarisena
C3-padteryhmédnddn, on sidontapaikassaan konservoitunut arginiini-glutamiini-tidhdepari
solmimassa vetysidoksia ligandin C3-karbonyylihapen kanssa. D-renkaan puoleisten polaaristen
C17-, C20- ja C21-padteryhmien vetysidoskumppaneissa ei steroidireseptoreista 10ytynyt selvaa
toistuvaa kaavaa. Kaikilla steroidireseptoreilla estrogeenireseptori-f3:aa lukuun ottamatta on myds
konservoitunut fenyylialaniinitdhde, joka progesteronireseptorilla ja estrogeenireseptori-o:lla
vuorovaikuttaa steroidin hydrofobisen rungon kanssa. Androgeenireseptorin sidontapaikassa
timd konservoitunut fenyylialaniinitihde on samalla etdisyydelldi (3,9 — 4 A) ligandin

hydrofobisesta rungosta kuin hPR:lla ja hRER-A:lla.
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6. Tulkinta ja johtopaatokset

Steroidien molekulaarinen tunnistaminen ei edellytd tunnistavan proteiinin sidontapaikalta
madrittyja sekundaarirakenteita. Steroideja spesifisti tunnistavia molekyyleja voi siis modifioida
minkd tahansa tyyppisesté proteiinista. Kirjoittaja suhtautuu kuitenkin skeptisesti ajatukseen, etti
tdssd tutkitusta vasta-ainemolekyylistd voisi kehittdd erityisen spesifid steroidien tunnistus-
molekyylid sattumanvaraisella mutageneesilld ilman vetysidosten midrdn suunnitelmallista
lisddmistd, koska vasta-aineella vetysidoksia on nyt vain yksi ja muilla, spesifiteetiltddn
paremmilla tunnistusmolekyyleilld vetysidoksia solmivia ryhmiéd oli vdhintddn kolme jokaista
sidottavaa steroidimolekyylid kohti. Lapikdydyn aineiston perusteella tiettyd steroidia spesifisti
tunnistavalta molekyyliltd vaaditaan 1) pddosin hydrofobinen tasku, jonka 2) koko ja muoto
ehkiisevat muiden luokkien steroidien sitoutumista ja 3) jonka vetysidoksia muodostavat ryhmét
ovat luonteeltaan (akseptori, donori tai kummaksikin kéyvé) ja sijainniltaan steroidiluokan sisilla
edullisimmat juuri halutun steroidin sitoutumiselle. Vetysidoksia solmivia ryhmid tulee olla

ainakin yksi kumpaakin steroidin paateryhméa kohti.

Testosteronin C3-pddn karbonyylihappi, joka voi vetysidoksissa toimia vain akseptorina,
edellyttdd sitoutumiskumppanikseen donoria. Toisaalta sitovan aminohappotidhteen kyky solmia
useampia vetysidoksia, so. solmia niitd muidenkin kuin ligandin kanssa, stabiloi sidontapaikan
rakennetta. SHBG:lla onkin yksi sekd donoriksi ettd akseptoriksi kidyva treoniini sitomassa C3-
karbonyylihappea. Se, ettd kaikilla C3-karbonyylisteroidien reseptoreilla on konservoitunut
arginiini-glutamiini-pari ligandin karbonyylihappea vastassa vaikka steroidireseptorit ovat hyvin
vanhaa perua, viittaa siihen, ettd timi ratkaisu on toimiva. Arginiini voi sivuketjunsa kahdella
paitetypelld toimia vetysidosten donorina kahtaalle, ja glutamiini voi toimia sekd donorina etti
akseptorina. Tdméd maksimoinee sekd mahdollisuudet vetysidoksen syntymiselle vain
akseptorina toimimaan kykenevin karbonyylihapen kanssa ettd sitoutumista stabiloivien muiden
kuin ligandin kanssa solmittavien vetysidosten syntymisen. Merkillepantavaa on myds, ettd
kumpikin (Arg ja Gln), ovat oman tyyppinsid pisimpid aminotéhteitd ja eniten rotatoivia sidoksia
omaavina taipuisimpia, mikd helpottanee kontaktin syntymistd ligandin ja sen vetysidos-
kumppaneiden vilille. Toisaalta timé edellyttdd muulta taskulta suurempaa valikoivuutta oikean
ligandin suosimiseksi. Kehitettdessd testosteronia spesifisti tunnistavaa molekyylid olisi
kirjoittajan nidkemyksen mukaan kokeilemisen arvoista jdljentdd kehitettivddn molekyyliin
testosteronin karbonyylihapen sitoutumiskumppaneiksi joko suoraan C3-karbonyylisteroidi-
reseptorien arginiini-glutamiini-pari tai ainakin vastaavat vuorovaikutuskumppanit vastaaville

paikoille (n. 3 A etilisyydelle sitoutuneen ligandin karbonyylihapesta, vetysidosakselien taso
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karbonyylihapen kaksoissidoksen suuntaisesti ja siten, ettd vetysidoskumppanit ja karbonyyli-

happi muodostavat hapen elektronikuoren suosiman n. 120° asteen kulman).

