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Inosiini-5'-monofosfaatti dehydrogenaasi (IMPDH) on vélttdméton entsyymi puriininukleotidien
biosynteesissd, missd se katalysoi solulle tirkedn energia- ja signalointimolekyylin
guanosiinitrifosfaatin -~ (GTP)  muodostumista. ~ Biosynteesin = ensimmaéisessd  vaiheessa
inosiinimonofosfaatti (IMP) muuttuu oksidatiivisessa reaktiossa ksantiinimonofosfaatiksi ja samalla
nikotiiniamidiadeniinidinukleotidi (NAD") pelkistyy NADH:ksi.

Ihmiselld IMPDH:sta esiintyy kaksi muotoa, joiden sekvenssien samankaltaisuus on noin 84 %. IMPDH
1:ta esiintyy useimmissa soluissa pienid pitoisuuksia, kun taas IMPDH 2 esiintyy erityisesti nopeasti
jakautuvissa soluissa. IMPDH on tetrameerinen proteiini, jonka monomeerit sisiltavat katalyyttisen ja
sadtelevin alayksikon. Nukleotidien sitoutuminen séételevin alayksikon nukleotidien sitoutumiskohtiin
aiheuttaa  entsyymin  multimerisoitumisen ja  erityisesti ~GTP:n  sitoutuminen  estdd
nukleotidibiosynteesid. IMPDH 1 multimerisoituminen johtaa oktameerisen rakenteen pakkautumiseen
ja kaartumiseen, josta seuraa tiydellinen nukleotidibiosynteesin estyminen, kun taas IMPDH 2 pysyy
multimerisoituneenakin osittain aktiivisena.

Yleisimpid allosteerisia  sditelytekijoitd IMPDH:n molemmille tyypeille solussa ovat
adenosiinitrifosfaatti (ATP), GTP, IMP ja NAD'. IMPDH:n allosteeriset sditelijat ja IMPDH:n
toimintaa inhiboivat yhdisteet ovat osoittautuneet lupaaviksi lddkekandidaateiksi syovan hoitoon.
Ensimmaéinen tunnettu IMPDH:n inhibiittori on mykofenolihappo, joka sitoutuu NAD":n paikalle estiden
biosynteesin etenemisen. Myos tiatsofuriini vuorovaikuttaa NAD™:n sitoutumiskohdan kanssa toimien
ei-kilpailevana inhibiittorina NAD":1le. Monet kehitetyisti IMPDH:n inhibiittoreista ovat parhaillaan
kliinisissd kokeissa, mutta yhtddn hyvéksyttyd IMPDH:n inhibiittoria ei ole vield lddkinnéllisessd
kaytossd syovian hoidossa. IMPDH:n aktiivisuuteen vaikuttavia lddkeaineita on kehitetty my6s muiden
sairauksien hoitoon.
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Lyhenneluettelo

ADP = adenosiinidifosfaatti

AMP = adenosiinimonofosfaatti

ATP = adenosiinitrifosfaatti

DNA = deoksiribonukleiinihappo

E-XMP* = kovalenttinen tioimidaatti vilituote
GDP = guanosiinidifosfaatti

GMP = guanosiinimonofosfaatti

GMPS = GMP-syntetaasi

GTP = guanosiinitrifosfaatti

IMP = inosiinimonofosfaatti

IMPDH = inosiini-5’-monofosfaatti dehydrogenaasi
NADH / NAD" = nikotiiniamidiadeniinidinukleotidi
NMNAT = nikotiiniamidimononukleotidiadenyylitransferaasin
RNA = ribonukleiinihappo

TAD = tiatsoli-4-karboksamidiadeniinidinukleotidi

XMP = ksantiini monofosfaatti



1. Johdanto

Inosiini-5'-monofosfaatti dehydrogenaasi (engl. inosine-5'-monophosphate dehydrogenase,
IMPDH) on vilttdimétén entsyymi puriininukleotidien biosynteesissd, jossa se katalysoi
ensimmadisen vaiheen guanosiinitrifosfaatin biosynteesissi. Biosynteesissd IMPDH katalysoi
inosiinimonofosfaatin  (engl. inosine monophosphate, 1IMP) oksidatiivisen reaktion
ksantiinimonofosfaatiksi  (engl.  xanthosine monophosphate, XMP) ja samalla
nikotiiniamidiadeniinidinukleotidi (NAD") pelkistyy. Reaktion jilkeen XMP muutetaan
vélittdmasti guanosiinimonofosfaatiksi (GMP) GMP-syntetaasin (GMPS) katalysoimassa
reaktiossa. GMP muutetaan edelleen guanosiinidifosfaatin (GDP) kautta GTP:ksi erillisissé

reaktioissa, joista jokaisen katalysoi oma entsyymi (Burrell ja Kollman 2022).

GTP on solun tirked viesti-, rakennus- ja energiamolekyyli. Guaniininukleotideja kaytetdan
esimerkiksi ribonukleiinihapon (RNA) ja deoksiribonukleiinihapon (DNA) rakenneosina,
translaation energianldhteend, G-proteiinien kofaktoreina sekéd allosteerisessa sditelyssd ja
signaalimolekyyleind (Hedstrom 2009). GTP:n pitoisuus solussa muuttuu usein eri

sairaustiloissa, ja esimerkiksi useimmissa syovéssd GTP:n pitoisuus kasvaa voimakkaasti.

IMPDH on tetrameerinen proteiini, jonka monomeerit sisidltiavét katalyyttisen ja sdételevan
alayksikon. Katalyyttisessd alayksikossé tapahtuu IMPDH:n katalysoima puriininukleotidien
biosynteesi. Sddtelevd alayksikkd ei kaikilla organismeilla ole vilttdimiton oksidatiivisessa
reaktiossa, jossa IMP hapettuu XMP:ksi, mutta silldi on tirked tehtdvd entsyymin
allosteerisessa saatelyssd sitoen nukleotideja rakenteeseen. IMPDH voi sitoutua toiseen
tetrameeriseen proteiiniin ja muodostaa oktameerisid rakenteita. Oktameeriset proteiinit voivat
edelleen liittyd yhteen ja muodostaa suuria filamenttisia rakenteita. Filamenttisten rakenteiden

on osoitettu vaikuttavan IMPDH:n aktiivisuuteen (Buey ja muut 2015).

Ihmisilla IMPDH:sta esiintyy kaksi hieman toisistaan poikkeavaa muotoa, joiden sekvenssin
samankaltaisuus on jopa 84 %. Tyypin 1 IMPDH:ta tuotetaan jatkuvasti solussa ja sitd esiintyy
monissa kudoksissa yleensd pienid madrid. IMPDH 2:sta esiintyy ldhinnd nopeasti
jakautuvissa soluissa suuria pitoisuuksia (Carr ja muut 1993). Esimerkiksi syopdsolut ovat
nopeasti jakautuvia soluja. Mutaatiot proteiinia tuottavissa geeneissé aiheuttavat oireiltaan ja
vaikeusasteeltaan vaihtelevia sairauksia ihmisilld, kuten erilaisia sokeuksia. (Burrell ja

Kollman 2022)



