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IVADAS

Karboanhidrazés yra visose gyvosios gamtos karalystése paplit¢ fermentai,
katalizuojantys gyvybiskai svarbius virsmus tarp anglies dioksido ir bikarbonato. Siuo metu
zinduoliuose aptikta 16 karboanhidraziy izoformy, kurios tarpusavyje skiriasi aktyvumu, lasteline
lokalizacija, pasiskirstymu audiniuose ir spéjama ar nustatyta funkcija. Nustatyta, kad
karboanhidraziy veikla susijusi su kai kuriomis ligomis, tokiomis kaip glaukoma, vézys, nervy
sistemos ligos ir kt. 1940 m., pastebéjus sulfonamidiniy junginiu slopiklini poveiki
karboanhidrazéms, pradéti kurti sulfonamidiniai vaistai su padidéjusiu karboanhidraziy aktyvumu
susijusiy ligy gydymui, taciau nauji, efektyvesni, atrankesni vaistiniai junginiai, pasizymintys
mazesniu pasaliniu poveikiu kuriami iki dabar.

Iki Siol dauguma potencialiy vaistiniy junginiy atrasta atsitiktinés paieskos biidu, tikrinant
didziules ivairiy junginiy bibliotekas, nes $iuo metu racionalus vaistiniy junginiy kirimas
kompiuterinio modeliavimo metodais, t.y. aukS§to giminingumo junginio sumodeliavimas pagal
baltymo — taikinio aktyviojo centro struktiira, praktiSkai yra nepasiekiamas dél triju esminiy
priezas¢iy: 1) néra pakankamy kompiuteriniy resursy, 2) néra pakankamos skiriamosios gebos
stuktiiriniy duomeny, 3) neZinoma, kaip vieni ar kiti ligando struktiiriniai elementai itakoja

......

darbu, analizuojant karboanhidraziy — sulfonamidiniy junginiy saveikos termodinamika.

Darbo tikslas: jvertinti karboanhidrazés — sulfonamidiniy ligandy jungimosi metu
vykstanciy susijusiy reakcijy indeli stebimajai entalpijai ir palyginti skirtingy karboanhidrazés

izofermenty — sulfonamidiniy ligandy jungimosi termodinaminius parametrus.

Darbo uZdaviniai:

- nustatyti tiriamy sulfonamidiniy karboanhidrazés slopikliy sulfonamidinés grupés
protonizacijos entalpijas ir pK, reikSmes;

- nustatyti hidroksido jono, esancio jaucio II karboanhidrazés aktyviajame centre, bei
koordinuoto su Zn®* jonu, protonizacijos pK, bei entalpija izoterminio titravimo

kalorimetrijos metodu;



tvertinti karboanhidraziy — sulfonamidiniy ligandy jungimosi ,,tikraja“ entalpija;
klonuoti, ekspresuoti bakterijose ir iSgryninti zmogaus XIV karboanhidrazés aktyviojo
centro domenga atitinkantj baltyma;

palyginti jaucio II, Zzmogaus I ir XIV karboanhidraziy jungimosi su sulfonamidiniais

slopikliais termodinamines charakteristikas.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Karboanhidrazés

1.1.1. Bendra karboanhidraziy charakteristika

Karboanhidrazés (CA) (EC 4.2.1.1) yra cinko metalofermentai, katalizuojantys griZtama
anglies dioksido hidratacijos reakcija:

CO,+H,0 <> HCO;, +H" (1)

CO; hidratacijos reakcija yra esminé kvépavimui ir CO; pernasai tarp audiniy ir i§skyrimo
viety, elektrolity sekrecijai daugelyje audiniy ir organy, pH reguliacijai ir palaikymui, CO,
fiksacijai (dumbliuose ir zaliuosiuose augaluose), kai kuriuose metaboliniuose biosintetiniuose
keliuose, tokiuose kaip gliukoneogenezé, lipogeneze, ureageneze, kauly rezorbceija, kalcifikacija,
augliy formavimasis (zinduoliuose) ir kt. (Esbaugh and Tufts, 2006; Pastorekova et al., 2004;
Supuran et al., 2003; Winum et al., 2006).

Karboanhidrazés yra koduojamos trijy nepriklausomai evoliucijos eigoje iSsivysciusiy bei
neturin¢iy rySkaus seky panasumo karboanhidraziy geny Seimy (a-CA, B-CA ir y-CA) (Hewett-
Emmett and Tashian, 1996). IS juy tik a-CA randamos gyvinuose. B-CA ir y-CA aptiktos
prokariotuose, dumbliuose ir augaluose. a-karboanhidraziy Seimos genai koduoja ir aktyvias
karboanhidraziy izoformas, ir katalitinio aktyvumo neturin¢ias (Liljas and Laurberg, 2000;
Pastorekova et al., 2004).

a-karboanhidrazéms budinga pasiskirstymo audiniuose jvairové ir skirtinga spéjama ar
nustatyta biologiné funkcija. Kai kurios karboanhidrazés ekspresuojamos beveik visuose
audiniuose (pvz., CA II), kity ekspresija labiau savita (pvz., CA VI ekspresuojama seiliy
liaukose). Nors a-karboanhidrazés daugiausia aptinkamos gyvinuose, bet taip pat rastos ir
bakterijose bei dumbliuose (Merlin et al., 2003; Moroney et al., 2001; Pastorekova et al., 2004).

Be fiziologinés reakcijos — griztamos CO, hidratacijos reakcijos, karboanhidrazés
katalizuoja daug kity reakcijy, tokiu kaip: cianato hidratacijos reakcija i karbamo riigsti (2), arba
cianamido — 1 karbamida (3), aldehidy hidratacija i gem-diolius (4), karboksiliniy (5) ar
sulfaniliniy (6) esteriy hidrolize, taip pat kiti maziau istirti hidrolitiniai procesai (7) — (9) (lentelé



1.1). Iki Siol neaisku, ar karboanhidrazés katalizuojamos reakcijos, iSskyrus CO, hidratacijos

reakcija, turi fiziologing reik§me (Supuran and Scozzafava, 2001).

1.1 lentelé. a-karboanhidraziy katalizuojamos reakcijos (Supuran and Scozzafava, 2001).

O=C=NH +H,0 <> H,NCOOH 2)
HN =C = NH + H,0 <> H,NCONH, (3)
RCHO+ H,0 <> RCH(OH ), (4)
RCOOAr + H,0 <> RCOOH + ArOH (5)
RSO, Ar + H,0 <> RSO,H + ArOH (6)
ArF + H,0O <> HF + ArOH Ar = 2,4 —dinitrofenil (7)
PhCH,0COCI + H,0 <> PhCH,OH + CO, + HCI (8)
RSO,Cl + H,0 <> RSO,H + HCI R = Me; Ph 9)

1.1.2. o-karboanhidraziy Seima

Zinduoliuose §iuo metu yra identifikuota 16 (Zmoguje ir impanzése 15) a-CA arba { a-
CA panasiy baltymu (CARP (angl. carbonic anhydrase related proteins)). Jie gali buti skirstomi
1 penkias grupes: citozoliniai CA (CA I, CA II, CA III, CA VII ir CA XIII), mitochondriniai CA
(CA VA ir CA VB), sekretuojami CA (CA VII), su membrana susij¢ CA (CA IV, CA IX, CA
XII, CA XTIV ir CA XV), ir i CA panasis baltymai (CARP VIII, CARP X ir CARP XI) (pav. 1.1)
(Esbaugh and Tufts, 2006; Supuran et al., 2003).
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cAXII
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CAIV
, CARPX
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1.1 pav. Zmogaus karboanhidraziy seky giminingumo filogenetinis medis, pagal
(Fujikawa-Adachi et al., 1999). Medis sudarytas taikant globaliy palyginiy sudarymo programa
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Skirtingos lastelinés lokalizacijos baltymai pazymeéti
skirtingomis spalvomis: citozoliniai — zalia, membraniniai — raudona, mitochondriniai — mélyna,
sekretuojama — oranzine. Violetine spalva pazyméti CARP.



http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

CA 1 yra gerai charakterizuotas citoplazminis izofermentas, kuriam biidingas Zemas
katalitinis aktyvumas. Tai vienas 1§ gausiausiy karboanhidraziy izofermenty zinduoliy
eritrocituose. [domu tai, kad jis neekspresuojamas kai kuriose atrajojanciy ar katiniy rasyse,
taCiau nepastebéta jokiy hematologiniy sutrikimy dél Sios mutacijos, todel CA I fiziologinis
vaidmuo nevisiskai aiskus (Kivela et al., 2005).

