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Ladkekehityksessd on tdrkedé, ettd yhdiste sitoutuu spesifisesti haluttuun kohteeseen, mikéa
mahdollistaa seké tehokkuuden etté turvallisuuden. Tétd varten lddkkeen tulee olla oikeassa paikassa
ja sitoutua haluttuun kohteeseen korkealla spesifisyydelld. TSA, eli lampdsiirtyméanalyysi on
tutkimusmenetelmd, jonka avulla lddkeaineiden toiminnallisuutta voidaan tutkia proteiinien
lampostabiilisuuden avulla. Menetelméssd puhdistetun proteiinin [dmpdostabiilisuutta tutkitaan
fluoresoivan vériaineen avulla, joka sitoutuu denaturoituneen proteiinin hydrofobisiin alueisiin.

CETSA, eli solullinen lampdosiirtyméaanalyysi kehitettiin, jotta voitiin tutkia yhdisteiden ja niiden
kohdeproteiinien vuorovaikutuksia fysiologisesti merkittdvassd ymparistossd lampdstabiilisuuden
avulla. CETSAssa mittaukset suoritetaan soluymparistossa kokonaisissa soluissa, kudoksessa tai
solulysaatissa. Mittauksissa tutkitaan miten eri molekyylit sitoutuvat kohdeproteiineihin ja miten tima
vaikuttaa proteiinin ldmpdstabiilisuuteen, rakenteeseen ja toimintaan niiden luonnollisessa
ymparistossd. Proteiinien [dmpdostabiilisuutta arvioidaan denaturoitumisen ja aggregaation perusteella.
Kuumentamisen jéilkeen néytteen liukoisten proteiinien maird voidaan mitata ja luoda néille
lampokayra. Tyypillisesti sitoutuva molekyyli stabiloi kohdeproteiinia, jolloin yhdisteen
vuorovaikutus proteiinin kanssa voidaan havaita 1ampokayrassa proteiinin sulamispisteen muutoksena
ATh.

CETSAsta on useita variaatioita, jotka toimivat saman toimintaperiaatteen mukaisesti, mutta eroavat
siind, mitd menetelmai kiytetddn proteiinin médrityksessd kuumentamisen jilkeen. Eri menetelmid
kaytetddn yksittdisten proteiinien tutkimiseen, laajoihin seulontoihin sekd koko proteomin kattaviin
analyyseihin. Téssé tutkielmassa keskitytdin CETSAan, sen kiyttoon ladkekehityksessd sekéd sen eri
variaatioiden toimintaan.

Avainsanat: CETSA, TSA, lampdstabiilisuus, tehoseulonta, sulamislampd
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Lyhenteet

HTS Tehoseulonta (engl. high-throughput screening)

TSA Lampdosiirtyméanalyysi (engl. thermal shift assay)

CETSA Solullinen lampdsiirtyméanalyysi (engl. cellular thermal shift assay)

DSF Differentiaalinen skannausfluorimetria (engl. differential scanning fluorimetry)

DSC Differentiaalinen pyyhkéisykalorimetria (engl. differential scanning
calorimetry)

HT-CETSA Korkean ldpimenon ldmpdsiirtyméanalyysi (engl. high-throughput CETSA)

MS Massaspektrometria (mass spectrometry)

BiTSA Bioluminesenssiin perustuva ldmpdsiirtyméanalyysi (engl. bioluminescence

thermal shift assay)

PBS Fosfaattipuskuroitu suolaliuos (engl. phosphate-buffered saline)



1 Johdanto

Ladkemolekyyliseulonnan avulla pyritdédn tunnistamaan uusia yhdisteitd, joilla on kyky
vaikuttaa biologisiin kohteisiin, kuten entsyymeihin tai reseptoreihin.! Seulontaan voidaan
kiyttdd in silico-seulontaa tai tehoseulontaa (engl. high-throughput screening, HTS), jolla
voidaan seuloa suuria yhdistekirjoja, jotka sisdltivit jopa miljoonia niytteitd. HTS vaatii
kehittyneitd ja automatisoituja jarjestelmié, joiden avulla mééaritykset voidaan suorittaa 96-,
384-, tai 1536-kuoppalevyilld. In silico-seulonnassa molekyylinmallinnustekniikat yhdistetdan
virtuaalisiin yhdistekirjoihin sekd biologisen kohteen rakenteelliseen dataan. Télldin voidaan
arvioida jokaisen yhdisteen kyky sitoutua kohdeproteiiniin. Virtuaalikirjaston yksittdiset
yhdisteet voidaan sijoittaa tietokoneavusteisesti, eli dokata, hypoteettiseen sitoutumiskohtaan
biologisessa kohteessa. Télloin saadaan selville yhdisteiden suhteellinen paremmuusjérjestys.
Dokkauksen jidlkeen kdytetddn automaattisia tiedon analysointitydkaluja jarjestimddn sen
antamat ennusteet. Ennusteita kiytetddn valitsemaan pienempi alijoukko suuresta
yhdistekirjosta, joita voidaan testata fyysisessd biologisessa seulonnassa mahdollisina

liskekehityksen lihtokohtina.!

