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Tiivistelma — Referat

Katekoli-O-metyylitransferaasin - (COMT) katalysoima metylaatio kuluu Faasi I
metaboliareaktioihin eli konjugaatioreaktioihin. COMT katalysoi metyyliryhmén siirtymistd
koentsyymi S-adenosyyli-L-metioniinilti (AdoMet) yhteen katekolin hydroksyyliryhmaén.
Reaktioon vaaditaan Mg®" -ioneja ja tuotteena syntyy O-metyloitu katekoli sekd S-adenosyyli-
L-homokysteiini. COMT-entsyymid loytyy eldimisti, kasveista ja prokaryooteista.
Nisdkkaissd suurimmat COMT-aktiivisuudet on l6ydetty maksasta ja munuaisista, mutta
entsyymi on yleinen kaikissa nisikka4n kudoksissa. COMT:a on olemassa kahta eri muotoa
eli liukoinen (S-COMT) ja solulimakalvostoon sitoutunut muoto (MB-COMT). MB-
COMT:lla ja S-COMT:lla on sama sekvenssijérjestys ja oletetaan, ettd avaruusrakenne
aktilvisessa kohdassa on sama. Muodot erottaa MB-COMT:n aminopiissi sijaitseva
pidennys, jolla entsyymi ankkuroituu solulimakalvostoon. Loytyy todisteita, ettdi MB-COMT
on vallitseva muoto neurotransmittereiden metyloinnissa fysiologisilla pitoisuuksilla ihmisen
aivoissa ja mahdollisesti muissakin kudoksissa. Liiketicteessi COMT-inhibiittoreita
(entakaponi ja tolkaponi) kdytetdin Parkinsonin taudin hoidossa.

Erikoisty6ssd ~ ihmisen  geeniteknisesti  tuotettua  katekoli-O-metyylitransferaasin
solulimakalvostoon  sitoutunutta  muotoa, MB-COMT:a, kiyttden  maritettiin
entsyymikineettiset parametrit (Ve ja Kp) tietylle katekolivalikoimalle. Katekolivalikoima
sisélsi fysiologisesti tirkeitd neurotransmittereits, katekolirakenteisia lddkeaineita sekd
katekoliyhdisteits, jotka sisélsivdt steerisilti ja elektronisilta ominaisuuksiltaan erilaisia
substituentteja. Inkuboinnissa (+ 37 ©°C) inkubaatioaika, entsyymikonsentraatio seki
kofaktorin AdoMetin konsentraatio pidettiin vakioina ja substraatin alkukonsentraatioita
muuteltiin. Muodostuneet metylaatiotuotteet erotettiin HPLC-menetelmailld, C-18-
kolonnissa, kun ajoliuoksena oli fosfaatti/sitraatti-puskurin pH 3,2 ja metanolin seos. Osalle
metylaatiotuotteista  ajoliuvokseen lisdttin myés 1-oktaanisulfonihappoa ioniparin
muodostamisen vuoksi. Metylaatiotuotteiden kvantitoinnissa kaytettiin hyviksi AdoMetin
metyyliryhmissi olevaa *C-leimaa, joka siirtyi reaktiossa katekolille, ja jonka pitoisuus
médritettiin radioaktiivisuus-detektorilla. Detektorin mittausyksikkona kéytettiin joko
tuikenestekennoa tai CaF,-kidekennoa tutkittavan yhdisteen mukaan. Muodostuneen tuotteen
konsentraatio laskettiin AdoMetin konsentraation avulla, kun tuotteen piikin pinta-alaa
verrattiin reagoimattoman AdoMetin piikin pinta-alaan. Saaduista tuotekonsentraatioista
laskettiin edelleen reaktio-nopeudet, jotka sovitettiin Michaelis-Menten yhtdléon. Néiin
saatujen entsyymikineettisten parametrien avulla katekolien ominaisuuksia MB-COMT:n
substraatteina verrattiin keskendin ja suhteessa liukoiseen COMT:iin (S-COMT), jolle
entsyymikineettiset parametrit oli jo aiemmin miritetty samalla katekolivalikoimalla.
Tuloksista on nihtivissd, ettd substraatin elektroneja puoleensa vetivd ominaisuus,
hydrofobisuus seki jaykka litted rakenne lisadvit affiniteettia entsyymiin. Erikoistyon tuloksia
voidaan hyddynta4 katekolien konjugoitumista ennustavien mallien laatimisessa.
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Muita tietoja
Erikoisty6 kuuluu osana EU-rahoitteeseen projektiin “Developement and prevalidation of
predictive models for catechol drug conjugation and their evaluation for rational drug design”