Syopédhoidollisesta ndkokulmasta IMPDH 2 on osoittautunut hyvin mielenkiintoiseksi
entsyymiksi. SyOpésolut pystyvit tuottamaan guaniininukleotideja ldhinnd vain IMPDH:n
katalysoiman reaktion kautta eli IMPDH on usein guaniininukleotidien biosynteesii rajoittava
entsyymi. Tutkimus on keskittynyt IMPDH:n toiminnan inhiboimiseen solussa, jolloin
guaniininukleotideja ei pystyttd tuottamaan tarpeeksi nopeasti jakautuvien sydpédsolujen
tarpeisiin. Guaniininukleotidien puute solussa johtaa adenosiinitriosfaatin (ATP)
vihenemiseen, silld GTP toimii kofaktorina ATP:n biosynteesissd. Sekd GTP:n ettd ATP:n
puute solussa vaikuttaa DNA:n ja RNA:n synteesiin. (Shu ja Nair 2008)

Guaniininukleotidit ovat vélttdmattomid syOpdsoluille, silld sydpédsolut kayttidvit niitd
energianldhteend sekd DNA:n monistamisessa. IMPDH:n biosynteesin inhibitio johtaa
guaniininukleotidien méérdn vihenemiseen ja tidmdn vuoksi entsyymid pidetddn hyvin
potentiaalisena ladkekohteena syopélddkkeiden kehityksessd (Hedstrom 2009). Vaikka monet
IMPDH:n inhibiittorit ovat osoittaneet hyvin lupaavia tuloksia, ei tilld hetkelld ole kaytossa
ainuttakaan IMPDH:n toimintaa estdvaid ladkettd syopdhoidossa. IMPDH:n aktiivisuuteen
vaikuttavia ladkkeitd on kehitetty myds lukuisien muiden sairauksien hoitoon. (Shu ja Nair

2008)

IMPDH:n toiminnan inhibitio voi olla seurausta esimerkiksi GTP:n ja ATP:n indusoimasta
allosteerisesta sadtelystd. Allosteerisella sditelylld tarkoitetaan entsyymin aktiivisuuteen
vaikuttavia muutoksia, jotka ovat seurausta jonkin toisen vaikuttajamolekyylin sitoutumisesta
entsyymin aktiiviseen kohtaan tai sen ldheisyyteen. Tyypillistd kaikille allosteerisen sdételyn
mekanismeille on, ettd ne lisddvit entsyymin kykyd vastustaa erilaisia palautteenanto- ja
takaisinkytkentdmekanismeja. Allosteerinen sditely on hyvin yleistid solussa ja moni solun
oma molekyyli toimii entsyymin allosteerisena sditelijini. Allosteerinen sddtely voi lisétd

entsyymin aktiivisuutta tai pienentdd sitd. (Buey ja muut 2022)

Kirjallisuuskatsauksessa esitellddn ihmisen IMPDH:n kahden eri tyypin rakenteellisia ja
toiminnallisia eroavaisuuksia, jotka voisivat olla potentiaalisia kohteita syopéldaakehityksessa.
Syopéldadkekehitykseen pohjautuva tutkielma keskittyy erityisesti IMPDH:n allosteeriseen
sddtelyyn solun nukleotidien toimesta ja miten allosteerisen sdédtelyn vaikutukset eroavat
ihmisen IMPDH:n eri muodoilla. Myds IMPDH:n aktiivisuuden muutoksia tarkastellaan
tutkielmassa syopéldakekehityksen ndkokulmasta. Tutkielmassa esitellddan IMPDH:n
inhibiittoreita ja avataan niiden vaikutusmekanismia solussa. Lopuksi otetaan katsaus

tulevaisuudessa potentiaalisiin syopaladakkeisiin, joiden vaikuttavana kohteena on IMPDH.



2. Thmisen IMPDH

Ihmisellda IMPDH:n téirkein tehtdvd on katalysoida guaniininukleotidien biosynteesin
ensimmadinen vaihe. Guaniininukleotideja voidaan tuottaa myds muilla vaihtoehtoisilla
reaktioreiteilld, joita kutsutaan kierrdtysreiteiksi. Kierrdtysreitit eivdt kuitenkaan ole yhti
tehokkaita tuottamaan guaniininukleotideja solun tarpeisiin kuin IMPDH:n katalysoima
reaktio (Hedstrom 2009). IMPDH:n on myos sanottu olevan solun energiatilasta kertova aistin,
silld solun energiamolekyylit ATP ja GTP sditelevit allosteerisesti IMPDH:n toimintaa solun
energiatilan mukaan (Ji ja muut 2006). IMPDH:lla on vaikutusta my6s moniin muihin solun
toimintoihin, kuten DNA:n replikaatioon. Tutkimustieto IMPDH:sta kasvaa jatkuvasti ja sen

roolin solussa uskotaan olevan monimutkaisempi mitd aiemmin on ajateltu.

Ihmisilld esiintyy kaksi IMPDH geenid, IMPDH 1 kromosomissa 7 ja IMPDH 2
kromosomissa 3 (Natsumeda ja muut 1990). Geenit tuottavat rakenteellisesti ja kineettisilta
ominaisuuksiltaan kaksi hyvin samankaltaista entsyymié, joiden sekvenssin samankaltaisuus
on jopa 84 %. hIMPDH 1:sti esiintyy myos kaksi pidempad versiota, jotka ovat seurausta
vaihtoehtoisesta silmukoinnista. Vaihtoehtoisessa silmukoinnissa my0s osa eksoneista
poistetaan, jolloin tumasta poistuva ldahetti-RNA (mRNA) sisdltdd ohjeen hieman erilaisen
proteiinin rakentamiseen. hIMPDH 1:std on myds tunnistettu useita mutaatioiden aiheuttamia
polymorfismeja, mutta hIMPDH 2 ei ole yhtd monimuotoinen ja siitd on loydetty vain vihin

polymorfismia. (Hedstrom 2009)

Ihmisellda IMPDH 1:sta esiintyy monissa kudoksissa, kuten verkkokalvolla, pernassa ja
lepadvissa perifeerisessd veressd yksitumaisissa soluissa (engl. resting peripheral blood
mononuclear cells) usein pienid maarid. Erityisesti normaaleissa leukosyyteissd on havaittu
tyypin 1 entsyymin aktiivisuutta, jossa se huolehtii puriininukleotidien riittdvasta varastosta
immuunisoluissa (Pan ja muut 2016). IMPDH 2:sta esiintyy ihmiselld erityisesti nopeasti
jakautuvissa soluissa, kuten syOpésoluissa, joissa guaniininukleotidien ja energian tarve on

suuri (Burrell ja Kollman 2022).

Pistemutaatiot IMPDH:ta tuottavissa geeneissd aiheuttavat erilaisia sairauksia ihmisella.
Esimerkiksi mutaatiot IMPDH 1:ssd on yhdistetty autosomaaliin dominoivaan sokeuteen,
kuten retinis pigmentosaan tai Leberin synnynniiseen amauroosiin. Puolestaan mutaatiot
IMPDH 2:ssa ovat vihemmén tutkittuja, mutta joitakin mutaatioita on yhdistetty nuorten

neuropatioihin. (Burrell ja Kollman 2022)



3. IMPDH:n toiminta solussa

3.1 IMPDH:n rakenteen merkitys katalyyttiselle aktiivisuudelle ja entsyymin
katalysoiman reaktion mekanismi

IMPDH on tetrameerinen proteiini, joka koostuu neljastd monomeerista. Kukin monomeeri
siséltdd katalyyttisen ja sddtelevén alayksikon (kuva 1). Solussa IMPDH voi multimerisoitua,
jolloin useampi tetrameerinen proteiini liittyy yhteen. IMPDH:n multimerisoitumista ja
nukleotidibiosynteesin aktiivisuutta solussa sédételevit monet nukleotidit, kuten GTP ja ATP,
ja muut yhdisteet, kuten IMP ja NAD". Multimerisoituminen on seurausta nukleotidien

sitoutumisesta entsyymin sdételevadn alayksikkoon. (Hedstrom 2009)