Yksi tapa arvioida yhdisteiden ja biologisten kohteiden vélistd vuorovaikutusta on
limposiirtyméaanalyysi (engl. thermal shift assay, TSA).> Menetelmi perustuu yhdisteen
sitoutumisen aiheuttamaan lampdstabiilisuuden muutokseen kohdeproteiinissa. TSA:ssa
kéaytetddn fluoresoivaa hydrofobista vériainetta, kuten SYPRO Orangea, jonka fluoresenssi
voimistuu proteiinin denaturoituessa. TSA on nopea ja yksinkertainen menetelmi, joka

soveltuu hyvin lidikeaineseulontaan.?

TSA tarjoaa hyddyllistd tietoa proteiinitasolla, mutta se ei huomioi solunsisiisii olosuhteita.>
Tamin takia on kehitetty solullinen lampdsiirtyméanalyysi (engl. cellular thermal shift assay,
CETSA). Menetelmd mahdollistaa yhdisteen ja kohdeproteiinin vuorovaikutusten tutkimisen
soluympdristossd. CETSAa ja sen variaatioita on viime vuosien aikana mukautettu
monipuolisesti ladkekehityksen eri vaiheisiin. Western blot-pohjaista CETSAa hyddynnetdén
yhdisteen ja sen kohdeproteiinin  vuorovaikutusten havainnointiin, kun taas
mikropartikkelipohjaisiin  tutkimusmenetelmiin perustuvaa HT-CETSAa (engl. high-
throughput CETSA) kiytetddn molekyylikirjastojen seulontaan uusien molekyylien
16ytamiseksi, jotka sitoutuvat ennalta méérittyyn kohteeseen. Massaspektrometriaan perustuva
CETSA on noussut esiin tehokkaana ty0kaluna kohteen dekonvoluutioon sekd uusien

sitoutuvien yhdisteiden 18ytimiseksi vanhoille seki uusille molekyyleille.?



Tutkielmassa kisitelldén aluksi TSA:ta ja CETSAa, niiden toimintaa ja ominaisuuksia sekd
kayttod ladkekehityksessd. Tutkielman painopisteend on CETSA ja sen eri variaatioiden
toiminta ja erot seké niiden hyddyntdminen lddkekehityksessd. Lopuksi tarkastellaan CETSAn

tulevaisuuden nidkymia.
2 Lampostabiilisuus maaritykset
2.1 Lampdsiirtymaanalyysi, TSA

Kehittidessd uusia lddkeaineita, yksi suurimmista haasteista ilmenee aineen liukoisuuden ja
stabiilisuuden olosuhteiden médrittimisessd.* Erilaisten faasitransitioiden karakterisointiin
kiytetyin menetelmi on differentiaalinen pyyhkiisykalorimetria (engl. differential scanning
calorimetry, DSC). DSC on lampdosiirtymémenetelma, joka mittaa niytteen ja vertailuniytteen
vilistd limpdvirtaa limpétilan tai ajan funktiona (Kuva 1).° Menetelmi antaa tarkkaa tietoa
lampotilan aiheuttamien faasimuutosten, kuten denaturaation tai lasisiirtymédn (engl. glass
transition temperature, Tg) maidrittimiseen. Vaikka DSC on standardi menetelmi
faasitransitioiden karakterisointiin, on siind ongelmina tulosten oikean tulkinnan haastavuus
sekd faasimuutosten pdillekkdisyys, silld menetelmd mittaa ldmpovirtaa useiden

laimpdvirtasignaalien keskiarvona.*>
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Kuva 1. DSC lampokédyrd. Kuvaajassa maksimi vastaa proteiinin sulamisldmpétilaa (Tm),
jolloin lampokapasiteetti (Cp) muuttuu ja natiivi proteiini (N) hajoaa denaturoituneeseen

muotoon (D).

DSC:n periaatteita voidaan soveltaa myos biologisiin molekyyleihin, johon TSA on tehokas

tyokalu.> TSA:ta kiytetdin proteiinin limpdstabiilisuuden mittaamiseen ja proteiini-ligandi



vuorovaikutusten tutkimiseen.® Sen avulla voidaan tutkia pH-olosuhteiden, ionivahvuuden,
erilaisten proteiinispesifisten ja ei-spesifisten apuaineiden seki ligandien vaikutusta proteiinin

2 TSAn paimenetelmid on differentiaalinen skannausfluorimetria (engl.

stabiilisuuteen.
differential scanning fluorimetry, DSF), jolla tutkitaan yksittidisten puhdistettujen proteiinien
rakenteellisia muutoksia kuumennuksen seurauksena.® Kun proteiinia kuumennetaan, se
denaturoituu, jolloin sen hydrofobiset alueet paljastuvat. Télldin fluoresoiva viriaine, kuten
SYPRO Orange, sitoutuu avautuneen proteiinin hydrofobisiin alueisiin, joka havaitaan
fluoresenssin intensiteetin kasvuna.® Fluoresenssin maksimisignaalin puolivilissi voidaan
havaita proteiinin sulamispiste (T;,) (Kuva 2A). TSA tutkii ligandin aiheuttamaa stabilisaatiota
proteiinin natiivirakenteessa limpdsiirtymad vastaan. Proteiiniliuosta limmitetédn asteittain ja
fluoresenssisignaalia seurataan proteiinin denaturoitumisen arvioimiseksi ligandin lasné ollessa
sekd ilman sitd. Ligandin lisddminen proteiiniliuokseen voi muuttaa proteiinin stabiilisuutta,
jolloin sen sulamisldmpétila muuttuu, AT (Kuva 2B). Voimakkaammin proteiiniin sitoutuvat
ligandit aiheuttavat suuremman muutoksen sulamislimpoétilassa. Muutos on positiivinen
stabiloiville ligandeille ja voi olla negatiivinen destabiloiville ligandeille, jotka avaavat
rakennetta niin, ettd denaturaatio tapahtuu helpommin. Kun sulamisldmpdtiloja mitataan
ligandin eri pitoisuuksilla, voidaan muodostaa annosvastekdyréd (engl. dose response curve),
joka kuvaa proteiinin sulamislampétilaa ligandin konsentraation funktiona (Kuva 2C).
Annosvastekdyria kdytetddn proteiinin ja ligandin affiniteetin laskemiseen, jotta saadaan arvio