CA 1I yra labiausiai paplitgs karboanhidraziy Seimos atstovas, aptinkamas praktiskai
visuose zmogaus audiniuose ar organuose. Sis izofermentas yra citoplazminis, fiziologinémis
salygomis turi auksta katalitini aktyvuma (1.3—1.9><106/s), ir yra vienas i§ efektyviausiy Zinomy
fermenty (Carlsson and Jonsson, 2000; Thoms, 2002).

CA III yra hormonais reguliuojamas, itin zema katalitini aktyvuma (tik mazdaug ~ 1 %
CA 1II aktyvumo) turintis karboanhidrazés izofermentas. Turi Zzema gimininguma
sulfonamidiniams junginiams. Nustatyta, kad jis saugo lastel¢ nuo vandenilio peroksido
sukeliamos apoptozés ir skatina lastelés proliferacija, tuo tarpu CA II tokio veikimo nepastebéta.
Manoma, kad CA III gali saugoti nuo oksidaciniy pazaidy, o zemesnis laisvyjy radikaly lygis
lastelése, ekspresuojanciose CA III, gali veikti augimo signalo perdavimo kelius (Eriksson and
Liljas, 1993; Tu et al., 1998).

CA 1V pirmas atrastas i§ keturiy zmogaus organizme nustatyty karboanhidrazés
izofermenty, susijusiy su membrana. CA IV turi glikozilfosfatidilinozitolini inkara, kuriuo yra

pritvirtintas lastelés plazminés membranos iSorinéje puséje (pav. 1.2) (Kivela et al., 2005).

f’”“\ P
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1.2 pav. Membraniniy karboanhidrazés izoformy topografija. CA — karboanhidrazés
domenas, GP — glikozilfosfatidilinozitolinis inkaras, TM — transmembranin¢ dalis, CT —
citoplazmoje esantis baltymo C-galas, PG — proteoglikaninis domenas. Pagal (Hilvo et al., 2005;
Kivela et al., 2005)



CA VA ir CA VB yra zema katalitini aktyvuma turintys karboanhidrazés izofermentai,
esantys mitochondriju uzpilde. CA VA ekspresuojamas kepenyse ir griauciy raumenyse, o CA
VB — smegenyse, Sirdyje, kepenyse, plau€iuose, inkstuose, bluznyje, Zarnyne, se¢klidése, skeleto
raumenyse ir kasoje. CA VA dalyvauja ureagenez¢je ir gliukoneogenezéje, o CA VB svarbus
insulino sekrecijos reguliavimui kasoje (Franchi et al., 2003).

CA VI yra iki $iol vienintelé zinoma sekretuojama karboanhidraziy Seimos izoforma. Jos
katalitinis domenas yra labiausiai homologiSkas membraninéms karboanhidraziy izoformoms.
Aptinkama seiliy liaukose, aSary liaukose, kasoje, pieno liaukose ir piene. CA VI budinga tai, kad
Sio baltymo koncentracija kinta cirkadiniu ritmu — labai Zzema nakties metu, ir gerokai aukstesné
diena, ypac ka tik pabudus (Kivela et al., 1999).

CA VII yra citoplazminis izofermentas, turintis auksta katalitini aktyvuma (~70 % CA 11
aktyvumo). Tai yra labiausiai konservatyvus zinduoliy karboanhidraziy izofermentas — pvz.,
zmogaus ir pelés CA VII baltymy seky panasumas siekia ~95 %. Sio izofermento paplitimas
audiniuose dar silpnai iStirtas, bet jo mRNR aptikta seiliy liaukose, ziurkiy ir peliy plauciuose,
peliy smegeny neuronuose (Lakkis et al., 1997; Vullo et al., 2005).

CA IX pirmiausia aptikta kaip naujas augliy antigenas kai kuriose Zmogaus karcinomose
ir normalioje skrandzio gleivingje. Subrendusi CA IX molekulé turi | proteoglikana panaSy
domena, CA domena, transmembraninj segmenta ir trumpa vidulasteling ,,uodega‘“ (pav. 1.2). CA
IX siejama su onkogeneze, per didel¢ jos ekspresija pastebéta piktybiniy augliy lastelése
(Leppilampi et al., 2003; Zavadova and Zavada, 2005).

Kitas transmembraninis karboanhidraziy izofermentas yra CA XII. Turi 30-40% sekos
identiSkuma su kitomis CA. Aktyvusis centras, kaip ir kity su membrana susijusiy
karboanhidraziy, yra lastelés iSor¢je (pav. 1.2) (Ulmasov et al., 2000; Whittington et al., 2001).

CA XIII yra dar vienas citozolinis karboanhidraziy izofermentas. Jam budingas Zemas
katalitinis aktyvumas. Aptinkamas kai kuriuose virSkinamojo trakto organuose (Kummola et al.,
2005; Lehtonen et al., 2004).

CA XIV yra paskutinis atrastas (1999 m.) zmogaus karboanhidraziy izofermentas. Turi
N-galing signaling seka, CA domena, transmembranini domena ir trumpa vidulasteling ,,uodega™.
Nustatyta, kad CA /4 genas yra zmogaus pirmosios chromosomos ilgajame petyje, 1q21 padétyje

(Fujikawa-Adachi et al., 1999; Mori et al., 1999). CA XIV ekspresija nustatyta zmogaus Sirdyje,
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smegenyse, kepenyse ir skeleto raumenyse, taip pat Zarnyne, inkstuose ir Slapimo piisléje.
Smegenyse ryskiausia ekspresija pastebéta neuronuose. Kepenyse CA XIV aptinkamas
hepatocity plazminéje membranoje. Idomu tai, kad jis aptinkamas ir bazolateralingje, ir
apikalin¢je membranoje, kai tuo tarpu kiti transmembranini segmenta turintys izofermentai — tik

bazolateralinéje (pav. 1.3) (Parkkila et al., 2002; Parkkila et al., 2001).

— v A

| y

| 111
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1.3 pav. Karboanhidrazés izoformy lokalizacija lastel¢je. Pagal (Kivela et al., 2005).

CA XV yra 2005 m. atrastas zema katalitini aktyvuma turintis karboanhidrazes
izofermentas. Zmoguje rastos trys, o §impanzése dvi §io geno kopijos, tadiau deél taskiniy ir
rémelio poslinkio mutacijy visos jos yra pseudogenai ir baltymo mRNR neaptikta. Taciau
Zinomos jau astuonios rasys, iskaitant pelg, ziurke, Suni, zebrazuve ir vista, kurios turi aktyvia
CA XV (Hilvo et al., 2005).

CARP VIII, CARP X ir CARP XI yra katalitinio aktyvumo neturintys i karboanhidrazes
panasiis baltymai. Jie neturi vieno i$ trijy karboanhidraziy aktyviajam centrui biidingy histidiny
(His 94) — jis pakeistas { arginina, todél aktyviajame centre nekoordinuojamas Zn*" jonas. CARP
VIII aptinkamas kai kuriuose véziniuose audiniuose, o visiskas $io baltymo geno iSveiklinimas
sukelia judé¢jimo sutrikimus (nors pastebimy anomalijy centrinéje ar periferingje nervy sistemoje
nepastebima). CARP X aptinkamas centrin¢je nervy sistemoje. [domu, kad jo nerasta embriono
smegenyse. CARP XI turi keleta potencialiy fosforilinimo viety, ir manoma, kad dalyvauja
signalo perdavime. Tikslios visy CARP funkcijos néra nustatytos, bet zmoguje jie yra labai
konservatyviis, visada aptinkami smegenyse, todél manoma, kad yra svarbiis centrinei nervy

sistemai (Pastorekova et al., 2004).
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1.1.3. Su karboanhidraziy aktyvumu susijusios ligos