Katalyyttinen
domeeni

Kuva 1. IMPDH:n monomeerin rakenne. IMPDH on tetrameerinen proteiini, jonka monomeeri sisdltdd
katalyyttisen domeenin (vihred) ja sddtelevin domeenin (kuvassa pinkki). Katalyyttinen domeeni sitoo IMP:n ja
NAD+:n aktiiviseen keskukseen. Sddtelevdi domeeni sisdltid kolme allosteerista nukleotidien sitoutumiskohtaa,
Jjotka sitovat joko GTP:td tai ATP:td tai molempia. Kuvan monomeeri on estyneessd tilassa, koska sitoutumiskohtiin
2 ja 3 on sitoutunut GTP. Kuva on muokattu avoimen julkaisun artikkelista, jonka on julkaissut Portland Press
Limited Biochemical Societyn puolesta, ja jota voidaan jatkolevittid ja muokata Creative Commons Attribution
License 4.0 -lisenssillid (CC BY-NCND) (Burrell ja Kollman 2022).

Sddtelevd domeeni sitoo adeniini- ja guaniininukleotideja erityisiin allosteerisiin nukleotidin
sitoutumiskohtiin. Sdételevd domeeni koostuu kahdesta homologisesta kystationiini beta
syntetaasi domeenista eli CBS-domeenista (engl. cystathionine beta synthase), jotka
muodostavat Bateman-domeenin. CBS-domeenien ldsnédolo ei ole vilttdmaitontd kaikilla
organismeilla IMPDH:n katalysoimalle reaktiolle, mutta sdételevélld domeenilla on térked

rooli entsyymin allosteerisessa sédételyssa. (Hedstrom 2009)



Siadtelevan domeenin nukleotidin sitoutumiskohta 1 suosii ATP:n sitoutumista, kun taas kohta
3 suosii erityisesti guanosiinidifosfaatin (GDP) ja GTP:n sitoutumista. Jokainen tunnettu
IMPDH entsyymi sitoo ATP:td sen sitoutumiskohtiinsa. ATP:n sijaan my0s
adenosiinimonofosfaatin (AMP) ja adenosiinidifosfaatin (ADP) sitoutuminen on mahdollista,
mutta sitoutumisen fysiologisia vaikutuksia ei tunneta. AMP:n ja ADP:n on ajateltu
kilpailevan sitoutumisesta kohtaan 1 ATP:n kanssa, joka on solussa vallitseva muoto (Bennett

ja muut 2009). (Buey ja muut 2022)

Kohtaan 2 voi puolestaan sitoutua joko ATP tai GTP, joten ne kilpailevat solussa jatkuvasti
sitoutumisesta. ATP:n ja GTP:n sitoutuminen kohtaan 2 vaikuttaa eri tavalla entsyymin
rakenteeseen ja toimintaan. Nukleotidien sitoutumisen vaikutuksia kohtaan 2 kisitellddn
myShemmin allosteerisen sddtelyn yhteydessd. Kohtaan 2 voi sitoutua myos GDP ja ADP,
mutta niiden pienen pitoisuuden ja affiniteetin seurauksena ne eivét lisdd kilpailua
sitoutumisesta, jos GTP:td ja ATP:t4 on solussa ldsné, silld GTP ja ATP ovat solussa vallitsevat

muodot. (Buey ja muut 2022; Burrell ja Kollman 2022)

IMPDH katalysoi GTP:n biosynteesissd ensimmadisen vaiheen, jossa IMP sitoutuu entsyymin
aktiiviseen kohtaan ja se muutetaan XMP:ksi, jolloin samanaikaisesti NAD® vastaanottaa
protonin pelkistyen NADH:ksi (kuva 2). Seuraavaksi XMP muutetaan vélittoméasti GMP:ksi
GMPS:n katalysoimassa reaktiossa. GMP muutetaan GDP:n kautta GTP:ksi omissa

reaktioissaan. (Burrell ja Kollman 2022)
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Kuva 2. IMPDH:n katalysoima reaktio ja GTP:n merkitys ATP.:n synteesin prekursorina. IMPDH on vilttdmdton
entsyymi GTP:n synteesissd, jossa se katalysoi reaktion ensimmdisen vaiheen, jossa IMP muutetaan
oksidatiivisessa reaktiossa XMP:ksi ja samalla NAD" vastaanottaa protonin ja pelkistyy NADH.:ksi.

IMPDH:n katalysoimassa reaktiossa IMP ja NAD" kiinnittyvdt monomeerin katalyyttiseen
domeeniin, jonka kautta IMP ja NAD" padsevit osaksi entsyymin aktiivista keskusta.
Katalyyttinen domeeni on (B/a)s tynnyriproteiini, jonka aktiivinen kohta on C-terminaalisten
pdiden silmukoiden B-levyissa. Katalyyttisen domeenin rakenne muistuttaa trioosi-fosfaatti-
isomeraasi laskosta, joka tunnetaan paremmin nimelld TIM-tynnyrirakenne. Tynnyriproteiinin
silmukka siséltdd katalyyttisen kysteiini aminohapon ja C-péitteisen segmentin, joka on
yhdistynyt katalyyttisen kysteiinin kanssa yksiarvoisen kationin vilitykselld. Tynnyriproteiini
sisédltdd myds erityisen ldpén, joka vaikuttaa reaktion sdételyyn. Rakenteiden joustavuus ja
epdjarjestys vaihtelevat eri IMPDH entsyymin muodoilla. Ndiden rakenteiden mahdollistama
rakenteellinen liikkuvuus on vilttimatontd IMPDH:n aktiivisuudelle solussa. (Hedstrom

2009)



IMPDH:n katalysoiman reaktion mekanismi tunnetaan hyvin monella eri organismilla.
Reaktio siséltdd kaksi eri vaihetta, joista ensimmadisend tapahtuu nopea hapetus-
pelkistysreaktio ja jilkimmaiisend nopeutta rajoittava hydrolyysi, jossa yhdiste hajoaa
lahtoaineikseen vettd lisdttdessd. IMPDH:n katalysoima reaktio ldhtee liikkeelle, kun
katalyyttinen kysteiini aminohappo hyokkaa IMP:n C2 hiileen ja hydridi siirtyy NAD":lle,
jolloin muodostuu kovalenttinen tioimidaatti vilituote (engl. thioimidate covalent
intermediate, E-XMP¥*) ja pelkistynyt NADH poistuu katalyyttisen domeenin aktiivisesta
kohdasta. Kun NADH on poistunut aktiivisesta kohdasta, katalyyttisen domeenin erityinen
lappa on tyhjéssa dinukleotidikohdassa. Lapén sijainti mahdollistaa arginiinista ja tyrosiinista
muodostuvan katalyyttisen parin sijoittumisen oikeaan kohtaan, joka puolestaan aktivoi

vesimolekyylin ja lopulta E-XMP* vilituote hydrolysoituu. (Buey ja muut 2022)

Reaktioiden toteutumisen kannalta olennaista on IMPDH:n aktiivisen kohdan rakenteellinen
uudelleenjarjestaytymiskyky, joka mahdollistaa kahden erilaisen kemiallisen reaktion
katalysoinnin. Uudelleenjarjestdytyminen on seurausta kahdesta toisensa pois sulkevasta
katalyyttisen domeenin konformaatiosta. Avoin konformaatio mahdollistaa ligandin
sitoutumisen aktiiviseen kohtaan, jonka jilkeen tapahtuu nopea hapetuspelkistysreaktio.
Suljettu konformaatio puolestaan mahdollistaa hydrolyysin kovalenttiselle E-XMP*
vilituotteelle. (Buey ja muut 2022)

3.2 IMPDH:n allosteerinen siitely ja siihen osallistuvat solun nukleotidit

Guaniini- ja adeniininukleotidit toimivat IMPDH:n allosteerisina séételijoind sitoutuen
allosteerisiin sitoutumiskohtiin aikaansaaden kahden tetrameerisen proteiinin liittymisen
yhteen, jolloin muodostuu oktameerinen rakenne (kuva 3) (Burrell ja Kollman 2022).
Adeniini- ja guaniininukleotidien suhde solussa vaikuttaa siihen, mihin kohtiin ne sitoutuvat

sadtelevissd alayksikOssa.