proteiinin ja ligandin vilisen sitoutumisen voimakkuudesta.>
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Kuva 2. TSA:n perusperiaate. (A) Lampoétilan nostaminen saa aikaan proteiinin
denaturoitumisen. Sulamispiste (T;,) havaitaan maksimisignaalin puolivélissi. (B) Proteiinin
lampdkéyra eri lisdtyn ligandin (L) pitoisuuksilla, josta jokaisen sulamisldmpdtila (T, ) merkitty
katkoviivoin. (C) Proteiini-ligandi-annosvastekdyrd, jossa Tp,-arvot esitetty ligandin

konsentraation funktiona.
2.2 Solullinen lamposiirtymaanalyysi, CETSA

CETSA on vuonna 2013 julkaistu biofysikaalinen menetelmi, jonka avulla tutkitaan
yhdisteiden sitoutumista kohdeproteiineihin  kokonaisissa soluissa, kudoksissa tai
solulysaatissa. CETSA perustuu perinteiseen lampétilasiirtyméanalyysiin eli TSA:han, jossa
yhdisteen sitoutumista tutkitaan proteiinien lampdstabiilisuuden ja sen muutoksien avulla.
Tutkimuksissa kohdeproteiineissa havaittava lampdstabiilisuuden muutos kertoo siitd, miten
tutkittava yhdiste vaikuttaa proteiinin rakenteeseen ja toimintaan. CETSA eroaa TSA-

menetelmistd siten, ettdi CETSA voidaan toteuttaa eldvissd soluissa, kudoksissa tai



solulysaateissa, kun taas TSA suoritetaan erittdin puhtaissa ja eristetyissd olosuhteissa ja

mittauksissa tutkitaan yksittiisid puhdistettuja proteiineja.>’

Suurin osa CETSAa hyddyntavistd tutkimuksista kiyttidvit edelleen vuonna 2013 julkaistua
alkuperiisti protokollaa (Kuva 3).® Protokolla alkaa tutkimuskohteen valinnalla, josta
valmistetaan ndytteet. Tutkimuksissa voidaan kéyttdd kokonaisia soluja tai solulysaattia. Kun
kiytetddn kokonaisia soluja, ne kisitellddn ensin tutkittavalla yhdisteelld, jotta sitoutuminen

proteiiniin tapahtuu.’

Tamén jilkeen solut kerdtddn ja pestddn fosfaattipuskuroidulla
suolaliuoksella (engl. phosphate-buffered saline, PBS), jotta saadaan poistettua ylimairaiset
yhdisteet, kuten solujen kasvatusliuos. Valmiita nédytteitd kuumennetaan haluttuun lampétilaan
asti, jonka jdlkeen kokonaiset solut hajotetaan. Hajottamisen jilkeen niytteistd erotellaan
liukoiset proteiinit, joita tutkitaan halutun CETSAn detektiomenetelmén mukaisesti.
Tutkimuksissa voidaan kdyttdd kokonaisten solujen lisdksi myds solulysaattia. Solulysaatti
valmistetaan hajottamalla ensin solut, jonka jilkeen ne kisitelldén tutkittavalla yhdisteelld.

Tédmin jdlkeen solulysaatti pestdin PBS:n avulla ja saadut valmiit ndytteet kuumennetaan

haluttuun lampotilaan. Kuumentamisen jilkeen niytteistd erotellaan liukoiset proteiinit ja niitd

3,89

tutkitaan halutun detektiomenetelméan mukaisesti.

Tutkimuskohde Kuumennus Erotus

Detektio

Kuva 3. CETSAn tyonkulku. Néytteet valmistetaan kdsittelemalla solut tutkittavalla yhdisteelld
ja sen jéilkeen puhdistamalla ne PBS:n avulla. Niytteitdi kuumennetaan eri ldmpdétiloihin
proteiinin denaturaation aikaansaamiseksi, jonka jélkeen liuoksesta erotellaan denaturoituneet

proteiinit. Liukoisen proteiinin méiédrad analysoidaan valitun detektiomenetelméan mukaisesti.