Kaip minéta, karboanhidrazés dalyvauja daugelyje esminiy fiziologiniy procesu, todél ju
aktyvumo pokyciai lemia patologijas. Nustatyta keletas ligy, kurioms budingas anglies dioksido
ir bikarbonato mainy proceso sutrikimas, lemiantis pH poky¢ius, sutrikdantis jony transporta,
skysCiy sekrecija ir kt. Klasikinis tokios ligos pavyzdys biity glaukoma. Akies audinyje esancios
karboanhidrazés prie $ios ligos vystymosi prisideda per daug efektyviai gamindamos bikarbonato
jonus ir tuo biidu skatindamos akies skysc¢io sekrecija. D¢l to padidéja akispiidis, kuris labai
paveikia akies lgSiuka, sumazina kraujo tékme tinklainéje, pazeidzia Sviesai jautrius stiebelius ir
kiigelius, taip pat pazeidzia optini nerva, o tai lemia apakima, jei nepradedama gydyti anks¢iau
nei poky¢iai tampa negriztami. Ilgai manyta, kad pagrindinis vaidmuo Siame procese tenka CA
I1, taciau neseniai kaip potencialiis taikiniai pasitlyti ir CA III, CA IV bei CA XII. Ypac¢ idomu
tai, kad glaukoma serganciy pacienty akyse pastebétas CA XII ekspresijos padidéjimas net kelis
kartus, lyginant su iprastu Sio baltymo ekspresijos lygiu. Todé¢l dabar manoma, kad biitent CA
XII kiekio ir aktyvumo padidéjimas yra svarbus veiksnys glaukomos progresavimui (Pastorekova
et al., 2004).

Karboanhidrazés IX ir XII tiesiogiai siejamos su vézio vystymusi. Normaliuose
audinivose CA IX ekspresija labai silpna, taciau ji labai efektyviai indukuojama augliuose
hipoksijos metu. Kadangi tai yra membraninis baltymas, kurio aktyvusis centras yra lastelés
iSoréje, CA IX pripazintas kaip vienas patikimiausiy hipoksijos Zymeny audiniuose. CA IX
slopinimas naudojant sintetinius slopiklius hipoksijos atveju lemia lastelés Zitj (Potter and Harris,
2004). Siais metais CA IX pripazintas inksty Zievés véZzio Zymeniu (Gilbert et al., 2006). Tai
pirmasis inksty vézio Zymuo, kuris gali biiti aptinkamas periferinio kraujo testo metu. CA IX yra
susijusi su vir§kinamojo trakto Iasteliy diferenciacija ir aptinkama labiau diferencijuoty skrandzio
audiniy augliuose, o CA XII — maziau diferencijuoty. Kriities vézio atveju — atvirksciai — labiau
diferencijuoty audiniy auglivose aptinkamas CA XII. Taigi CA IX ir CA XII yra potencialiis
terapeutiniai taikiniai (Leppilampi et al., 2003).

Nerviniuose audiniuose veikianc¢ios karboanhidrazés — CA II, CA IV, CA V, CA VIl ir

CA XIV — siejamos su kai kuriomis nervy sistemos ligomis, pvz., epilepsija, migrena. Manoma,

12



kad jos yra tokiy nervy sistemos ligy gydymui naudojamy vaisty kaip acetazolamidas,
zonisamidas, topiramatas potencialls taikiniai.

Karboanhidraziy slopikliai kaip antibiotikai

Parodyta, kad prokariotuose karboanhidrazés yra svarbios kvépavimui, anglies dioksido
pernasai ir fotosintezei. Todéel iSkelta idéja, kad karboanhidraziy slopikliai galéty buti naudojami
kaip antibiotikai, etokzolamidas netgi buvo naudojamas meningito gydymui. Taip pat nustatyta,
kad maliarija sukeliantis pirmuonis Plasmodium falciparum turi dvi a-karboanhidrazes ir
pastebéta, kad karboanhidraziy slopikliai pasizymi antimaliariniu efektu (Merlin et al., 2003;
Pastorekova et al., 2004).

1.1.4. Karboanhidraziy struktira

a-, B-, ir y-CA labai skiriasi tarpusavyje tretinémis ir ketvirtinémis struktiiromis, taciau ju
aktyvieji centrai turi struktiirini panasuma ir visy karboanhidraziy formy aktyviajame centre yra
cinko jonas (Hewett-Emmett and Tashian, 1996). Skirtumai tarp skirtingy Seimy karboanhidraziy
parodyti pav. 1.4.

a-CA B-CA (dumbliy)

B-CA (augaly)
1.4 pav. Triju karboanhidrazés formy erdvinés strukttros. Oligomerinés struktiiros
karboanhidrazése vienas monomeras spalvotas, kiti — pilki (Liljas and Laurberg, 2000).
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v-CA budinga primityvi B-spiraliy struktiira (pav. 1.4 pazyméta geltonai), kurioje trumpi
pasikartojan¢iy aminoriig§¢iy motyvai sudaro pagrindinj susisukimo motyva. Tuo tarpu a-CA ir
B-CA struktiiros sudarytos skirtingai iSsidéstant a-spiraléms ir B-klostéms. Ketvirtinés struktiiros
skirtumai egzistuoja netgi B-CA klasés viduje (pav. 1.4). Augalin¢ karboanhidrazé suformuoja
oktamering struktiira, kuriai budinga asiné simetrija, o dumbliy baltymas turi vidumolekulinius
pasikartojimus, kurie lemia kovalentiSkai sujungto dimero susidaryma (pav. 1.4 vienas
monomeras spalvotas, kitas — pilkas). o-karboanhidraziy aktyvusis centras yra monomero
kiSenéje, o B- ir y-karboanhidrazése jis suformuojamas tarp oligomero subvienety (Liljas and
Laurberg, 2000).

Nors a-karboanhidrazés tarpusavyje neturi ryskaus seky panasumo, visoms joms biidinga
itin panasi erdviné strukttra. Pagal SCOP (Structural Classification of Proteins) duomenuy bazéje

(http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/) pateikiama baltymy strukttiry klasifikacija,

karboanhidraziy superSeimai priskiriami baltymai, turintys viena f-laksta, sudaryta i§ deSimties
B-klos¢iy. Si struktiira sudaro baltymo ,.griauéius®, o a-spiralés issidésto baltymo iSoringje dalyje

(pav. 1.5).

1.5 pav. Karboanhidrazéms biudinga struktira. Zydra spalva parodytas p-lakstas,
sudarantis baltymo struktiiros ,,griaucius®, raudonai — o-spiralés, zaliai — linkiai, violetine —
baltymo aktyviajame centre esantis cinko jonas (PDB ID 1AZM).
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Karboanhidrazés struktiiroje esantis cinko jonas yra biitinas fermentiniam aktyvumui.
Pagal rentgenostruktiirinés analizés duomenis, cinko jonas yra mazdaug 15A gylio aktyvaus
centro kiSenés dugne, koordinuotas trijy histidino liekany (His 94, His 96 ir His 119) ir vandens
molekulés arba hidroksido jono.

Zn priklauso ketvirtojo periodo II B grupei, todél skirtingai nei kiti Sio periodo
pereinamieji metalai, turi uzpildyta d orbitale (d'°), ir nedalyvauja redokso reakcijose, tagiau
veikia kaip Lewis‘o riigstis, priimdamas elektrony pora. Todél jis yra tinkamas kofaktorius
reakcijoms, kurioms reikalingas oksidacijos-redukcijos poziliriu stabilus jonas, galintis veikti
kaip Lewis‘o riigsties tipo katalizatorius. Katalitiniuose cinko centruose dazniausiai sutinkamas
ligandas yra histidinas, daug reciau glutamo, asparto riigstis ar cisteinas. Daugumoje iki Siol tirty
cinko baltymy (taip pat ir karboanhidrazése) Zn®" jono koordinacijai su ligandais bidinga Siek
tieck deformuoto tetraedro forma — trys arba keturi ligandai tetraedro kampuose, o jo centre —
cinko jonas (pav. 1.6) (Coleman, 1992; Coleman, 1998; Kimura and Kikuta, 2000; McCall et al.,
2000; Vallee and Auld, 1990)

1.6 pav. Karboanhidrazés aktyviajame centre esan¢io cinko jono koordinacijos
geometrija. Cinko jono ligandai — trys aktyviojo centro histidiny azoto atomai ir aktyviajame
centre esancio substrato — bikarbonato jono deguonies atomas — iSsidéstg Siek tiek deformuoto
tetraedro forma (PDB ID 1HCB).