Se, ettd steroidien D-renkaan puoleisen polaarisen péddteryhmdn vetysidoskumppaneille ei
16ytynyt yhteistd nimittdjda, ei ole yllattdvaa. D-renkaan padssd molekyylid on eri steroidiluokilla
eri kokoisia sivuketjuja ja vaihtelevia méérid karbonyyli- ja hydroksyyliryhmid niiden paissa,
joten eri steroideilla on tdssd péddssd molekyylid vaihteleva méddrd vaihtelevan vahvuisia
polaarisia ryhmid vaihtelevalla etdisyydelld steraanirungosta. TAmad osa steroidia toimii eri
luokkien steroideja erottelevana tekijdnd tunnistuksessa, joten universaalia, kaikille eri steroideja
spesifisti tunnistaville molekyyleille yhteistd ratkaisua D-renkaan puoleisten polaaristen ryhmien

sitomiseen ei voikaan olla.

Kaikissa steroidireseptoreissa (hER-B:aa lukuun ottamatta) konservoitunut ja myds SHBG:n
hyodyntymd  fenyylialaniinitihde  steroidien = hydrofobisen = rungon  sitojana  ja
vuorovaikutuskumppanina on mielenkiintoinen havainto, mutta vaaditaan lisdtutkimuksia sen
todellisesta roolista — esim. sen vuorovaikutuksista niin ikddn hydrofobisen sidontapaikan kanssa
- ennen kuin sen lisdédmistd sidontapaikkaan voi suositella kokeiltavaksi testosteronia spesifisti
tunnistavan proteiinin kehitystydssd. Steroidin rungon kanssa vuorovaikutukseen tarkoitetun
kookkaan aromaattisen aminohappotéhteen ei nimittdin tarvitse pdityd kovin kauas aiotusta
paikastaan kun se jo muodostaa steerisen esteen sitoutumiselle — ndin etenkin, jos se péétyy liian

lahelle aiotun vuorovaikutuskumppaninsa, ligandin A-renkaan, padssa olevaa polaarista ryhmaa.
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7. Pohdinta: avoimet kysymykset

Tulosten luotettavuus

Tamainkaltaisen tutkimuksen luotettavuus riippuu suuresti saatavissa olevien rakennetiedostojen
luotettavuudesta, etenkin niiden resoluutiosta. Vetyatomien tarkan (keskimdirdisen) sijainnin
(liikkumalueen) maérittdmiseksi, jotta mahdolliset vetysidokset voisi kartoittaa luotettavasti,
tulisi molekyylin 3D-rakenteen méirityksen resoluution olla 2,0 A tai parempi. Tamin kriteerin

tdyttdvat yhd useammat Protein Data Bankiin tallennettavat uudet rakennemééritystiedostot,

mutta aiempina vuosina tehtyjen tutkimusten resoluutio samoin kuin niistd tehtyjen tulkintojen
luotettavuus jdd vield valitettavan heikoksi. Edes jonkinlaisen kattavuuden saavuttamiseksi oli
titd tutkimusta tehdessi tyydyttivi heikoimmillaan resoluutioltaan 2,8 A tiedostoihin. Kuitenkin,
eri tahoilla, eri aikoina, eri molekyyleistd tehtyjen mééritysten paljastamat toistuvuudet — esim.
C3-karbonyylihapellisten steroidien reseptorien konservoituneet arginiini-glutamaatti-tihdeparit
ligandin vetysidoskumppaneina tai steroidireseptorien konservoitunut fenyylialaniinitdhde
ligandin rungon ldhelld — ovat uskottavia tuloksia vaikka sattumakin voi synnyttdd ndenndistéd

toistuvuutta.