Kun GTP:td on paljon solussa, GTP:n sitoutuu kohtiin 2 ja 3, jolloin oktameeri ik&én kuin
puristuu kasaan eli rakenteesta tulee tiiviimpi ja se siirtyy alempaan aktiivisuustilaan (Buey ja
muut 2015). Myds GMP ja GDP voivat sitoutua kohtiin 2 ja 3. Liséksi oktameerin rakenne
kaartuu GTP:n sitoutuessa sithen. GTP:114 on siis IMPDH:n toimintaa estivé vaikutus (Ji ja
muut 2006). Jos GTP:td on solussa véhdn, ATP sitoutuu kohtiin 1 ja 2, jolloin oktameeri on
laajentuneessa muodossa ja aktiivinen. Myos AMP ja ADP voivat sitoutua kohtiin 1 ja 2.
ATP:n ldsndollessa oktameeri ei kaarru vaan pysyy tasaisena (Ji ja muut 2006). ATP siis

aktivoi allosteerisesti IMPDH:ta. (Burrell ja Kollman 2022)
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Kuva 3. IMPDH:n oktameerin aktiivisuus ja filamenttisten rakenteiden muodostuminen. A) Liuoksessa IMPDH on
tetrameerinen proteiini, joka sitoo allosteerisiin nukleotidien sitoutumiskohtiin joko ATP:ti (kohdat 1 ja 2) tai
GTP:ti (kohdat 2 ja 3). Nukleotidien sitoutuminen edistid tetrameerien dimerisoitumista, jolloin muodostuu
oktameerinen rakenne. ATP:n ldsndollessa oktameerit ovat laajentuneet, jolloin rakenne on viljempi. Kun GTP on
sitoutunut allosteeriseen nukleotidien sitoutumiskohtaan 3, oktameeri on puristunut kokoon ja on estyneessd
tilassa. B) Kun GTP:td on vihdn ja ATP:td paljon solussa, oktameerien muodostama filamentti on laajentunut ja
aktiivinen. Puolestaan jos GTP:td on paljon solussa, filamentti on puristunut kasaan ja on vihemmdn aktiivisessa
tilassa. Kuva on muokattu avoimen julkaisun artikkelista, jonka on julkaissut Portland Press Limited Biochemical
Societyn puolesta, ja jota voidaan jatkolevittid ja muokata Creative Commons Attribution License 4.0 -lisenssilld
(CC BY-NCND) (Burrell ja Kollman 2022).

Kun solussa on paljon guaniininukleotideja, IMPDH voi muodostaa filamenttisia
ultrarakenteita eli multimeerejd, joissa useampi oktameerinen proteiini on kasautunut yhteen
(kuva 3) (Ji ja muut 2006). Myoskin IMP:n pitoisuus solussa vaikuttaa filamenttisten
ultrarakenteiden muodostumiseen (Buey ja muut 2022). Filamenttiset ultrarakenteet voivat
olla joko pidentyneessé aktiivisessa tilassa, kun ATP:td on sitoutunut paljon rakenteeseen tai
kokoon puristuneessa vdhemmidn aktiivisessa tilassa, kun suurimpaan osaan
sitoutumispaikoista on sitoutunut GTP. Myo6s T-solujen aktivaatio voi saada aikaan
oktameerien kasautumista yhteen ja filamenttien muodostumista (Duong-Ly ja muut 2018).

(Burrell ja Kollman 2022)

Guaniininukleotidit solussa siis séddtelevit IMPDH:n multimerisoitumista ja katalyyttistd
aktiivisuutta negatiivisesti, joka rajoittaa guaniininukleotidien synteesid. Multimerisoitunut
IMPDH:n rakenne néyttdisi kuitenkin pysyvén ainakin osittain aktiivisena GTP:n maérasta
riippumatta, minkd vuoksi guaniininukleotidien varastoja pystytddn tdydentdmdin nopeasti
jakautuvissa ja paljon energiaa vaativissa soluissa, kuten T-soluissa ja syopésoluissa. (Duong-

Ly ja muut 2018).



Ihmiselld IMPDH:n multimerisoituneen rakenteen kyky pysyé aktiivisena GTP pitoisuuksista
riippumatta vaihtelee IMPDH:n tyyppien 1 ja 2 vililld. Molempien muotojen tapauksessa
filamenttinen rakenne puristuu kasaan GTP:n sitoutuessa sdételevddan domeeniin. IMPDH 1:114
rakenne kaartuu konformaatioon, jossa joka on tiysin estynyt. IMPDH 1:n muodostamalla
filamenttisella rakenteella ei siten uskota olevat vaikutusta aktiivisuuteen tai inhibitioon
solussa. GTP:n sitoutuminen IMPDH 2:n filamentteihin edistdd tasaisen konformaation
muodostumista, joka pysyy osittain aktiivisena, vaikka GTP pitoisuus solussa olisi suuri.
(Burrell ja Kollman 2022). IMPDH 2:1la uskotaan olevan sédteleva tehtéva solussa, silld se
pystyy tuottamaan guaniininukleotideja korkeasta GTP:n pitoisuudesta huolimatta (Burrell ja

Kollman 2022).

Sadtelevddn alayksikkdoon voi sitoutua myos dinukleotidipolyfosfaatteja, joissa kaksi
nukleosidia on sitoutunut toisiinsa usean fosfaattiosan valityksella.
Dinukleotidipolyfosfaattien uskotaan osallistuva solussa monenlaisiin tehtéviin, kuten DNA:n
replikaatioon ja korjaamiseen, solunjakautumiseen, verihiutaleiden aggregoitumiseen ja
apoptoosiin eli ohjelmoituun solukuolemaan. Dinukleotidipolyfosfaatit pystyvét sitoutumaan
kahteen sditelevdn alayksikon sitoutumiskohtaan samanaikaisesti samankaltaisella tavalla
kuin yksittdinen adeniini- tai guaniininukleotidi, mutta niiden affiniteetti sitoutumiskohtaan
on erilainen. Tdmé&n vuoksi dinukleotidipolyfosfaatit pystyvit kilpailemaan mononukleotidien
kanssa sitoutumisesta séddtelevddn alayksikkdon, jonka vuoksi niilli uskotaan olevan
vaikutusta IMPDH:n rakenteen ja toiminnan séételyssé. Dinukleotidipolyfosfaatteihin liittyva
tutkimus on kuitenkin keskenerdistd ja esimerkiksi eldvdssd solussa tai organismissa

tutkimukset ovat toistaiseksi puutteellisia. (Buey ja muut 2022)