Karboanhidrazés struktiroje cinko jonas suriStas itin tvirtai — pvz., zmogaus CA II

nustatyta cinko disociacijos konstanta K4 = 4 pM, esant pH 7. Si konstanta nustatyta
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pusiausvyrinés dializés budu, dializuojant apofermenta cinko — dipikolinato buferyje (Kiefer et
al., 1993; Lindskog, 1997).

Prie karboanhidrazés aktyviajame centre esanCio cinko jono prisijungusi vandens
molekulé taip pat sudaro vandenilinius rySius su Thr 199 hidroksilo grupe, kuri toliau jungiasi su
Glu 106 karboksilo grupe (pav. 1.7). Sios saveikos padidina prie cinko prisijungusios vandens
molekulés nukleofiliSkuma ir orientuoja substratag (CO,) palankia nukleofilinei atakai kryptimi

(Supuran et al., 2003).

1.7 pav. Karboanhidrazés aktyviojo centro struktiira (PDB ID 1RIJS5). Mélynos spalvos
skrituliu pazymétas Zn>" jonas, raudonos — vandens molekulé.

Sesios aminortgstys Val 121, Leu 141, Val 143, Leu 198, Val 207, Trp 209 suformuoja
aktyviojo centro kiSenés hidrofobini Sona (pav. 1.7 parodytos kaip baltymo pavirSius), kurio
pavir§iumi substratas CO, patenka prie Zn>" jono. Membraniniy karboanhidraziy struktiira
papildomai sutvirtinama konservatyviu disulfidiniu tilteliu tarp Cys 23 ir Cys 203, kurio

citoplazminés karboanhidrazés neturi (Esbaugh and Tufts, 2006).
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Aktyvi fermento forma yra baziné, t.y. kai aktyviajame centre su cinko jonu koordinuotas
hidroksido jonas. Sis stiprus nukleofilas atakuoja atakuoja CO, molekulg , esancia hidrofobingje
kiSenéje, susidarant su Zn®" koordinuotam bikarbonato jonui. Toliau bikarbonato jona
aktyviajame centre pakei¢ia vandens molekulé, susidarant fermento rigstinei formai
(aktyviajame centre koordinuota vandens molekulé). Bazin¢ fermento forma atstatoma vykstant
protono pernasai i3 aktyviojo centro i aplinka. Sia pernasa gali palengvinti arba aktyviojo centro
liekanos (tokios kaip His 64, kuri atlicka protonuy Saudyklés vaidmeni), arba terpé€je esantis

buferis. Procesa galima schematiskai aprasyti dviem lygtimis:
E-Zn** —OH +CO, <> E-Zn* — HCO; <2 5 E.7Zn*" —OH, + HCO; (10)
E-Zn** —OH, <> E-Zn**HO +H" (11)
Katalizés greit] limituojanti stadija yra (11), t.y. protono pernaSa, kuri atstato aktyvia
fermento forma su aktyviajame centre koordinuotu hidroksido jonu. KatalitiSkai labai aktyviuose

izofermentuose, tokiuose kaip CA II, CA IV, CA VII, CA IX, §; procesa palengvina ties i¢jimu i
aktyvuji centra esanti His 64 aminoriigstis (Winum et al., 20006).

1.1.5. Karboanhidraziy saveika su sulfonamidiniais slopikliais

Karboanhidrazés slopinimas sulfonamidais pirma karta buvo pastebétas 1940 m. (Keilin
and Mann, 1940). Sis atradimas pradéjo nauja vaisty kiirimo etapa ir lémé daugelio
sulfonamidiniy vaisty, skirty glaukomos, hipoglikemijos gydymui, taip pat diuretiky ir kai kuriy
priesvéziniy vaisty sukiirima.

Ilga laika kaip sisteminiai antiglaukominiai vaistai buvo naudojami keturi sulfonamidiniai
junginiai: acetazolamidas, etokzolamidas, metazolamidas ir dichlorofenamidas (pav. 1.8)
(Pastorekova et al., 2004). Sisteminiai slopikliai sumazina bikarbonato ir skys¢iy sekrecijos greiti
ir todél sumazina glaukomai biidinga padidéjusi akispiidi 25-30%, bet ivairiy karboanhidraziy
izofermenty, esanciy kituose audiniuose ir organuose, slopinimas sukelia daug paSaliniy
poveikiy. Taciau minéti sulfonamidiniai vaistai neveiklis lokaliai, todél ieSkota naujy kitokio tipo
junginiy. Pirmas toks lokaliai veikiantis sulfonamidinis vaistas, dorzolamidas, pradétas naudoti

1995 m., antras (strukttiriskai susij¢s su dorzolamidu) — brinzolamidas — 1999 m. (pav. 1.7).
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1.8 pav. Kliniskai naudojamy antiglaukominiy vaisty struktiirinés formulés: 1 —
acetazolamidas, 2 — metazolamidas, 3 - etokzolamidas, 4 - dichlorofenamidas, 5 -
brinzolamidas, 6 — dorzolamidas.

Paskutiniais metais sukurta daug nauju karboanhidraziy slopikliy. Efektyviy
sulfonamidiniy karboanhidrazés slopikliy kurimui taikyti du pagrindiniai metodai: ,,ziedo*
metodas ir ,,uodegos* metodas. ,Ziedo“ metodas, naudotas dorzolamido ir brinzolamido
suktirimui, pagristas didelés ivairovés ziedy, prie kuriy prijungta sulfonamidine grupé (taip pat ir
kitos grupés), tyrimo. ,,Ziedo metodas buvo i3 tikryju naudingas $ios klasés junginiy ir juy dariniy
kiirimui, ta¢iau kol kas juo buvo gauta mazai kliniskai naudingu junginiu (neskaitant minéty
dvieju), nes dauguma gauty junginiuy buvo potencialiis alergenai. ,,Uodegos* metode prie gerai
zinomy aromatiniy/heterocikliniy sulfonamidy, turinciy slopiklini poveiki karboanhidrazéms,
griauéiy prijungiamos jvairios tirpuma gerinanéios ,;uodegos“. Siuo metodu kol kas néra gauta
kliniskai naudojamuy CA slopikliy (Sis metodas taikomas dar visai neseniai), taciau juo buvo
sukurta daugiau efektyviy (palyginamy su dorzolamidu ir brinzolamidu) antiglaukominiuy
sulfonamidiniy junginiy, nei taikant ,,ziedo*“ metoda. Bitina paminéti, kad abu Sie metodai yra
naudingi, ypa¢ juos derinant (Coleman, 1975; Pastorekova et al., 2004; Supuran and Scozzafava,
2001; Supuran et al., 2003).

Naujas metodas, taikomas atrankiam membraniniy izofermenty slopinimui in vivo, yra
teigiamai ikrauty, per membranas nepraeinanéiy sulfonamidiniy junginiy kirimas. Sis metodas
remiasi tripakeisty piridinio pakaity prijungimu prie klasikiniy aromatiniy/heterocikliniy
sulfonamidy, turingiy laisvas amino ir hidroksilo grupes. Siuo biidu gauta junginiu, slopinanéiy
CA izofermentus nanomolinése koncentracijose. Sio tipo slopikliai, skirtingai nei klasikiniai

kliniSkai naudojami junginiai (pvz., acetazolamidas, metazolamidas), nepraeina pro lastelés
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membrana, todél slopina tik lastelés iSoréje esancius CA izofermentus (Supuran and Scozzafava,
2001; Supuran et al., 2003).

Kiekvienam sulfonamidiniam slopikliui fermento-slopiklio gimininguma pirmiausia lemia
tai, kad slopiklio pirminés sulfonamidinés grupés deprotonizuotas azoto atomas koordinuojasi su
baltymo aktyviojo centro cinko jonu, pakeisdamas hidroksido jona (iSlaikoma tetraedriné
koordinacijos geometrija), be to, Sis azotas yra vandenilinio rySio donoras Thr199 hiroksilo
grupei. Vienas sulfonamidinis deguonis kaip akceptorius sudaro vandenilini rySi su Thr199
pagrindinés grandinés NH grupe, o kitas deguonis tarpmolekulinése saveikose nedalyvauja

(Boriack-Sjodin et al., 1998).