CETSAssa liukoisen proteiinin méérdn avulla voidaan muodostaa 1&dmpdkédyrd proteiinin
stabiilisuuden tutkimiseen detektiomenetelmisti riippumatta (Kuva 4).> Siiti voidaan marittia
tutkittavan yhdisteen aiheuttama proteiinin sulamispisteen muutos ATwm.® Tutkittava yhdiste voi
vaikuttaa proteiiniin stabiloivasti tai epéstabiloivasti. Epéstabilisaatiota voi aiheuttaa
esimerkiksi se, ettd yhdiste hdiritsee proteiinien vilisid sidoksia, ja siten hajottaa
proteiinikompleksin tai se, etti yhdiste kilpailee luonnollisen substraatin kanssa.'® Jos tutkitun
ligandin ja kohdeproteiinin vuorovaikutukset sdilyvit vield korkeissa ldmpdtiloissa, eli ligandi
on sitoutunut proteiiniin muodostaen kompleksin, voidaan havaita kohdeproteiinin
stabiloituminen, tdlléin ATm > 0. Jos lampdtilasta riippuvainen proteiinin ja ligandin vilinen
vuorovaikutus loppuu korkeissa ldmpdtiloissa, eli ligandi irtoaa proteiinista tai kompleksi

hajoaa, voi fysiologisessa limpdtilassa tapahtuva vuorovaikutus peittyi, jolloin ATy, = 0.3

== proteiini

== proteiini +
|d@kemolekyyli

Suhteellinen liukoisen proteiinin maara

Lampétila (°C)

Kuva 4. Kohdeproteiinin liukoisesta midrastd muodostettava 1dmpokdyrd. Lineaarisen osan

puolivélistd havaitaan lddkemolekyylin aiheuttama ldmpdstabiilisuuden muutos ATm.

CETSA laajentaa TSA:n kayttod merkittdvdsti mahdollistamalla ligandin aiheuttamien
muutoksien tutkimisen monimutkaisissa ymparistdissd. Tama mahdollistaa menetelmén kéyton
ladkekehityksessd vastaamaan kysymyksiin esimerkiksi siitd, mitkd ovat mahdollisia
ladkeainekandidaatteja, sitoutuuko ladkeainekandidaatit haluttuun kohteeseen biologisesti

merkittdvissd ympéristossd sekd milléd ligandin konsentraatiolla vaikutus tapahtuu.
2.3 CETSA laakekehityksessa

CETSAlla kohteen sitoutumista voidaan tutkia mistd tahansa solumatriisista, kuten

solulinjoista, eldinkudoksista sekd potilasnédytteistd. Tdm& mahdollistaa menetelmén kayton



melkein kaikissa ldikkeiden kehityksen seki lidkekehitysprosessin vaiheissa.!® CETSA on
tarked tyokalu ladkekehityksessd, silld sen avulla voidaan selvittdd, sitoutuuko lddkemolekyyli
todella kohdeproteiiniinsa fysiologisessa ympéristossa ja pddseeko se soluun ollenkaan. Tdman
lisdksi menetelmad hyodynnetdén varmistamaan lddkkeen oikea sitoutuminen ithmisessd. Erona
muihin menetelmiin, CETSA ei vaadi proteiinin puhdistamista, vaan kohde voidaan tutkia sen

luonnollisessa ympiristdssi, jolloin saadut tulokset ovat biologisesti merkittivia.'!

Ladkekehityksen varhaisessa vaiheessa tehoseulonnan avulla tunnistetaan yhdisteet, jotka ovat
potentiaalisia lidikeaineita tutkittavalle kohdeproteiinille.!? Tissd ldidkekehityksen vaiheessa
hyodynnetdan HT-CETSAa, silld tehoseulonta mahdollistaa wuseiden lddkeaineiden
sitoutumisen tutkimisen kohdeproteiiniin samanaikaisesti. Tdma helpottaa merkittévisti
potentiaalisten  yhdisteiden tunnistamista. Léadkekehityksen varhaisessa vaiheessa
massaspektrometriaa hyodyntivdda CETSAa kéytetddn lddkeaineen sitoutumiskohteen
tunnistamiseen. Mahdollinen sitoutumiskohde tunnistetaan tutkimalla koko proteomin
laajuisesti proteiinin sulamispisteen muutosta kuumennuksen aikana. Tdmén lisdksi
menetelmédn avulla havaitaan lddkeaineen mahdollisia sitoutumisia muihin kuin haluttuun
kohteeseen, jotka voivat aiheuttaa muutoksia solun toimintaan tai haittavaikutuksia, jotka
heikentivit lddkeaineen tehoa ja turvallisuutta.'> CETSAa hyddynnetdin myds resistenttien
solujen tutkimiseen.!® Resistenssin syyni voi olla mutaatio kohdeproteiinissa. Timi havaitaan
CETSAn avulla, silld lddkeaine ei stabiloi kohdeproteiinia, jolloin ei havaita muutosta
proteiinin sulamisldmpoétilassa. Resistenssi voi muodostua my0s takaisinsddtelyn kautta, jolloin
CETSAlla saadaan normaalin nékdinen vaste, mutta solu ei reagoi lisikeaineeseen.'> CETSAa
sovelletaan myds molekyylien toimintamekanismien tutkimiseen.'* Se antaa tietoa proteiinien
ja muiden solumolekyylien, kuten metabolien, DNA:n/RNA:n ja muiden proteiinien vilisten
vuorovaikutusten = muutoksista  sekd  posttranslatiivisten =~ muutosten  aiheuttamista
stabiilisuusvaikutuksista. Téllaisia tutkimuksia ei suoriteta usein, silli ne vaativat
luotettavimmat CETSAn menetelmit, jotka tuottavat monimutkaista ja vaikeasti tulkittavaa

dataa.'*

3 CETSAnN muunnelmat ja sovellukset

CETSAsta on useita eri variaatioita, eli detektiomenetelmid, jotka perustuvat samaan
toimintaperiaatteeseen, mutta eroavat siind, mitd menetelmdd kaytetddn proteiinin
méirityksessi limpdshokin jilkeen.” Eri detektiomenetelmid hyddynnetiin lidkekehityksessi

ja esimerkiksi evoluutiobiologian sukupuiden tutkimuksissa tai lampdstabiilien entsyymien



etsinniéissi teollisia sovelluksia varten.> Jokainen CETSAn variaatio kiyttdd erilaisia
menetelmid ja niistd muodostuu erilaisia etuja ja rajoitteita. Tésséd tutkielmassa keskitytddan
neljddan CETSAn detektiomenetelmdidn, HT-CETSAan, CETSA MS:ddn, CETSA-
AlphaScreeniin sekd BiTSAan (engl. HIBIT Thermal Shift Assay).