Myo6s muita mekanismeja tunnetaan IMPDH:n aktiivisuuden sédtelyssé allosteerisen sdételyn
lisdksi. Naitd muita mekanismeja entsyymin aktiivisuuden hienosdanndssa ovat esimerkiksi
erilaiset post-translationaaliset modifikaatiot entsyymin rakenteessa, kuten tiettyjen
aminohappojen fosforylointi ja vaihtoehtoisen silmukoinnin yhteydessd syntyvit hieman
toisistaan poikkeavat entsyymin rakenteet. Nimé entsyymin rakenteen poikkeavuudet eivét
suoraan  vaikuta  entsyymin aktiivisuuteen, mutta ne tekevit entsyymistd
vastustuskykyisemmén takaisinkytketylle allosteeriselle inhibitiolle. Télldin entsyymin kyky
sietdd GTP:n inhiboivaa vaikutusta voi kasvaa. Niitd muutoksia IMPDH:n rakenteessa ja
toiminnassa esiintyy erityisesti nopeasti jakautuvissa soluissa, joissa guaniininukleotidien

varastoja tulee tiydentéd, vaikka GTP:ti olisi solussa. (Buey ja muut 2022)



Proteiinien rakenteen allosteerinen sddtely ja sddtelyyn osallistuvat ligandit ovat merkittava
tutkimuskohde, minkd avulla voidaan [0ytdd uusia lddkeaineita sairauksien hoitoon.
Allosteerisia muutoksia aiheuttavat ligandit ovat hyvin selektiivisid ja ne omaavat usein
parantuneet fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, jolloin esimerkiksi sitoutumisen affiniteetti
voi olla suurempi kuin keinotekoisten ligandien. Lisdksi ndma ligandit ovat usein vihemmén
myrkyllisid kuin tdysin keinotekoiset lddkeaineet ja ne aiheuttavat myds vidhemmain
sivuvaikutuksia, koska ne eivit usein ole solulle vieraita molekyylejé. Allosteeristen ligandien,
kuten GTP:n ja ATP:n, ominaisuudet ja niiden esiintyminen osana useiden sairauksien
syntymekanismia mahdollistavat erinomaiset 1dhtokohdat uusien terapeuttisten strategioiden

kehittdmiseen. (Buey ja muut 2022)
4. IMPDH:n inhibiittorit

IMPDH:n toimintaa inhiboivat yhdisteet voidaan jakaa kolmeen eri luokkaan
sitoutumiskohdan mukaan. Inhibiittorin sitoutumiskohtana voi olla joko IMP:n tasku, NAD":n
tasku tai allosteerinen alayksikké (Shu ja Nair 2008). Sitoutumiskohdan mukaan, myos
inhibiittorien vaikutusmekanismit ovat erilaisia ja tdten erilaisten IMPDH:n toimintaa estévien

ladkekandidaattien pooli on valtava.

Suuri osa inhibiittorien tutkimuksesta on keskittynyt tyypin 2 IMPDH entsyymiin, koska se
on vallitseva muoto jakautuvissa T-soluissa ja syopasoluissa, joissa guaniininukleotidien tarve
on suuri. Haaste ladkekehitykselle on kuitenkin kohdistaa vaikutukset spesifisesti vain tiettyyn
entsyymin muotoon, silld ihmisen kahden eri tyypin IMPDH:n rakenne on hyvin
samankaltainen ja nukleotidien sitoutumiskohdat sekd muut allosteeriselle sditelylle tarkeat
alueet ovat rakenteellisesti hyvin konservoituneita. Viime aikoina tutkimus on lisdéntynyt
myds tyypin 1 entsyymié kohtaan, koska silld on havaittu olevan inhiboiva vaikutus kasvainten

angiogeneesiin eli verisuonien uusiomuodostukseen (Pan ja muut 2016). (Hedstrom 2009)

Laédkekehityksellisestd nédkokulmasta inhibiittorien sitoutumiskohtien tunteminen ja
entsyymin eri muotojen rakenteellisten eroavaisuuksien tutkimus on tirkedi, jotta voidaan
kehittdd spesifisid ja tehokkaita hoitomuotoja syOpdén, joiden sivuvaikutukset olisivat
kuitenkin véhiisid. Liséksi useissa syopéasoluissa IMPDH:n aktiivisuus voi olla moninkertaista
normaaleihin soluihin verrattaessa, jolloin entsyymin aktiivisuuden alentaminen inhibiittorien
avulla olisi tehokas tapa estdd syopésolujen jakautumista, koska GTP:té ei pystytéd tuottamaan
tehokkaasti muilla mekanismeilla (Naffouje ja muut 2019). Kirjallisuuskatsauksessa
kasiteltdvia IMPDH:n inhibiittoreita ja mahdollisia lddkekehityksen kohteita ovat
mykofenolihappo, tiatsofuriini, ribaviriini, selenatsofuriini, tiofenfuriini ja myriketiini. Edella
mainitut IMPDH:n inhibiittorit ovat tunnetuimpia syopalddkekandidaatteja, jotka on osoitettu

tehokkaiksi IMPDH:n toiminnan estdjiksi ja ne ovat paésseet kliinisiin kokeisiin saakka.



4.1 Mykofenolihapon, ribaviriinin ja tiatsofuriinin antitumoraalinen vaikutus ja solujen

jakautumisen inhibitio

Mykofenolihappo (MPA) on ensimmaéisid tunnettuja inhibiittoreita ihmisen IMPDH
entsyymille (kuva 4) ja sen antitumoraalinen vaikutus on tunnettu jo pitkdan. MPA:n estda
solujen jakautumista leukemiassa, imusolmukesyOviassd, haimasydvéssd, ei-pienisoluisessa
keuhkorauhassyovéssd (engl. non-small cell lung adenocarcinoma) ja paksusuolen syovin
solulinjoissa. MPA aiheuttaa my0s joidenkin sydpésolulinjojen erilaistumista tai ohjelmoitua
solukuolemaa esimerkiksi rintasydvéssd, eturauhassyOvéssd, ihosyOvéssd, leukemiassa ja

neuroblastoomassa. (Naffouje ja muut 2019)

MPA laskee solujen GTP pitoisuutta. GTP pitoisuuden lasku riippuu kuitenkin solutyypista ja
koehenkilosté, ja my0s suurella osalla potilaista havaittu muutos GTP:n pitoisuudessa on ollut
hyvin pieni tai sitd ei ole havaittu lainkaan (Tressler ja muut 1994). Suurin ongelma MPA:n
kiytossd syopdlddkkeend on kuitenkin sen gastrointestinaalinen toksisuus, joka rajoittaa
ladkeaineen annostelua potilaalle sekd saattaa aiheuttaa annettavan hoidon viivistymisté tai

lakkauttamista (Naffouje ja muut 2019).