1.2. Baltymy - ligandy jungimosi termodinaminis charakterizavimas

1.2.1. Baltymy - ligandy jungimosi tyrimo metodai

Paprastas griztamas jungimasis tarp makromolekulés M ir ligando L,

M+ L < ML (12)
charakterizuojamas jungimosi konstanta Kj:
ML
00 -

Baltymy — ligandy jungimosi konstantos nustatymui naudojama daug metody —
pusiausvyriné¢ dializé, ultracentrifugavimas, analitiné gelfiltracija, pavirSiaus plazmony
rezonansas, kapiliarin¢ elektroforeze, izoterminio titravimo kalorimetrija, diferencinio skanavimo
kalorimetrija, jvairiis spektroskopiniai metodai ir kt. (Harding and Chowdhry, 2001a; Harding
and Chowdhry, 2001b) Dauguma $iy metody galima netiesiogiai nustatyti makromolekulés —
ligando jungimosi termodinaminius parametrus pagal teorines priklausomybes. Pvz., entalpijos
pokyti galima nustatyti pagal jungimosi konstantos priklausomyb¢ nuo temperatiiros (Van‘t
Hoff*o analiz¢), taciau sudétingesnéms reakcijoms toks entalpijos skai¢iavimas néra visai tikslus
(Horn et al., 2001; Naghibi et al., 1995). Izoterminio titravimo kalorimetrija (ITC) yra vienintelis
iki Siol zinomas metodas, kuriuo gali biiti tiesiogiai iSmatuojama beveik kiekvienos reakcijos
metu iSsiskirianti Siluma. Priklausomai nuo eksperimento salygu, gali biiti nustatoma ir jungimosi

konstanta bei reakcijos stechiometrija.
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Jungimosi entalpijos pokytis atspindi baltymo-tirpiklio vandeniliniy rySiy ir van der
Waals‘o saveiky nutriikima, baltymo-ligando rysiy, van der Waalso saveiky, drusky tilteliu

susidaryma, taip pat tirpiklio persitvarkyma arti baltymo pavirsiaus.

1.2.2. ITC taikymas baltymo — ligando saveikos tyrimams

Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu tiesiogiai matuojama komplekso susidarymo
metu iSskiriama ar sugeriama Siluma. Stebimas jungimosi reakcijos Siluminis efektas yra esminé
visos tiriamos sistemos savybeé, atspindinti bendra Silumos pokyti kalorimetrinéje kiuvetéje
pridéjus ligando. Viena vertus, | iSmatuota Silumos kiekj jeina ir nesaviti Siluminiai efektai, kita
vertus, gali vykti susijusios su jungimusi protonizacijos reakcijos. Taigi svarbiausia yra nustatyti
galima pasSaliniy reakcijy indélj i tikraja jungimosi entalpija ir ja iStaisyti.

ITC eksperimentuose stebimas Silumos pokytis, vykstantis i makromolekulés tirpala
pridedant ligando (arba atvirk$ciai). ISskirta ar sugerta Siluma kiekvienos injekcijos metu yra
tiesiogiai proporcinga bendram susidariusio komplekso kiekiui (Holdgate, 2001). Tai iSreiSkiama:

q=V,AHA[ML] (14)

kur g yra Silumos kiekis, priklausomas nuo susidariusio komplekso koncentracijos A[ML],
AH yra jungimosi molin¢ entalpija, o V) — méginio kiuvetés tiris.

Kalorimetriniame eksperimente kiekvienos naujos ligando porcijos pridéjimo metu
stebimas Silumos pokytis, kurio dydis priklauso nuo reakcijos turio, reagenty koncentraciju,
molinés jungimosi entalpijos, jungimosi konstantos, praskiedimo Silumos, jungimosi
stechiometrijos ir prie§ tai pridéto ligando kiekio. Kai nesuriSty baltymo jungimosi centry
koncentracija pradeda mazeéti, Siluminiai poky¢iai ligando prid¢jimo metu irgi maz¢ja (Jelesarov
and Bosshard, 1999). Bendras didéjantis Silumos kiekis Q po i-osios injekcijos bus

0 =V,AHY A[ML] =V,AH[ML] (15)

kur [ML]; yra bendra komplekso koncentracija po i-osios injekcijos.

Vieno nepriklausomo jungimosi centro modelis

PaprasCiausiu jungimosi atveju kiekviena makromolekulé turi vieno tipo, identisSkus,
grieztai apibrézto skaiCiaus ir tarpusavyje nesaveikaujancius ligando suriSimo centrus, kurie visi

turi vienoda gimininguma ligandui. Karboanhidrazés — sulfonamidinio ligando sistema kaip tik
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galime priskirti prie $io tipo sistemy (kiekviena baltymo molekulé turi viena ligando suri§imo
centra). Tokios sistemos jungimosi konstanta K apraSoma:

C)
——— 16
(-o) "

kur © yra frakcinis jsotinimas, nusakantis, kokia makromolekuliy dalis yra susiriSusi su

K, =

ligandu, o [L] — laisvo ligando koncentracija. Ji susijusi su bendra ligando [L7] ir makromolekulés
[M7] koncentracija:
[L]=(L;]-n6lM, ] (17)

Cia n nusako makromolekulés — ligando jungimosi stechiometrija. I§ (16) ir (17) lygéiu

gauname:
®z—®[1+ L, Z,] J+ 1Z,] =0 (18)
nKb[MT] n[MT] n[MT]
kurios vienintelis prasmingas sprendinys yra:
2
o1, 1] J( o
nKb[MT] n[MT] nKb[MT] n[MT] n[MT]
Reakcijos integralinis Silumos kiekis po i-osios reakcijos yra:
0 =n[M, ,AH®, (20)
kur V) yra kiuvetés turis, AH — molin¢ ligando jungimosi entalpija.
Diferencialinis i-osios injekcijos Silumos kiekis aprasomas:
g, =n[M, J,AH(©,-©,,) 21)

Hiperbolinés isotinimo kreivés lygties parametry netiesinis priderinimas pagal (20) lygti
integralinéje formoje (Q priklausomybeé nuo [L7]) leidzia i§ vieno eksperimento apskaiciuoti $iuos
parametrus: K, AH ir jungimosi stechiometrija n. Pagal diferencialing lygti (21) titravimo
duomenys gali biiti priderinti prie sigmoidinés isotinimo kreives (g; priklausomybeé nuo [L7] arba

[L7]/[M7]) — gaunami tie patys parametrai (Perozzo et al., 2004).
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1.2.3. Jungimosi laisvoji energija ir jungimosi entalpija

Jungimosi gimininguma lemia jungimosi reakcijos Gibso energijos pokytis, K,=e*“*"
(22), taciau AG yra dviejy skirtingy démeny suma: AG = AH-TAS (23), todél daug skirtingy AH
ir AS verciy gali lemti toki pati jungimosi gimininguma (t.y. toki pati AG ir taip pat Kp).

Siuo metu dauguma vaisty kiirimo strategiju koncentruojasi ties jungimosi giminingumo
optimizavimu, ta¢iau junginiai, kuriems biidingos skirtingos termodinaminés charakteristikos
(t.y. skirtingi jungimosi entalpijos ir jungimosi entropijos inasai | bendra jungimosi
gimininguma), nesielgia vienodai, net jei turi ta pati gimininguma pasirinktam taikiniui, nes
jungimosi entalpijos ir entropijos pokyCiy prigimtis yra skirtinga. Norint pasiekti auksta
jungimosi gimininguma, svarbu, kad abu — ir entalpijos, ir entropijos pokyciai biity palankis ir
neveikty i priesingas puses (Murphy, 1999).

Vaisto — taikinio saveikos tikraja entalpija sudaro dvi pagrindinés dedamosios: naudingas
entalpijos pokytis, kuri lemia vandeniliniy rySiy ir van der Waals‘o kontakty susidarymas, ir
nepalankus entalpijos pokytis dél poliniy grupiy desolvatacijos. Nepoliniy grupiy desolvatacijos
entalpija yra kelis kartus mazesné uz poliniy grupiy desolvatacijos entalpija. Taigi palanki
jungimosi entalpijos verté rodo gera vaisto ir taikinio saveika ir tai, kad jungimosi metu
susidarancios saveikos yra pakankamai stiprios, kad kompensuotu nepalankios entalpijos,
susijusios su desolvatacija, indéli (Freire, 2004; Ladbury, 2001).