Vanhimpien kaytettyjen akennetiedostojen heikon resoluution liséksi 1dhtotietojen ja siten myos
koko tidmén tutkimuksen tulosten luotettavuutta vihentdd se, ettd useimmissa tapauksissa tdssa
kidsiteltyjen proteiinien koko rakennetta ei tunneta, eikd sekddn tunnettu osa, josta
rakennemadiritys on tehty, ole kokonaisuudesta irrotettuna valttiméttd ollut méadritystilanteessa
luonnollisessa konformaatiossaan. Onko esim. pelkistd irrallisista LBD-monomeereistéd
maidritettyjen steroidireseptorien ligandinsidontataskun konformaatio varmasti sama kuin
kokonaisten reseptorien osana olevien LBD:ien — jotka sitd paitsi toimivat in vivo dimeerisind?
Kun 1) Kokonaisen steroidireseptorin rakennetta ei ole vield pystytty kokeellisesti todentamaan,
2) nykyaén vallitseva kisitys on, ettd steroidireseptorit toimivat aktivoiduttuaan dimeereind, 3) ei
tiedetd muuttaako dimerisoituminen LBD:n konformaatiota, ja 4) ainakin AR-LBD:n pinnalla on
AF-2 sitoutumisalue, johon reseptorin toimiessa in vivo sitoutuu kofaktoreita (ligandinsa
kohdanneen ja dimeroituneen reseptorin sitoutuessa transkriptiofaktorina DNA:oon) — miké
sekin saattaa aiheuttaa konformaatiomuutoksia, niin on jarkevdd kysyd kuinka luotettavia ovat
yhden monomeerisen ja kiteytetyn domeenin perusteella tehdyt laskelmat siitd mitka
aminohappotédhteet ja peptidirungon osat ovat LPB:ssa ldsnd ja vuorovaikutuksessa ligandin

kanssa vesiliuoksessa in vivo? Samaa asiaa ovat pohtineet myds Sack ja muut (2001: 4907):
Whether this observation reflects a nondimeric state of the AR LBD in the

functional AR dimer or is an artifact of the conditions used for AR LBD
crystallization remains to be determined.
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Tutkimuksen mielekkyys ja tulosten kiyttokelpoisuus

Onko ihmisen liian korskeaa edes olettaa saavansa aikaiseksi paremmin toimivia proteiineja kuin
(steroidireseptorien tapauksessa) satojen miljoonien vuosien evoluutio on tuottanut? Missd
kulkee raja uskon tieteen mahdollisuuksiin ja hybriksen vélilla? Ei, ei liene liian korskeaa
kuvitella, ettd bioteknologian keinoin olisi mahdollista tuottaa paremmin — siis spesifimmin ja
tiukemmin — steroideja sitovia proteiiineja kuin mihin pystyvd steroidien luonnolliset
tunnistusmolekyylit. Luonnollisten proteiinien ei ole tarkoituskaan sitoa steroideja lopullisesti.
Steroidien pitdd voida myds irrota niistd kontrolloidusti — eihdn reseptorien toiminnan tarkoitus
ole, ettd hormonin reseptorinsa vilitykselld sddteleméin geenin ekspressio jdisi pysyvésti paille
kytketyksi. Geeniekspression sddtely tarkoittaa sitd, ettd sdddeltyjen geenien ekspressiotasoa
voidaan tarvittaessa myos laskea. Kuljetusproteiinin on tietysti vield vihemmén tarkoituskaan
sitoa ligandinsa lopullisesti. Luonto ei siis niyté steroidihormonien osalta tiukinta sidontaa mihin
kykenee. Samoin spesifisyys ei ole parasta mihin luonto yltdé, koska steroidireseptorien on
tarkoituskin tunnistaa kokonaisia steroidiluokkia pienine eroineen, ja SHBG puolestaan tunnistaa
perdti kahden eri luokan steroideja. Seké affiniteettia ettd spesifisyyttd voitaneen siis hyvinkin

parantaa steroidien luonnollisista sidontaproteiineista

Se, ettd luonnonproteiinitkin tunnistavat steroideja hyvin erilaisilla sekundaarirakenteilla
laajentaa mahdollisten modifioinnin pohjana kéytettdvien proteiinien valikoimaa ja parantaa
mahdollisuuksia 16ytdd toimiva ratkaisu. Kehitystyon pohjana olevan proteiinien ei tarvitse
muistuttaa tumareseptoreita eikd ylipditdén olla o-helikseistd koostuva. Avidiini on mielekés
lahtokohta tydlle, etenkin kun sen [-laskosten ylldpitimd ontto rakenne muistuttaa yhté

steroidien luonnollisista tunnistusproteiineista, SHBG:ia.

Tulokset sinélldén eivdt tarjoa mitddn mullistavaa uutta tietoa, mutta kuitenkin yksiin kansiin
kootun joukon mahdollisesti hyddyllisid kokoavia havaintoja steroidien molekulaarisen

tunnistamisen yhteisisista tekijoisti ja testosteronin tunnistamisen erityispiirteista.