3.1 Korkean lapimenon CETSA

HT-CETSAssa varmistetaan lddkeaineen sitoutuminen tunnettuun proteiinikohteeseen
kiyttimalli vasta-aineita proteiinin méiritykseen.” HT-CETSA kehitettiin, kun haluttiin
laajentaa CETSAn mahdollisuuksia testien lapimenomaérin kasvattamiseksi. Tavoitteena oli
mahdollistaa CETSA-méiéritykset 384-kuoppalevyilld sekéd tihedimmilld kuoppalevyill, jotta
kohdemolekyylien sitoutumisméérityksid voitaisiin kdyttdd suurempien yhdistekirjojen

profilointiin.’

HT-CETSA voidaan jakaa kahteen pédédkategoriaan, josta toisessa mitataan solun luontaisesti
tuottavia modifioimattomia proteiineja ja toisessa reportterileimattuja (engl. reporter-tagged)
proteiineja. Analyysit, jotka mittaavat solun luontaisesti tuottavia proteiineja, vastaavat
parhaiten elimiston todellisia olosuhteita, silld proteiinin ilmentymistd sdddellddn sen
luonnollisesta paikasta, proteiinin sekvenssi on muokkaamaton ja vaihtoehtoisen silmukoinnin
seurauksena syntyneet proteiinivariantit voidaan havaita. Endogeenisen proteiinin analyysit
vaativat jokaiselle tutkittavalle kohteelle yksittdistd menetelmévalidointia, silld proteiinien
tunnistaminen vaihtelee niiden rakenteen ja ominaisuuksien mukaan. Ongelmana on, ettd
jokaiselle kohteelle ei ole sopivia reagensseja, kuten spesifisid vasta-aineita kaupallisesti
saatavilla.” Reportteripohjaiset teknologiat liséddvit jirjestelmin joustavuutta, silld analyysissi
kdytetddn proteiinimarkkereita (engl. protein tags), jotka ovat liitetty kohdeproteiineihin.’
Tamd mahdollistaa vakiintuneiden detektioreagenssien ja -menetelmien kdyton.
Reportteripohjaisten menetelmien edut voivat muodostua myds haitoiksi. Esimerkiksi
proteiinin yliekspressio voi vaikuttaa proteiinin toimintaan, sijaintiin tai proteiinien vilisiin
vuorovaikutuksiin. Reportteritagilla voi olla my®s ei haluttuja vaikutuksia, silld se voi vaikuttaa
proteiinin toimintaan tai aggregoitumislampdtilaan. Tdmén lisdksi jokainen kohde vaatii
kloonauksen, eli fuusioproteiini tdytyy luoda aina erikseen. Endogeenisten ja
reportteripohjaisten l&hestymistapojen lisdksi on muodostunut hybridimenetelmid, joissa
reportteritagi ~ voidaan  liittdd  endogeeniseen  lokukseen  kidyttden = genomin

muokkaamistyokaluja.’



Yksi HT-CETSAan pohjautuvista detektiomenetelmistd on CETSA-AlphaScreen. Se on
korkean ldpimenoajan seulontaan pohjautuva homogeeninen méaéritysmenetelmi, jolla
tutkitaan proteiinin ja ligandin sitoutumista hyodyntdmailld etdisyysriippuvaa energiansiirtoa
luovuttaja- ja vastaanottajahelmen vililli (Kuva 5).” Menetelmissi signaalin vilittdjini toimii
vasta-aineet, jotka ovat sidottuna helmiin. Kohdeproteiinin ldsni ollessa helmissa olevat vasta-
aineet sitoutuvat proteiiniin ja tuovat luovuttaja- ja vastaanottajahelmet ldhelle toisiaan. Talloin
luovuttajahelmesti vapautuva virittynyt happi virittaa vastaanottajahelmen
tiofeenijohdannaisia, joka havaitaan fluoresenssi tai kemiluminesenssi signaalina

kohdeproteiinin méérin kvantifioimiseksi.’

viritys
0, emissio
vasta-aine u
luovuttajahelmessa kohdeproteiini vasta-aine

vastaanottajahelmessa

Kuva 5. AlphaScreen-menetelmén toimintamekanismi. Vasta-aineet ovat kiinnittyneind
vastaanottaja- ja luovuttajahelmiin. Vasta-aineen sitoutuminen kohdeproteiiniin tuo
vastaanottaja- ja luovuttajahelmen ldhelle toisiaan, jolloin luovuttajahelmen virittynyt happi
virittdd vastaanottajahelmen tiofeenijohdannaisia, joka havaitaan signaalina kohdeproteiinin