Jungimosi entropija taip pat sudaro dvi pagrindinés dedamosios: solvatacijos entropijos
pokytis ir konformacinis entropijos pokytis. Solvatacijos entropijos pokytis yra palankus ir
susidaro dél vandens molekuliy iSlaisvinimo, kai vaisto molekulé ir baltymo jungimosi ertme yra
visiSkai arba dalinai desolvatuojama jungimosi metu. Palanki desolvatacijos entropija yra
pagrindiné jéga, susijusi su hidrofobiniy grupiy jungimosi energija. Konformacinis entropijos
pokytis beveik visada yra nepalankus, nes jungimosi proceso metu sumazéja tiek vaisto, tiek
baltymo molekulés konformaciniy laisvés laipsniy (pav. 1.9). Vaisty kirimo metu galima
sumazinti konformacinés entropijos ind¢lj jvedant i vaisto molekulg¢ konformacinius apribojimus

sukeliancias grupes, kad jungimosi metu biity prarandama maziau laisvés laipsniy (Freire, 2004).
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AH atepindi ligando-taikinio sqveilos
stipruma, lyginant su saveika su tivpikliu

laisvés la.ips:niq sumaiéjima jungimesi metu

iklio atspindi jungimosi metu
h%t:-mq tirpiklio iflaisvinima,

1.9 pav. Mazos molekulés jungimosi prie taikinio (raudonas) gimininguma lemia
pusiausvyra tarp saveiky su baltymu ir saveiky su tirpikliu vandeniu (mélynas) dydziy.

Imanoma tai paciai baltymo ligando suriSimo ertmei sukurti tiek entalpiSkai, tiek
entropiskai veikian€ius ligandus. EntropiSkai optimizuoti ligandai didZigja jungimosi energijos
dali gauna i§ hidrofobiskumo, kuris yra nesavita saveika. Siuo atveju atrankuma lemia formos
atitiklumas, darant prielaida, kad geometriskai panaSaus jungimosi taikinio tikimybé yra labai
maza. Kai kuriems taikiniams $i prielaida yra teisinga, taCiau tacCiau daugelis taikiniy, ypac
priklausanciy tai paciai baltymy Seimai, turi gana panasias ligandy jungimosi sritis.

Entalpiskai optimizuoti junginiai didziausia jungimosi energijos dali gauna dél
stereosavity vandeniliniy rySiy susidarymo. Sie vandeniliniai rySiai prisideda ne tik prie
giminingumo, bet, jei derinami su formos atitiklumu, padidina atrankuma, ypac jei jie susidaro su
unikaliomis donorinémis ar akceptorinémis sritimis taikinio molekuléje.

EntalpiSkai optimizuoti ligandai gali ne tik buti atrankesni, bet taip pat ir turéti didesni
jungimosi gimininguma nei entropiskai optimizuoti dariniai. Kadangi entropiné optimizacija
remiasi hidrofobiSkumu, visuomet ja riboja junginio tirpumas. Entalpiskai optimizuojami

junginiai nesiremia hidrofobiniu efektu, todél ju lipofilisSkumas gali buti reguliuojamas.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Darbe naudotos medziagos, tirpalai

Darbe naudoti reagentai ir reagenty rinkiniai pateikti 2.1 lentelé¢je.

2.1 Lentelé. Darbe naudoti reagentai ir reagenty rinkiniai.

Gamintojas Produktai

Aldrich Etokzolamidas

Alfa Aesar Trifluormetansulfonamidas

BioRad Glicinas, merkaptoetanolis, TEMED

Biotechnologijos Institutas
Boehringer Mannheim
Ferak Berlin

Fermentas

Fluka

Lachema

Matheson Coleman & Bell
Roche

Roth

SERVA

Sigma

Peaxum

Pentafluorbenzensulfonamidas, VD5, VD6, VD20

Ditiotreitolis

Tritonas-X

Agaroze, IPTG,

molekuliniy masiy standartai: GeneRuler'™ DNA Ladder Mix,
Protein Molecular Weight Marker #SM0431,

Fermentai klonavimui: Gsul, Xmil, SAP, Klenow
N,N‘-metilen-bis-akrilamidas, etidzio bromidas, HCl, Coomasie
Brilliant Blue R-250, Coomasie Brilliant Blue G-250, Na,HPOy,,
NaH,PO,4, NaOH

Karbamidas

Bromfenolio mélynasis, fenolio raudonasis

Agarose Gel DNA Extraction Kit, PMSF

Akrilamidas, ampicilinas, agaras, amonio peroksodisulfatas,
dimetilsulfoksidas, mieliu ekstraktas, RNazéA, triptonas
CH;3;COONa

Acetazolamidas, NaCl, bCA II, CaCl,, EDTA, hCA I, imidazolas,
Na,SOy4, NDS, Tris

CH;COOH, NiClyx6H,0
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Genetiniai konstruktai:
CA XIV genas: pCMV-Sport6-CA14 (RZPD)
Ekspresijos vektorius: pET15b (Novagen)

Bakterijy kamienai:

Genetiniams konstravimams naudotas bakterijuy kamienas E. coli XL1-Blue (Stratagene):
F’::Tnl0 (Tet") proA B'lacl? A(lacZ)M15 | recAl endAl gyrA96 (Nal') thi-1 hsdR17(r my)
glnV44 relA lac.

Baltymo ekspresijai naudotas bakteriju kamienas E.coli BL21 (DE3), kuriame pasalinti
lon ir ompT proteaziy genai (Novagen): - ompT hsdSg (r'm ) gal dem (DE3).

Bakterijy auginimo terpés:
Agarizuota LB (Luria-Bertani) terpé: 2 % agaro, 1 % peptono, 0.5 % mieliy ekstrakto, 1
% NaCl, pH 7.0

LB terpé: 1 % peptono, 1 % NaCl, 0.5 % mieliy ekstrakto, pH 7.0

SOC terpé: 2 % Triptono, 0.5 % mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM
MgCl,, 10 mM MgSOy, 2 % gliukozés (koncentruoti magnio drusky tirpalai steriliai filtruojami ir
pridedami i autoklavuota terpg).

Tirpalai DNR iSskyrimui §arminés lizés metodu:

Sarmings lizés tirpalas I (P1): 50 mM Tris-Cl, 10 mM EDTA, 100 pg/mL RNazésA, pH 8
Sarminés lizés tirpalas II (P2): 200 mM NaOH, 1% NDS

Sarminés lizés tirpalas 111 (P3): 3 M CH;COOH, pH 5.5

TE buferis: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0-8.5.
50x TAE buferis: 1 L: 242¢g Tris, 100 mL 0.5 M EDTA, 57.1 mL ledinés acto riigsties.

Prie$ naudojima buferis skiedziamas iki 1x.
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Tirpalai baltymy elektroforezei:

Akrilamidas/BIS

Tris
Tris
NDS
APS

Elektroforezés buferis 10x

Bromfenolio mélis

PavyzdZio buferis 6x

Kumasi dazas

2.2. Metodai

30 g akrilamido ir 0.8 g N,N‘-metilen-bis-akrilamido tirpinama
dejonizuotame vandenyje ir skiedziama iki 100 mL, tirpalas
filtruojamas, laikomas tamsiame inde 4°C temperatiiroje iki 30
dieny

1.5M, pH 8.8

0.5M, pH 6.8

10% (m/t)

10% (m/t), Svieziai paruostas, naudojamas ta pacia diena

0.025 M Tris, pH 8.3 —8.6, (nekoreguojamas), 1.9 M glicino, 0.035
M NDS. Prie§ naudojima skiedziamas iki 1x

0.05 % (m/t)

350 uL 0.5 M Tris, pH 6.8, 50 mg NDS, 46 mg DTT, 150 pL
glicerolio

0.6 g Coomasie Brilliant Blue R-250, 113 mL 95% etanolio, 23 mL
ledinés acto rugsties, 113 mL H,O

Metodiky sudarymui naudota (Ausubel et al., 1997; Coligan et al., 2000).

2.2.1. Plazmidinés DNR iSskyrimas Sarminés lizés metodu

1) I 2 mL LB terpés su antibiotiku uzs¢jama viena transformuoty bakteriju (E. coli

XL1-Blue) kolonija, inkubuojama 37°C temperatiiroje per naktj purtant.