MPA aiheuttaa rengasmaisien proteiiniaggregaattien muodostumista ehjissi soluissa, mitkéd
inhiboivat IMPDH:n toimintaa (kuva 4). Solun sisélle syntyneet rengasmaiset
proteiiniaggregaatit voivat purkautua reversiibelin prosessin kautta, kun soluja inkuboidaan
paljon guanosiininukleotideja sisdltdvdssd liuoksessa. Guanosiininukleotidit mahdollistavat
siis tehokkaamman GTP:n tuoton ja toisaalta ne voivat palauttaa IMPDH:n aktiivisuuden.
Aktiivisuuden palautuminen perustuu GTP:n sitoutumiseen entsyymin aktiivisen keskuksen
nukleotidien  sitoutumiskohtiin.  Nukleotidien sitoutuminen rakenteeseen edistda
tetrameeristen proteiinien jdrjestiytymisen lineaariseksi matriisiksi, joka estid MPA:n
aiheuttamaa aggregoitumista. Solunsiséinen GTP toimii siis MPA:n antagonistina, koska GTP
pystyy affiniteettinsa vuoksi sitoutumaan tehokkaasti entsyymin aktiiviseen keskukseen ja

siten estimdin rengasmaisien proteiiniaggregaattien muodostumista. (Ji ja muut 2006)
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Kuva 4. A) Virjdaytyneet IMPDH? entsyymit 786-O-soluissa eri kdsittelyjen jilkeen (0,1 % DMSO, 10
uM MPA, 100 uM guanosiini, MPA + guanosiini). Tutkimuksessa kdytetty primddrinen vasta-aine oli
kanissa tuotettu anti-IMPDH? ja sekundddrinen vasta-aine oli vuohen vasta-aine kanin vasta-ainetta
IgG AF568 vastaan. B) Mykofenolihapon (MPA) kemiallinen rakenne. Alkuperdistd kuvaa ei ole
Julkaistu. Kuvaa kdytetddn luvalla (Ryo Kamara) pohjautuen henkilokohtaiseen kommunikaatioon.

Toinen lddkekehitystd vaikeuttava tekija on MPA:n fenolinen happi, joka glukuronidoituu
helposti ja muodostaa epdaktiivisen glukuronidin, joka poistuu nopeasti kohdesolusta ja
elimistostd munuaisten kautta. Tdmdn vuoksi seerumin MPA-pitoisuus laskee nopeasti ja
vaikeuttaa MPA:n soveltamista tehokkaana syopélddkkeend (Naffouje ja muut 2019). Useilla
syopdsoluilla on havaittu normaalia suurempi kyky glukuronidaatioon (Hedstrom 2009).
MPA:n fenolisen hapen glukuronidaatiota on pyritty estiméidn lisddmalld sithen erilaisia
substituentteja ja muita kemiallisia modifikaatioita, mutta ndmi muutokset MPA:n
rakenteessa ovat vain heikenténeet voimakkaasti MPA:n IMPDH:ta inhiboivaa vaikutusta.
MPA:n on havaittu olevan jopa 4,8 kertaa selektiivisempi tyypin 2 entsyymille, joka on
vallitseva muoto sydpésoluissa. (Carr ja muut 1993; Naffouje ja muut 2019; Shu ja Nair 2008)

MPA:n inhibition mekanismia on tutkittu paljon hyddyntden  esimerkiksi
molekyylimallinnusta. MPA sitoutuu E-XMP* vilituotteeseen muodostaen E-XMP**MPA
kompleksin, jossa MPA kasautuu puriinirengasta vasten samalla tavalla kuin NAD":an
nikotiiniamidirengas (Sintchak ja muut 1996). E-XMP*«MPA kompleksin muodostuminen
tekee MPA:sta ei-kilpailevan reversiibelin inhibiittorin sekd IMP:lle ettda NAD":lle (Hupe ja
muut 1986), ja MPA:n inhiboiva vaikutus kasvaa ldhtdaineiden kertyessd soluun. MPA:n
inhibition mekanismi on toimiessaan hyvin voimakas ja selektiivinen. MPA:n affiniteetti on
kuitenkin ladkinnéllisiin tarkoituksiin puutteellinen, silld MPA:n vaikuttavan pitoisuuden

tulisi olla pienempi. (Hedstrom 2009)



Ribaviriini (1-B-D-ribofuranosyyli-1,2,4-triatsoli-3-karboksamidi) on guanosiininukleotidin
rakenteellinen analogi, joka fosforyloidaan solun sisdllda aktiiviseksi ribaviriini-5-
monofosfaatiksi (kuva 5) (Streeter ja muut 1973). Ribaviriini-5-monofosfaatti inhiboi
IMPDH:n puriininukleotidien biosynteesin ensimmadistd vaihetta, jossa XMP muutetaan
IMP:ksi, indusoiden antitumoraalisia vaikutuksia. Ribaviriini vaikutusmekanismia ei tdysin
tunneta, mutta ilmeisesti ribaviriini tunnistetaan solussa IMP:n tai GMP:n prekursoriksi,
estden IMPDH:n katalysoiman biosynteesin ensimmdiisen vaiheen etenemisen (Streeter ja
muut 1973). Ribaviriinin on havaittu myos kiihdyttdvén joidenkin solusyklin kannalta
tarkeiden proteiinien fosforylaatiota, pysayttdvdn solusyklid ja lisddvdn sekd endo- ettd
eksogeenisen apoptoosin aktivoitumista (Ochiai ja muut 2018). Ribaviriini vaikuttaa myds
inhiboimalla erityistd eukaryoottista translaation aloitustekijii ja histonimetyylitransferaasia,
mitkd saavat aikaan antitumoraalisia vaikutuksia useimmissa sydpakudoksissa. (Naffouje ja

muut 2019)
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Kuva 5. Ribaviriinin (1-f-D-ribofuranosyyli-1,2,4-triatsoli-3-karboksamidi) kemiallinen rakenne.

Tiatsofuriini (kuva 6) on rakenteellisesti hyvin samankaltainen kuin ribaviriini ja silld on
inhiboiva vaikutus useisiin ihmisen sydpésolulinjoihin, kuten paksusuolensyOpain,
melanoomaan, rintasyOpddn ja munasarjasyOpddn. Tiatsofuriini aiheuttaa puutetta
guaniininukleotideista inhiboiden IMPDH:n katalysoimaa biosynteesid ja siten estdi solujen

jakautumista. (Naffouje ja muut 2019)

Tiatsofuriini vaatii metabolisen muuntumisen solun sisélla aktiiviseksi metaboliitiksi tiatsoli-
4-karboksamidiadeniinidinukleotidiksi (engl. thiazole-4-carboxamide adenine dinucleotide,
TAD), joka tapahtuu kahdessa perdkkaisessa vaiheessa. Ensimmaisessd vaiheessa tiatsofuriini
muutetaan tiatsofuriini-5'-monofosfaatiksi adenosiinikinaasin katalysoimassa reaktiossa.
Toisessa vaiheessa tiatsofuriini-5’-monofosfaatti muutetaan aktiiviseksi metaboliitiksi tiatsoli-
4-karboksamidiadeniinidinukleotidiksi  nikotiiniamidimononukleotidiadenyylitransferaasin
(engl. micotinamide mononucleotide adenylyltransferase, NMNAT) katalysoimassa

reaktiossa.



Rakenteeltaan TAD on NAD":n rakenteellinen analogi, jossa nikotiiniamidi on korvattu
tiatsoli-4-karboksamidilla (kuva 6). TAD jéiljittelee NAD":aa sekd rakenteellisesti ettd
toiminnallisesti sitoutuen NAD":n sitoutumiskohtaan IMPDH:n katalyyttisessd keskuksessa
toimien ei-kilpailevana inhibiittorina. Ladkekehityksen ndkokulmasta TAD:in hyvin
samanlainen rakenne NAD":n kanssa on haaste, silld ihmiselld on paljon muitakin NAD-
riippuvaisia entsyymejd, joiden toimintaa TAD voi héiritd. TAD on my6s metabolisesti hyvin

epastabiili ja hajoaa nikotiiniamidimononukleotidiadenyylitransferaasin vaikutuksesta.