madrdn kvantifioimiseksi.
3.2 Massaspektrometriaan perustuva CETSA

CETSAan, jossa kdytetddn massaspektrometriaa, viitataan kirjallisuudessa yleensd nimelld
CETSA MS, TPP (engl. Thermal Proteome Profiling) tai PISA (engl. Proteome integral
Solubility Alteration).” Nimi menetelmit eroavat toisistaan tutkimuksen periaatteiden ja
menetelmien osalta. CETSA MS on massaspektrometriaa hyddyntdvd proteomitasoinen
mittaus proteiinin ja ligandin sitoutumiseen solutasolla. Yhdessd kokeessa voidaan luoda
limpdprofiili yli 7000 proteiinille.” Koko proteomin sulamiskiyttdytymiseen viitataan
meltomena (engl. meltome). CETSA MS:n avulla voidaan tutkia ndytteen koko proteomia, eli
jokaiselle proteiinille voidaan erikseen muodostaa oma sulamiskdyrd (Kuva 6A).

Sulamispisteen muutoksen lisdksi menetelmilld voidaan maarittdd annosvastekéyré jokaiselle



lampdtilalle. Annosvasteet helpottavat tulosten lukemista, varsinkin, jos proteiinin

3 CETSA MS-menetelmiissi proteiineja voidaan tutkia

sulamispisteen muutos on pieni.
kuumentamisen jidlkeen ldmpotilan, lddkeaineen pitoisuuden, inkubaatioajan tai ndiden
muuttujien yhdistelmien funktiona.!® Limpokiyrin muodostamiseksi niytteet inkuboidaan
saturoivalla konsentraatiolla haluttua yhdistettdi ennen kuin niitd kuumennetaan.
Kuumentamisen jilkeen niytteet sentrifugoidaan ja supernatantti, eli liukoinen fragmentti,
hajotetaan trypsiinilld ja merkitddn Tandem Mass Tag (TMT) -tekniikalla. Tdma mahdollistaa

lampotilan, konsentraation sekd ajan rinnakkaisen analyysin, jolloin voidaan tunnistaa

proteiinit, jotka ovat enemmin tai vihemmin limpdstabiileja yhdisteen lisni ollessa. '’

TPP, toiselta nimeltddn 2D CETSA MS-menetelméssa ndytteet kisitellddn halutun yhdisteen
laimennossarjalla ja jokainen laimennossarja kuumennetaan kaikkiin lampdgradientin
laimpétiloihin.'> 2D CETSA MS on tehokas tapa hyddyntid CETSAa, silli menetelmilld
saadaan aikaan lampokéyrd jokaisesta konsentraatiopitoisuudesta tai vastaavasti se voidaan
havaita annosvasteena jokaisessa ldmpoétilassa. Menetelmén avulla proteiinin ja yhdisteen
vuorovaikutuksen tutkiminen ei rajaudu pelkkddn sulamispisteen muutokseen lAmpokayrassa,
vaan myos proteiinin méérai eli laskostumisen muutoksia voidaan tutkia valitussa lampotilassa
konsentraatiopitoisuuden funktiona (Kuva 6B). Niiti tuloksia on yleensd helpompi tulkita, kuin

mahdollisesti pienid muutoksia proteiinin sulamispisteen (ATm) arvossa.'

PISA-menetelmissi niytteet jokaisesta limpdgradientista yhdistetiin yhdeksi niytteeksi.?
Tadmai on tehokas tapa vihentdd ndytteiden méarda ja massaspektrometrin kayttdaikaa samalla
sdilyttden suurimman osan 2D-menetelmén informaatiosta. PISAssa tulokset esitetddin AAUC-
arvona, eli pitoisuuden negatiivisen kontrollin ja testattavan yhdisteen vilille jddvén alueen
pinta-alana (Kuva 6C). AAUC-arvon suuruus voi viitata yhdisteen aiheuttamaan proteiinin
stabilisaatioon. Ladmpogradienttien yhdistiminen johtaa niin sanottujen ei-CETSA-
pitoisuusvaikutusten (engl. non-CETSA abundance effects), kuten proteiinin hajoamiseen
liittyvien tietojen menetykseen. Tdmé voidaan kiertdd valmistamalla kuumentamaton néyte,
joka kasitelldén samalla tavalla kuin muut ndytteet sekd kuumentamaton nayte, joka kasitellain
ainoastaan liuottimella. Niytteiden yhdistdminen vaikeuttaa myos pienten AAUC-muutosten
sekd  ei-sigmoidaalisten  proteiinien  sulamiskdyttdytymisen havaitsemista. Témén
ratkaisemiseksi lampotilagradientin ndytteen voidaan yhdistdd pienempiin, kolmen ldmpdotilan
ryhmiin kymmenen sijaan. Tdémé parantaa resoluutiota sekd auttaa tunnistamaan ainutlaatuisia

siirtymi, mutta peittii osan tutkittavista proteiineista.’