2) 1.5 mL kulttiros centrifuguojama stalinéje Eppendorf centrifiigoje 10000 aps./min

30s 4°C temperatiiroje. Supernatantas pasalinamas.

3) Bakteriju nuosédos suspenduojamos 200 uL Salto P1 tirpalo.

4) Pridedama 200 pL P2 tirpalo, lengvai sumaiSoma, laikoma ant ledo 2-5 min.

5) Pridedama 200 pL Salto P3 tirpalo, sumaiSoma, laikoma ant ledo 3-5 min.

6) Centrifuguojama 13000 aps./min 5 min 4°C temperattiroje, 500 pL supernatanto

nupilama i kita mégintuvéli, DNR iSsodinimui pridedama 1 mL 96% etanolio, sumaiSoma,

laikoma ant ledo 5 min.

7) Centrifuguojama 13000 aps./min 5 min, supernatantas paSalinamas.
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8) Nuosédos praplaunamos 70 % etanoliu, centrifuguojama, supernatantas
pasalinamas.

9) DNR isdziovinama, tirpinama 30 pL TE buferio.

10)  DNR méginys laikomas +4 arba -20°C temperattiroje.

2.2.2. DNR elektroforezé agarozés gelyje
DNR elektroforezé vykdoma 1 — 2 % agarozés geliuose, turinciuose 0.1-0.2 pg/mL
etidzio bromido, TAE buferyje, naudojant 10 V/cm itampa. Geliai analizuojami ultravioletingje

$viesoje (transiliuminatoriuje “ULTRA-LUM”).

2.2.3. Plazmidinés DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

1 pg DNR hidrolizei imama 1 — 10 restrikcijos endonukleazés aktyvumo vienety.
Buferiniai tirpalai bei inkubacijos temperatira ir laikas parenkami pagal AB “Fermentas”

rekomendacijas.

2.2.4. 5’-galiniy fosfaty pasalinimas
5¢-galiniy fosfaty pasalinimui naudojama kreveciy Sarmin¢ fosfatazé. Reakcija vykdoma

+37°C temperatiroje 30 min. (1 vnt. fermento/10 ug DNR) AB ,,Fermentas“ rekomenduojamame

buferyje. Fosfatazé inaktyvuojama inkubuojant reakcijos misini 15 min. 65°C temperatiiroje.

2.2.5. Lipniy DNR galy bukinimas

Lipniy DNR galy bukinimui naodojamas Klenow*o fragmentas. Reakcija vykdoma +37°C
temperatiroje 30 min, esant 0.05 mM dNTP koncentracijai, AB ,Fermentas“
rekomenduojamame buferyje. Inaktyvuojama inkubuojant reakcijos miSini 10 min. 70°C

temperatiiroje.
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2.2.6. DNR fragmenty gryninimas is gelio

DNR fragmenty gryninimui i§ gelio naudojamas ,,Roche* rinkinys ,,Agarose gel DNA
extraction kit“. Reikiamas DNR fragmentas iSpjaunamas i§ gelio ir DNR gryninimas atliekamas

pagal gamintojo rekomenduojama standartini protokola.

2.2.7. DNR susiuvimas

DNR susiuvimo reakcijai naudojama T4 DNR ligazé. Reakcija vykdoma AB ,,Fermentas*
rekomenduojamame T4 ligazés buferyje, 16 val. 16°C temperatiiroje, naudojant 1 — 5 vnt. T4
DNR ligazes 1ug siuvamos DNR. Vektoriaus ir jterpiamo DNR fragmento molekuliy galy kiekio

santykis siuvimo misinyje 1:3.

2.2.8. Bakterijy transformacija CaCl, metodu

1) I 2 mL LB terpés uzs¢jama atitinkamo E. coli kamieno lasteliy, kurios bus
transformuojamos plazmidine DNR. Auginama 37°C temperatiiroje ~4 val. purtant, kol bakterijy
kulttiros optinis tankis pasiekia 0.4-0.6 (A = 550 nm).

2) Bakteriju kultira centrifuguojama 4000 aps./min 5 min, supernatantas
pasalinamas.

3) Bakterijos suspenduojamos 500 pL  Salto NaCl tirpalo, centrifuguojama,
centrifugatas paSalinamas.

4) Bakterijos suspenduojamos 300 pL Salto CaCl, tirpalo, inkubuojama 30 min, ant
ledo, centrifuguojama, supernatantas paSalinamas.

5) Bakterijos suspenduojamos 100 upL Salto CaCl, tirpalo, pridedama 1 pL
plazmidinés DNR, inkubuojama 30 min ant ledo.

6) Meégintuvélis perkeliamas | 42°C termostata ir inkubuojamas jame 1.5 min, po to
2-4 min — ant ledo.

7) Pridedama 400 pLL SOC terpés, inkubuojama 37°C temperatiiroje 45 min.

8) Po inkubacijos reikiamas tiiris transformuoty kompetentiniy lasteliy uzséjamas i
Petri lekSteles su agarizuota LB terpe ir reikiamu antibiotiku, 1¢kstelés inkubuojamos termostate

37°C temperatiiroje 16 val.

28



2.2.9. hCA XIV ekspresija E. coli

hCA XIV ekspresuojama E. coli kamiene BL21(DE3). [ skysta LB terpg su 50 pg/mL
ampicilino i$ Svieziai transformuotos leékstelés uzséjama viena bakterijy kolonija ir auginama 16
valandy 37°C temperatiroje purtant. Po to ,naktiné* kultlira perséjama i didesni terpés tiiri
(skiedziama santykiu 1:30) ir auginama 37°C temperatiroje, kol optinis tankis (A = 550 nm)
pasiekia ~0.6. Baltymo ekspresija indukuojama pridedant IPTG ir ZnSO4 iki 0.5 mM
koncentracijos, indukcija vykdoma 2 — 3 val. Bakterijy kulttra centrifuguojama 6000 aps./min.

30 min., centrifugatas pasalinamas, biomasé laikoma -20°C temperatiiroje.

2.2.10. hCA XIV gryninimas ir renatiiracija

Biomasé suspenduojama ardymo buferyje (25 mM Tris, 0.1 M Na,SOs, 0.1% tritono-X, 0.1
M merkaptoetanolio, 150 uM PMSF, pH 8.5) ir maiSoma ~1 val +4°C temperatiiroje. Ardoma
ultragarsu ledo vonel¢je, centrifuguojama, tolesniam darbui naudojamos nuosédos (nes tikslinis
baltymas ekspresuojasi intarpiniy kiineliy frakcijoje). Nuosédos praplaunamos buferiu (25 mM
Tris, 0.1 M Na,;SOq4, 1M karbamido) ir vél centrifuguojama, centrifugatas pasalinamas. Nuosédos
tirpinamos buferyje (25 mM Tris, 0.1 M NaSOs, 2.5 mM merkaptoetanolio, 8 M karbamido, pH
8.0) ir inkubuojama +4°C temperatiiroje per nakti, silpnai maiSant.

[ denatiiruoty baltymy preparata pridedamas vienas turis buferio be karbamido (iki
galutinés karbamido koncentracijos 4 M) ir centrifuguojant 20000 aps./min. paSalinamos
netirpios dalelés. Centrifugatas uzneSamas ant nupusiausvyrintos chromatografinés imobilizuoty
metaly jony kolonélés, jkrautos Ni** jonais. Kolonéléje vykdoma sorbuoto baltymo renatiiracija
neigiamu karbamido koncentracijos gradientu, t.y., karbamido koncentracija mazinama nuo 4 M
iki 0 M per 10 kolonélés turiy (tekéjimo greitis 0.6 mL/min.), praleidziami dar trys kolonélés
tiiriai buferio be karbamido. Baltymo desorbcijai naudojamas linijinis imidazolo gradientas 0 —
0.5 M per 10 kolonélés tiriy. Chromatografijos frakcijos tikrinamos atlieckant NDS-PAAG,
tikslinj baltyma turincios frakcijos apjungiamos, dializuojamos pries§ saugojimo buferi (25 mM
Tris, 50 mM Na,SOy4, pH 7), steriliai filtruojamos ir laikomos +4°C temperatiiroje. Baltymo

renatiracija tikrinama matuojant fermentinj aktyvuma.
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2.2.11. Baltymuy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje
Baltymy elektroforezé atliekama pagal Laemmli metodika (Laemmli, 1970). Darbe naudoti
12% frakcionuojantieji geliai su 4% koncentruojanciaisiais.