S OH
HzNW/[/ 0
N
O
HO OH

Tiatsofuriini

HoN
)—/\S _N_ NH,
o N= r —
0] o N Q N
2 9 N—7
HO 0-P-0-P-0 o
OH OH OH HO

Tiatsoli-4- karboksamidi

adeniinidinukleotidi (TAD)
=
NH

N
NN . fﬁ ’
0 N
N
0 e 9 N—
HO 0—P-0-P-0 "
OH O OH Ho

o}

Nikotiiniamidiadeniinidinukleotidin
(NAD)

Kuva 6. Ribaviriinin, tiatsoli-4-karboksamidiadeniinidinukleotidin (TAD) ja nikotiiniamidiadeniinidinukleotidin
(NAD) kemiallinen rakenne.

Tiatsofuriini on osoittautunut potentiaaliseksi syOpalddkkeeksi, mutta sen menestymista
kliinisissd kokeissa on rajoittanut sen Iyhyt vaikutusaika ja osa haitallisista sivuvaikutuksista,
kuten neurotoksisuus ja pleuroperikardiitti (Naffouje ja muut 2019). Lisdksi joidenkin
syopasolulinjojen on havaittu kehittdvan resistenssid tiatsofuriinia kohtaan, jos ladkeainetta on
annettu kasvavia annoksia yli kolmen kuukauden ajan (Jayaram 1985). Resistenssin
kehittymistd edistdd tiatsofuriinin epéspesifisyys ja huono affiniteetti. Resistenssin
kehittyminen sydpésoluja vastaan on haitallista lddkeaineen vaikuttavuuden kannalta.
Resistenssin kehittyminen saattaa olla seurausta tiatsofuriinin omasta metaboliasta solun
sisélld, jossa se muutetaan TAD:ksi. Jokaisella resistenssin kehittdneelld solulla havaittiin
muun muassa NAD-pyrofosfataasin méarén pieneneminen. Puolestaan TADaasin aktiivisuus

oli noussut joissakin resistenssin kehittidneissa kasvainsoluissa (Jayaram ja muut 1993).



4.3 Muita ladkekandidaateiksi soveltuvia IMPDH:n inhibiittoreita

Tiatsofuriinin ei toivotut ominaisuudet ovat edistdneet korvaavien lddkeaineiden tutkimusta,
missd yhdistyisi sekd tiatsofuriinin rakenne, ettd vaikuttavan aineen toiminta NAD':n
rakenteellisena analogina. Ndmé inhibiittorit ovat piédasiassa uusia ja vasta pre-kliinisessd
tutkimuksessa, jotka ovat osoittaneet, ettdi useimmilla niistd inhibiittoreista on havaittu
syopasolujen jakautumista estdvid vaikutuksia sekd antitumoraalisia vaikutuksia.
Kirjallisuuskatsauksessa esiteltdvid tiatsofuriinista johdettuja IMPDH:n inhibiittoreita ovat

selenatsofuriini ja tiofenfuriini.

Ensimmadisié tiatsofuriinista johdettuja IMPDH:n inhibiittoreita on selenatsofuriini (2--D-
ribofuranosyyliselenatsoli4-karboksamidi) (kuva 7), joka on tiatsofuriinin seleenianalogi ja
muuttuu  solun  sisdlld  metaboliaprosessien  kautta  aktiiviseksi  selenatsoli-4-
karboksamidiadeniinidinukleotidiksi (engl. selenazole-4-carboxamide adenine dinucleotide,
SAD) NMNAT entsyymin katalysoimassa reaktiossa (Streeter ja Robins 1983). Solussa SAD
toimii NAD":n rakenteellisena analogina inhiboiden IMPDH:n toimintaa estien NAD":n
kiinnittymisen entsyymin katalyyttiseen alayksikkoon (Streeter ja Robins 1983).
Selenatsofuriinin on havaittu in vitro tutkimuksissa olevan potentiaalisempi syopdlaéke kuin
tiatsofuriini (Streeter ja Robins 1983). Liséksi selenatsofuriinilla on havaittu laaja

antiviraalinen vaikutus ja se toimii synergisesti ribaviriinin kanssa. (Naffouje ja muut 2019)

Toinen tiatsofuriinin analogi on tiofenfuriini (5-B-D-ribofuranosyylitiofeeni-3-karboksamidi)
(kuva 7), joka muuttuu solun sisélld metaboliaprosessien kautta aktiiviseksi tiofeeni-3-
karboksamidiadeniinidinukleotidikiksi (engl. thiophene-3-carboxamide adenine dinucleotide,
TFAD). TFAD on NAD":n rakenteellinen analogi, joka inhiboi IMPDH:n toimintaa. Pre-
kliinisen vaiheen in vitro tutkimukset ovat osoittaneet, ettd tiofenfuriinilla on sytotoksisia
vaikutuksia useisiin sydpdsolulinjoihin yhtd suurilla pitoisuuksilla kuin tiatsofuriinilla.

(Naffouje ja muut 2019)

Uudenlainen IMPDH:n inhibiittori on VX-944 (kuva 7) on hyvin selektiivinen ja ei-kilpaileva
inhibiittori ihmisen IMPDH:n molemmille tyypeille (Ishitsuka ja muut 2005). VX-944 indusoi
kaspaasi riippumatonta apoptoosia, joka johtaa solujen elinkyvyn heikkenemiseen (Ishitsuka
ja muut 2005). VX-944 on aktiivinen tullessaan soluun eiké se siten tarvitse solunsisdistad
aktivaatiota. Témén uskotaan estdvidn syOpdsolujen resistenssin kehittymistd lddkeainetta
kohtaan, jolloin lddkeainetta voitaisiin kdyttdd yhtdjaksoisesti pitkidkin aikoja. Lisdksi VX-
944 ei ole nukleotidianalogi, joten se ei vuorovaikuta DNA:n tai RNA:n kanssa. VX-944:n
uskotaan toimivan synergisesti muiden syopalddkkeiden kanssa, jotka aktivoivat kaspaasi
riippuvaista apoptoosia, mutta tutkimus on vield keskenerdista eika tarkempaa mekanismia ole

selvitetty (Ishitsuka ja muut 2005).



Prekliinisissd tutkimuksissa VX-944:n on havaittu olevan vaikuttavampi lddkeaine
syovanhoidossa kuin MPA:n, silli VX-944 on estinyt solujen kasvua tehokkaammin.
Esimerkiksi akuutin myeloidisen leukemian hoidossa hiirimalleilla VX-944 oli noin 3-40
kertaa tehokkaampi kuin MPA ja VX-944 hoidon jdlkeen hiirien eloonjddminen oli
todennékoisempdd kuin niilld, jotka olivat hoidettu télld hetkelld kéytossd olevilla
syopaladkkeilld. Lisdksi VX-944:n on havaittu estdvdn moninkertaisesti myelooman,
paksusuolensydvédn, rintasyovan, keuhkosyOvian, haimasydvin, eturauhassydvian ja

melanooman solulinjojen. (Naffouje ja muut 2019)

Faasin I kliinisissd tutkimuksissa terveet koehenkilot ovat kestéineet VX-944 ladkkeen
vaikutuksia hyvin. Myohemmin ladkettd on testattu koehenkiloill4, joilla oli pitkélle edennyt
hematologinen syOpd. Koehenkilot kestiviat lddkkeen vaikutuksia hyvin eikd vakavia
sivuvaikutuksia ilmentynyt ja joillakin potilailla havaittiin taudin pysyminen vakaana kahden
kuukauden ajan. Kliinisissd kokeissa havaittiin GTP-pitoisuuden ja IMPDH:n aktiivisuuden
aleneminen solussa ja tulokset korreloivat hyvin kliinisen vasteen kanssa. Tutkimukset VX-
944 suhteen keskeytettiin heti faasin II kokeiden alkamisen jélkeen eiké keskeytyksen syy ole
yleisesti tiedossa. (Naffouje ja muut 2019)
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Kuva 7. Tiofenfuriinin, selenatsofuriinin ja VX-944 inhibiittorien kemialliset rakenteet.