Ehdotuksia jatkotutkimusten aiheiksi

Tdmé tutkimus rajoittui tunnistavan molekyylin ja ligandin (steroidin) vélisiin suoriin
vuorovaikutuksiin. Fysikaalisissa olosuhteissa eli vesiliuoksessa olevan proteiinien rakenne on
kuitenkin kuin mobile, jossa yhden osan liikauttaminen heijastuu koko rakenteeseen, ja kaikki
vaikuttaa kaikkeen. Molekulaarisessa tunnistuksessa térkeitd tekijoitd ovat tunnistavan ja

tunnistettavan molekyylin vélisten suorien vuorovaikutusten lisdksi myds suorassa
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vuorovaikutuksessa  olevia elementtejd  tukevat ja  stabiloivat sekd  proteiinien
kokonaiskornformaatiota koossa pitdvdt voimat. Kiteytetymmin: tdssd tutkimuksessa
yksinomaisen huomion kohteena olleiden sidontapaikan ja steroidin véisten suorien
vuorovaikutusten lisdksi tulisi selvittdd my0s sidontapaikkaa ympirdivien elementtien
vuorovaikutus sidontapaikan kanssa ja niiden vuorovaikutus oman ympéristonsd ja koko

proteiiinin kanssa.

Luonnollisia steroideja tiukemmin steroideja tunnistaviin molekyyleihin sitoutuvia synteettisid
steroideja on kehitetty koko joukko — niin 1d4kinnéllisiin, tutkimus- kuin doping-tarkoituksiinkin.
Tassd tutkimuksessa keskityttiin luonnollisiin steroideihin, mutta luonnollisia steroideja tiukem-
min sitoutuvien stynteettisen steroidien ja sidontapaikan vélisten vuorovaikutusten tutkiminen
voisi my0s lisdtd ymmértamystd sidontapaikan toiminnasta ja auttaa muuttamaan ligandin sijasta
tilld kertaa tunnistavaa proteiinia siten, ettd sen sekd spesifisyys ettd affiniteetti halutulle

luonnolliselle ligandille (testosteronille) paranevat.

Téssé tutkimuksessa keskityttiin wild type —tunnistusproteiineihin. Mutaatiotietokannoista 16ytyy
kuitenkin runsaasti tietoa siitd miten muutokset — yksittdisten aminohappojen vaihtumisetkin —
muuttavat tunnistavan proteiinin sidontaominaisuuksia. Useimmat steroideja tunnistavien
proteiinien muutokset tunntuista mutaatioista ovat reseptorien yksittdisten aminohappojen
muutoksia tai puutoksia, jotka joko heikentdvét tunnistavan proteiinin ja ligandin vilistd
affiniteettia tehden hormonaalisen signaalin tehottomaksi tai heikentévit tunnistavan molekyylin
spesifiteettid aiheuttaen ristiiintunnistuksen kautta liian voimakkaan vasteen oikean ligandin
pitoisuuteen ndhden. Mutta tunnistusta heikentdvien muutosten tutkiminenkin voi auttaa
ymmartiméain miten tunnistusta voi parantaa. Ja ainakin se tarjoaa tietoa siitd mitd ei ainakaan
kannata kokeilla. Ja mikéli seulaan jdd mutaatio, joka aiheuttaa steroidiligandin juuttumisen
pysyvisti tunnistavaan proteiiniin, se on jo varsin arvokasta tietoa pyrittdessd kehittiméén entisti

tehokkaampaa tunnistusmolekyylia.
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(EBI) / Tools / Clustal W2
<http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.htmI>
Kiytetty 17.04., 18.04.,20.04.2008; 15.01 ja 17.01.2010.

EMBL-EBI // UniProtKB/Swiss-Prot
European Molecular Biology Laboratory (EMBL) — European Bioinformatics Institute
(EBI) & Swiss Institute of Bioinformatics (SIB): UniProt Knowledgebase
Pédsivu:
<http://www.ebi.ac.uk/uniprot/index.html>

CBG_HUMAN / P08185: Transkortiini
<http://www.uniprot.org/uniprot/P08185<
Kayty 24.01.2010.

ERR1_HUMAN / P03372: Ihmisen estrogeenireseptori-o..
<http://www.uniprot.org/uniprot/P03372
Kaéyty 28.06.20009.

ERR2 _HUMAN / 095718 ja Q92731: Ihmisen estrogeenireseptori-f3.
<http://www.uniprot.org/uniprot/O95718>

Kayty 01.07.2009.

<http://www.uniprot.org/uniprot/Q92731>

Kaéyty 01.07.20009.