Intensiteetti

Lampétila (°C)
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O
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= proteiini
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Suhteellinen liukoisen proteiinin maara

Lampétila (°C)

Kuva 6. Eri CETSA MS-menetelmien tulosten esitysmuodot. (A) Proteomin jokaisen proteiinin
lampokayrd. Jos tutkittava yhdiste on vaikuttanut kohdeproteiiniin, havaitaan muutos
lampdokéyréssd. (B) 2D CETSA MS-menetelmén tulokset esitetty lampokarttana, jossa virin
intensiteetti kuvaa AT,,-arvon suuruutta. Jokainen ldmpdtila ja lddkeaineen pitoisuus on esitetty
erikseen. (C) PISAssa tulokset esitetdiin AAUC-arvona, joka saadaan kontrollin ja késitellyn

ndytteen viliin jddneestd pinta-alasta.
3.3 Bioluminesenssiin perustuva lamposiirtymaanalyysi

BiTSA on CETSAn vasta-ainevapaa korkeanldpimenoajan detektiomenetelmé, jossa
tutkittavan yhdisteen ja kohdeproteiinin vuorovaikutuksien tutkimiseen kaytetddn
peptidileimoja (engl. peptide tag). '® BiTSAssa mittaukset suoritetaan soluympiristdssi ja
mittauksissa hyodynnetddn homogeenistd, luminesenssipohjaista mittausta HiBiT-leimattuun
proteiiniin CRISPR-kisitellyissd soluissa. Pieni 11-aminohapon peptidileima, HiBiT, toimii
luminesoivana valittdjané liukoisen ja aggregoituneen proteiinin valilli. HiBiT-leiman pienen
koon vuoksi se voidaan liittdd endogeenisten solujen proteiineihin CRISPR-Cas9-teknologian
avulla. Kohdeproteiiniin liitetty HiBiT sitoutuu sen tdydentdvddn komponenttiin LgBiT:hen

kuumentamisen jdlkeen. Kun HiBiT-LgBiT on yhdessd kompleksissa, ne tuottavat



bioluminesenssia, mutta kun kohdeproteiini denaturoituu, LgBiT ei voi sitoutua HiBiTiin,

jolloin luminesenssia ei synny.

BiTSAssa proteiineja leimataan HiBiTilld niiden luonnollisessa paikassa genomissa, joka
mahdollistaa kohdeproteiinin ja yhdisteen vuorovaikutusten tutkimisen olosuhteissa, jotka
vastaavat solujen proteostaasia eli endogeenisten promoottoreiden ja sditelyelementtien
valvonnassa. Tdméin avulla véltytadn mahdollisilta ongelmilta ja virheiltd, jotka voivat syntya
leimattujen proteiinien yliekspressiojarjestelmissé, kuten proteiinin véaréltd lokalisaatiolta tai
solun toksisuudelta. BiTSAn avulla voidaan arvioida nopeasti pienmolekyylisten ligandien,

kuten lisikeaine kandidaattien solullista sitoutumista niiden spesifiseen kohteeseen (Kuva 7).!¢

HiBiT-LgBiT-kompleksi
{luminesenssia)

“ Denaturoitunut

proteiiniaggregaatti
{ei luminesenssia)

Luminesenssi

Lampétila (°C)

Kuva 7. BiTSAn toimintaperiaate. Kuvaajassa on esitetty miten yhdisteen sitoutuminen HiBiT-
leimattuun kohdeproteiiniin solussa voi vaikuttaa proteiinin ldmpdstabiilisuuteen. Yhdisteen
sitoutuminen voi atheuttaa joko positiivisia, eli 1dmp0o4d stabiloivia tai negatiivisia eli 1ampoa

destabiloivia muutoksia proteiinin sulamisldmpdtilaan.

4 CETSAN tulevaisuus

Suurin osa CETSAn raportoiduista tutkimuksista on suoritettu in vivo, eli ehjissd soluissa ja
suurimmaksi  osaksi kuolemattomilla solulinjoilla.'® CETSAn potentiaalista kiyttod
kohdesitoutumisen tutkimiseen kliinisissd kokeissa ehdotettiin jo ensimmaéisessé CETSAa

kasitelleessd julkaisussa. Tdménhetkinen halu laajentaa lddkekehityksen menetelmid on luonut



uudentyyppiselld mekanismilla toimivia ndytteitd, kuten proteiinin hajottajia, biologisia aineita,
RNA:ta kohdentavia pienmolekyyleja sekd oligonukleotidejd. Témé on ladkekehityksen alue,
jossa CETSAn uskotaan lisddvian arvoa tulevina vuosina, varsinkin kohdennetun proteiinin
hajotuksen alalla. CETSA tarjoaa mahdollisesti arvokasta tietoa solun ldpdisevyydestd sekd

hajottajan solun sisdisesti toiminnasta. '°

Tulevaisuudessa tekodlyn ja koneoppimisen rooli uusien lddkeaineiden l6ytdmisessd tulee
kasvamaan.!® Virtuaalisen lifikeseulonnan ja CETSAn yhdistimisen avulla on mahdollista
tunnistaa nopeasti uusia lddkeainekandidaatteja ja vahvistaa niiden kyky sitoutua suunniteltuun
kohteeseen biologisesti merkittdvassd ymparistossd. Tamin lisdksi koneoppimista sovelletaan

data-analyysiin suurten tietoaineistojen kisittelyssi.!”

Yksi uusimmista CETSAn sovellutuksista, yksisoluinen CETSA (engl. single cell CETSA) on
tutkimuksen alla oleva menetelmé, jossa yhdisteen sitoutumista kohdeproteiiniin tutkitaan
yksittdisissi soluissa.® Yksisoluinen CETSA vihentdd tutkimuksissa tarvittavien solujen
maédrdd miljoonista vain muutamiin satoithin. Tdmi mahdollistaa CETSAn hyddyntdmisen
myds arvokkaiden potilasmateriaalien tutkimuksissa. Rajoituksena on, ettd pieni solumiéra
vaikeuttaa rinnakkaisndytteiden valmistusta, eri lddkeaineiden testausta sekd annos- ja
pitoisuusvasteiden tutkimista. Yksisoluisen CETSAn lisdksi yksisoluinen massaspektrometria
on kehittymdssd uudeksi teknologiaksi. Yksisoluisen CETSAn ja massaspektrometrian
yhdistiminen uudeksi teknologiaksi on tutkimuksen alla, ja jos menetelmé on toimiva, loisi se

kokonaan uuden kiyttdalueen CETSAlle.?