Myos flavonoideja on tutkittu IMPDH:n inhibiittoreina. Myriketiini (3,5,7-trihydroksi-
2(3,4,5-trihydroksifenyyli)4-kromenoni) on muun muassa marjoissa, teessé ja vihanneksissa
esiintyva flavonoidi. Myriketiinin on havaittu pysdyttdvan solusyklid ja aiheuttavan
apoptoosia lukuisten mekanismien vilitykselld, kuten estdmélld tuumorigeenisten kinaasien
toimintaa (Naffouje ja muut 2019). Tuumorigeenisten kinaasien toiminnan estimisen on
havaittu lisddvin mitokondrioiden sisdisid apoptoottisia reittejd, reaktiivisia happilajeja ja
IMPDH:n toiminnan inhibitiota. Myriketiinid sydpélddkkeend on tutkittu erityisesti
leukemiassa ja silld on havaittu olevan inhiboiva vaikutus K562-solulinjaan (Pan ja muut
2016). Lisdksi myriketiinin on havaittu olevan sytotoksinen useille muille ihmisen
syopasolulinjoille, joita esiintyy esimerkiksi paksusuolensydvissd, munasarjasyOvassa,
eturauhassyOvissd, rintasyOovassd ja Kkilpirauhassyovissd (Naffouje ja muut 2019).

Myriketiinin vaikutukset eri sydpasolulinjoille tapahtuvat eri mekanismien vélityksella.

Edelld esiteltyjen tyypin 1 ja 2 IMPDH inhibiittoreiden lisdksi tiedetdén lukuisia muita
IMPDH:n inhibiittoreita, jotka voisivat olla potentiaalisia syopalddkekehityksen kannalta.
Esimerkiksi monilla diterpeeniestereilld on havaittu syopasolujen jakautumista estivid ja
sytotoksisia vaikutuksia (Naffouje ja muut 2019). Vaikka IMPDH:n inhibiittorit ovat olleet
monilta ominaisuuksiltaan lupaavia syopaldadkkeitd, ei niitd kéytetd lddkeaineina syovin
hoidossa. Suurimpia ongelmia néilld syopdlddkkeilld on ollut haitalliset sivuvaikutukset
suurilla annoksilla, vaihtelevat vasteet potilaissa ja resistenssin kehittyminen, jos

ladkeannoksia tulee antaa useita kertoja perdkkain. (Naffouje ja muut 2019).
4. Johtopiatokset

IMPDH on hyvin tirkeéd entsyymi sydpasolujen energiametaboliassa, silld se katalysoi puriini
nukleotidien biosynteesin ensimmdisen vaiheen, jossa IMP muuttuu oksidatiivisessa
reaktiossa XMP:ksi NAD":n pelkistyessd NADH:ksi. Solussa IMPDH:n toimintaa saételevét
allosteerisesti energiamolekyylit, kuten ATP ja GTP, jotka saavat aikaan entsyymin
multimerisoitumista. Tyypin 1 entsyymilli multimerisoituminen ajaa entsyymin téysin
inaktiiviseen tilaan, mutta tyypin 2 entsyymi pystyy sietdimddn multimerisoitumisen
vaikutuksia paremmin. Entsyymin toimintaa ja rakennetta sditelevit my0s monet muut
yhdisteet, kuten NAD" ja IMP, jotka vaikuttavat entsyymin aktiivisuuteen joko kiithdyttimalld
tai hidastamalla nukleotidibiosynteesid. Allosteerisia sddtelytekijoitd on tutkittu paljon
syopdhoidollisina lddkekandidaatteina ja niiden on osoitettu estdvin syOpdsolujen

jakautumista ja edistdvén apoptoosia.



IMPDH:n toimintaa inhiboivia yhdisteitd on tutkittu potentiaalisina lddkekandidaatteina
syovian hoidossa. Monia tehokkaita inhibiittoreita on onnistuttu kehittimiin, kuten
mykofenolihappo, tiatsofuriini ja VX-944, joiden on havaittu estdvdn syOpésolujen
jakautumista, edistdvidn apoptoosia ja laskevan solun GTP varastoja. GTP pitoisuuden
aleneminen solussa tehostaa IMPDH:n toimintaa inhiboivien lddkeaineiden vaikutusta, koska
GTP toimii usein niiden antagonistina. GTP toimii my0s térkedn energiamolekyylin, ATP:n,
prekursorina eli GTP:n pitoisuuden romahtaminen solussa héiritsee myos ATP:n synteesid

edellyttden, ettd GTP:n pitoisuus saadaan hyvin pieneksi solussa.

IThmisen IMPDH:n molempien muotojen rakenteen ja toiminnan vélisen yhteyden tutkimusta
tulee jatkaa tulevaisuudessa, jotta allosteerisen sddtelyn ja inhibition monimutkaiset
mekanismit opitaan ymmartimadin paremmin. Esimerkiksi syOpdsolujen kehittdmin
resistenssin syntymekanismi IMPDH:n toimintaa inhiboivia ladkeaineita kohtaan on hyvin
puutteellisesti  tutkittu sekd uudempien IMPDH:ta inhiboivien lddkeaineiden
vaikutusmekanismit tulisi selvittdd tarkemmin. Myds eri  syopaladkkeiden kaytto
samanaikaisesti ja niiden mahdolliset synergiset vaikutukset vaativat lisdtutkimusta, silld

talldin potilaan hoitovaste voisi olla parempi kuin kéytettdessd vain yhti lddkeainetta.

Tulevaisuudessa my0s entsyymin toimintaa inhiboivien yhteisteiden rakenteiden
muokkaamisen merkitys korostuu, jotta lddkeaineista voidaan tehdd yhid spesifisempid
kohteelleen. Laédkkeiden spesifisyyden kasvaessa, myods resistenssin kehittymisen
todennékdisyys alenee. Toinen tirked tavoite lddkeaineiden rakenteen muokkauksella olisi
saada niistd vihemmaén toksisia ihmiselle, silld nyt monen IMPDH:n toimintaa inhiboivan
syopaladkkeen kayttdd ja tutkimusta rajoittaa ladkkeen toksisuus ihmiselle ja sen aiheuttamat
haitalliset sivuvaikutukset. Myos muiden kayttod rajoittavien epakohtien tutkimus korostuu

tulevaisuudessa.

Ladkeaineiden rakenteen muokkauksessa voidaan hyodyntdd jo tehokkaiksi todistettuja
inhibiittoreita tai aivan uusia molekyyleja. Télld hetkelld tutkimus on keskittynyt nukleotidien
sitoutumiskohtiin ja muihin tirkeisiin alueisiin allosteerisen sédtelyn kannalta.
Tulevaisuudessa saattavat korostua myos uudet entsyymin rakenteelliset alueet, joita aiemmin
ei ole tutkittu IMPDH:n aktiivisuusmuutoksiin liittyen. Aikaisemmin on tutkittu 1dhinni vain
tyypin 2 entsyymid potentiaalisena lddkekehityksen kohteena, mutta tulevaisuudessa tyypin 1

tutkimuksen merkitys tulee varmasti yha tarkedammaksi syopatutkimuksen edistyessa.
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