GCR_HUMAN / P04150: ihmisen glukokortikoidireseptori
<http://www.uniprot.org/uniprot/P04150>
Kiéyty 22.09.20009.

MCR_HUMAN / P08235: ihmisen mineralokortikoidireseptori
<http://www.uniprot.org/uniprot/P08235>
Kayty 24.09.2009.

PRGR_HUMAN / P06401: ihmisen progesteronireseptori
<http://www.uniprot.org/uniprot/P06401>
Kayty 17.09.2009.

SHBG / P04278: IThmisen sukupuolihormoneja sitova proteiini (SHBG) ja
androgeeneja sitova proteiini (ABP):
<http://www.uniprot.org/uniprot/P04278>

Kiéyty 22.01.2010.

HUGO The Human Genome Organisation / Gene Nomenclature Committee.
Padsivu: <http://www.genenames.org/>

AR (androgeenireseptori):
<http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc id=644>
Kéyty 18.04.2008.
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ESR1 (estrogeenireseptori-a):
<http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?match=ESR1>
Kayty 29.06.2009.

ESR2 (estrogeenireseptori-3):
<http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc_id=3468>
01.07.20009.

NR3C1 (glukokortikoidireseptori):
<http://www.genenames.org/data/hgnc _data.php?hgnc_id=7978>
Kayty 22.09.2009.

NR3C2 (mineralokortikoidireseptori):
<http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc id=7979>
Kaéyty 25.09.20009.

PGR (progesteronireseptori):
<http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc_id=8910>
Kiéyty 18.09.20009.

SERPINAG (transkortiini):
<http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc_id=1540>
Kayty 24.01.2010.

SHBG (sukupuolihormoneja sitova proteiini):
<http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc id=10839>
Kayty 23.01.2010.

NCBI/RefSeq
National Center for Biotechnology Information (NCBI) / Reference Sequence / Entrez
Protein. Paisivu: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/>

Afrikkalaisen kynsisammakon androgeenireseptori

P70048 / gi:82191283
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=82191283>
Kayty 25.09.2009.

ALB, Ihmisen seerumin albumiini (HSA)

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez? Db=gene&Cmd=retrieve&dopt=full re
port&list uids=213&log$=databasead&logdbfrom=protein>

Kayty 24.01.2010.

hAR: ihmisen androgeenireseptori:

AAI32976 / gi:124375976
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=124375976>
Kayty 25.09.2009.

hERA, ihmisen estrogeenireseptori-o.:

P03372 / gi:544257
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=544257>
Kaéyty 25.09.20009.

hERB, ihmisen estrogeenireseptori-f3:

095718 / gi:13626133
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=13626133>
Kiéyty 25.09.20009.

hGR, Thmisen glukokortikoidireseptori:

P04150 / gi:121069
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=121069>
Kéyty 25.09.20009.
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PDB

Hiiren androgeenireseptori

AAA37234 / gi:191936
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=191936>
Kayty 27.09.2009.

hMR, Thmisen mineralokortikoidireseptori:

P08235 / gi: 126885
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=126885>
Kéyty 27.09.20009.

hPR, Thmisen progesteronireseptori:

P06401 / gi:90110048
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=90110048>
Kayty 27.09.2009.

Kanan androgeenireseptori

Q2ACEOQ / gi:123894007
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=123894007>
Kayty 27.09.2009.

Rotan androgeenireseptori

P15207 / gi:113832
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=113832>
Kéyty 27.09.2009.

Seeprakalan androgeenireseptori

NP 001076592 / gi:133778917
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=133778917>
Kéyty 27.09.20009.

SHBG, Ihmisen sukupuolihormoneja sitova proteiini:
isoformi 1 (SHBG):
NP_001031.2 / gi: 7382460
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001031.2>
Kiyty 24.01.2010.
isoformi 2 (ABP):
NP_001139751.1 / gi: 226371775
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001139751.1>
Kiyty 24.01.2010.

Simpanssin androgeenireseptori

097775 / gi:18202263
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=18202263>
Kiéyty 27.09.20009.

RSCB Protein Data Bank
<http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do>

Androgeenireseptorin sekvenssi ja sekundaarirakenteiden kaavio:
<http://www.rcsb.org/pdb/explore/remediatedSequence.do?structureld=2AMA>
Kayty 22.04.2008.

SHBG:n sekvenssi ja sekundéérirakenteiden kaavio:
<http://www.rcsb.org/pdb/explore/remediatedSequence.do?structureld=1D2S>
Kiéyty 23.01.2010.

SCOP/UCB University of California, Berkeley / SCOP: Structural Classification of Proteins. www-

osoite: <http://scop.berkeley.edu/>
Kayty 17.04.2008.
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