5 Yhteenveto ja johtopaatokset

CETSA on keskeinen menetelmé eri yhdisteiden tutkimiseen proteiinien ldmp0stabiilisuuden
avulla. CETSA mahdollistaa yhdisteiden tutkimisen soluympéristdssd, eli biologisesti
merkittdvissd ympdéristossd. Tdma on suuri etu ladkekehityksen kannalta, silld tutkimuksissa
saadaan tietoa yhdisteestd sellaisessa ympdiristossd, jossa mahdollisen lddkeaineen tulisikin
toimia. CETSAa hyddynnetdén lddkekehityksen varhaisissa vaiheissa sekd keskivaiheissa, kun
varmistetaan tutkittavan lddkeainekandidaatin sitoutuminen kohdeproteiiniin. Kohteen
validoinnissa CETSAn avulla osoitetaan tutkittavan ligandin stabiloivan kohdeproteiinia.
Optimointi vaiheessa menetelmélld vahvistetaan sitoutuminen solussa ja eliminoidaan vaérat

positiiviset osumat. Prekliinisessd vaiheessa CETSAa kiytetddn osoittamaan, ettd yhdiste



saavuttaa kohteensa in vivo, kun taas varhaisessa kliinisessd vaiheessa sitd voidaan soveltaa

potilasniytteisiin, lddkkeen oikean sitoutumisen varmistamiseksi ihmisessa.

CETSALIla ja sen eri variaatioilla, HT-CETSAlla, CETSA AlphaScreenilld, CETSA MS:114 ja
BiTSAlla on kaikilla etunsa ja rajoitteensa (Taulukko 1).

Taulukko 1. CETSAn detektiomenetelmat

Detektiomenetelmd | Nopeus Herkkyys Toistettavuus Automatisoitavuus
HT-CETSA +++ + 4+ +++

CETSA MS + +++ ++ +

CETSA- +++ ++ et -+

AlphaScreen

BiTSA ++ +++ +++ ++

HT-CETSA mahdollistaa nopeamman toteutuksen tutkimuksille, silld menetelméssi
hyodynnetddn korkeanldpimenoajan proteiinintunnistusmenetelmid, sekd monikaivoisia
kuoppalevyja. HT-CETSA on myo6s kvantitatiivisempi ja toistettavampi kuin perinteinen
CETSA. Sen huonoja puolia on kallis laitteisto sekd herkkyys kokeellisille olosuhteille. CETSA
AlphaScreenissd kdytetddan HT-CETSAn tavoin vasta-aineita proteiinin tunnistukseen.
Menetelmaéssé signaali saadaan suoraan luminesenssina, joka on nopea ja homogeeninen tapa.
Tamaén lisdksi menetelmd on HT-CETSAn tavoin kvantitatiivisempi ja toistettavampi kuin
perinteinen CETSA. AlphaScreen-menetelmin huonoja puolia ovat sen vasta-aineriippuvuus
sekd kalliit reagenssit ja laitteet. Tdmén liséksi esimerkiksi fluoresenssihdiriot tai muut tekijat
vaikuttavat helposti mittausten tuloksiin. CETSA MS on laajakirjoinen menetelmé, joka
mahdollistaa samanaikaisesti jopa tuhansien proteiinien stabiilisuusmuutosten havainnoinnin.
Menetelmi ei vaadi vasta-aineita ja se sopii hyvin hypoteesittomaan analyysiin. Menetelmén
huonoja puolia on sen hinta ja monimutkaisuus. Menetelmissd syntyy paljon tietoa ja sen
tulkinta on haastavaa. Menetelmai ei ole sopiva rutiiniseulontaan eikd pienten laboratorioiden
kayttoon. BiTSA on erittdin herkkd ja kvantitatiivinen menetelmé. Sen etuja on korkea
lapimeno, mahdollisuus reaaliaikaisiin mittauksiin sekd menetelmd on edullisempi

perusreagenssien osalta verrattuna AlphaScreeniin. Menetelma vaatii proteiinin geenifuusiota,



joka on aikaa vievdd. Tamén lisdksi menetelmé ei ole yhtd validoitu kuin AlphaScreen tai

CETSA MS.

Vaikka CETSAn eri variaatiot lisidvat CETSA-menetelmédn monipuolisuutta, 16ytyy jokaisesta
variaatiosta haasteita. Vasta-aineita hyodyntidviin menetelmiin ei valttimaétti aina 16ydy sopivia
reagensseja kaupallisesti sekd esimerkiksi BiTSA tarvitsee muokatun soluympériston
toimiakseen. Kehittddkseen CETSAn toimintaa monipuolisesti, on CETSAa ja sen variaatioita
kehitettdvd haittojen minimoimiseksi. My®ds eri variaatioiden yhdistdiminen mahdollisesti
laajentaisi CETSAn kayttomahdollisuuksia ja lisdisi CETSAn kidytettavyyttd ladkekehityksen

parissa.
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