Baltymy elektroforezei denatiiruojanciomis salygomis (NDS-PAAG) geliai ruoSiami

sumaisant:

Apatinis frakcionuojantis 12% gelis: Virsutinis koncentruojantis 4% gelis:
Akrilamidas 4 mL Akrilamidas 0.67 mL
1.5 M Tris, pH 8.8 2.5mL 0.5 M Tris pH 6.8 1.25mL
10% NDS 100 uL 10% NDS 50 pL
H,O 3.17mL H,O 3mL
10% APS 50 uL 10% APS 25 uL
TEMED 5uL TEMED 5uL

Pavyzdziai elektroforezei paruoSiami sumaiSant 25 pl tiriamojo baltymo ir 5 pL 6x
pavyzdzio buferio ir pakaitinant 5 min verdan¢iame vandenyje.

Frakcionuojantis gelis supilamas tarp elektroforezés ploksteliy ir uzsluoksniuojamas 100 pL
vandens. Geliui sustingus, ant jo uzpilamas koncentruojantis gelis ir istatomos elektroforezés
“Sukos”. VirSutiniam geliui sustingus, plokstelés su geliu istatomos | elektroforezés aparata,
elektroforezés aparato blokas uZpilamas 1x elektroforezés buferiu ir iSimamos “Sukos”. [
susidariusius gelio takelius uzneSami pavyzdziai ir elektroforez¢ vykdoma, kol bromfenolio mélio

frontas pasiekia skiriamojo gelio apacia. (srovés stipris ~20mA). Gelis dazomas Kumasi dazu.

2.2.12. Fermentinio aktyvumo matavimas

ISgrynintos karboanhidrazés fermentinis aktyvumas matuojamas dviem budais pagal

karboksilinio esterio (p-nitrofenilacetato) hidrolizés (24) greiti.

Os_O
~ OH
+ H0=—— + CH3COOH
NO NO
bespafvis geltonas €400 = 18400 L/(molxcm)

(24)
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Reakcijos miSinys: 0.1-0.3 uM CA, 1 mM p-nitrofenilacetato, 0.1 M Na,SO4, 50 mM Tris,
pH 7.6. Matuojamas sugerties kitimas (A = 400 nm) 5 min. Pagal (Pocker and Stone, 1967;
Rajaraman et al., 1996)

2.2.13. ITC matavimai

Izoterminio titravimo kalorimetrijos matavimams ruoSiami du meéginiai: titruojamasis
tirpalas (pilamas i kiuvete) ir titrantas (juo uzpildomas Svirkstas). Abieju méginiy tiiris po 1.5
mL.

Baltymo — ligando saveikos matavimams ruoSiamy tirpaly koncentraciju santykis yra:

[baltymo] : [ligando] =1 : 10

Toks koncentracijy santykis rekomenduojamas tam, kad galétume iSmatuoti ir jungimosi,
ir skiedimosi Silumas, t.y., kad visi baltymo aktyvieji centrai buity isotinti ligandu mazdaug
eksperimento viduryje.

Abiejuose tirpaluose turi biiti vienodos pagalbiniy medziagy koncentracijos (buferio,
drusky, organiniy tirpikliy ir kt.) bei tas pats pH. Organinio tirpiklio (DMSO) koncentracija ne
didesné nei 2 %.

Pries eksperimenta abu méginiai nudujinami vakuuminiame inde.

Eksperimentas atlieckamas izoterminio titravimo kalorimetru Nano-ITC III — CSC 5300.
Paruostais meéginiais uzpildoma kiuveté ir Svirkstas, Svirkstas jtvirtinamas biuretéje ir imerkiamas
1 kiuvete. Prie§ pradedant eksperimenta palaukiama, kol nusistovés tiesi baziné linija (apie 45 —
60 min.). Eksperimentuose taikytas maiSymo greitis 150 aps./min, tarpas tarp injekcijy — 180 —
300 s, injekceiju skaicius — 25 — 50.

Tam, kad iSmatuotume jungimosi konstantos vertg, eksperimentai planuojami taip, kad C
verté bty 5 — 500. C verté — bedimensinis dydis, naudojamas kalorimetrijoje:

C = Ky[M] (23)
kur K;, — makromolekulés — ligando jungimosi konstanta, [M] — makromolekulés moliné
koncentracija. Kai C < 5 arba C > 500, ITC eksperimento metu neiSmatuojama jungimosi

konstanta.
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2.2.14. Sulfonamidiniy junginiy potenciometrinis titravimas

Potenciometriniam titravimui naudojama pradiné sulfonamidinio junginio koncentracija 5
mM, { méginj pridedami 2 ekvivalentai NaOH arba HCl ir titruojama atitinkamai HCl arba NaOH
tirpalu (0.2 M arba 1 M). Pradinis reakcijos turis 3 mL. pH reikSmé matuojama pH-metru su

mikroelektrodu.

2.2.15. Matematinis duomeny apdorojimas

ITC duomeny apdorojimui naudojama BindWorks 3.1.5 programa. Kity duomeny

apdorojimui ir teoriniy modeliy pritaikymui naudojama Microsoft® Office Excel 2003 programa.

2.2.16. Baltymo — ligando saveikos struktiiry modeliavimas

Baltymo — ligando saveikos struktiiry modeliavimui ir vizualizavimui naudojama

kompanijos Accelerys programa ViewerLite 5.0.

2.2.17. Sulfonamidiniy junginiy pK; reikSmiy apskaiciavimas

Sulfonamidiniy junginiy pK, reik§miy apskai¢iavimui naudotas kompanijos ChemAxon

programos Marvin jrankis MarvinSketch.
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3. EKSPERIMENTU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Karboanhidrazés — sulfonamidinio ligando jungimosi metu vykstancios
reakcijos

Iki Siol daugelis ligandy, besijungianciy prie baltymy, buvo atrasta atsitiktines paieskos
biidu, matuojant potencialig baltymo-taikinio saveika su didziulémis ligandy bibliotekomis (pvz.
auksto nafumo baltymo stabilumo matavimo metodu ThermoFluor® (Matulis et al., 2005). Ta¢iau
atsitiktinés paieSkos metodais retai pavyksta rasti ligandus, pasizymin¢ius norimomis savybémis.
Tod¢l daznai tokiu biidu aptikti silpnai besijungiantys ligandai yra toliau tobulinami, ivedant ar
kei¢iant ju funkcines grupes. Tokiam tiksliniam ligandy kirimui svarbu Zzinoti, kaip pasikeis
ligando jungimosi charakteristikos, kei¢iant tam tikrus pasirinktus jo struktiiros fragmentus.

Siame darbe, kuris yra Biotechnologijos institute vykdomo projekto ,,Vaistiniy medziagy
paieska struktiirinés termodinamikos metodais® dalis, tiriamas vieno i§ terapeutiniy taikiniy —
karboanhidrazés — saveikos su sulfonamidiniais slopikliais termodinaminis mechanizmas
izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu.

Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu, matuojant makromolekulés — ligando
jungimosi reakcijos metu iSsiskiriancia arba sugeriama Siluma, iSmatuojame visy jungimosi metu
vykstanciy susijusiy reakcijy Siluminiy efekty suma. Todél svarbu yra atskirti susijusiy reakciju
indéli ir nustatyti tikruosius jungimosi reakcijos parametrus — entalpija, entropija, laisvaja Gibso
energija, Siluming talpa.

Manoma, kad sulfonamidiniam ligandui jungiantis prie karboanhidrazes, jo sulfonamidine
grup¢ turi biiti ikrauta neigiamai (deprotonizuota), o fermento aktyviajame centre turi biiti ne
hidroksido jonas, bet vandens molekulé (Matulis and Todd, 2004). Jungimosi metu turéty vykti

maziausiai trys protonizacijos-deprotonizacijos reakcijos (R2, R3, R4):

RSO;NH + CA-Zn-H,0 < CA-Zn-NH SO:R + H,O R1
CA-Zn-OH + H' « CA-Zn-H,0 R2
RSO,NH; < RSO.NH + H" R3
Buferis + H" <> BuferisH" R4

RSO,;NH>/RSO;NH + CA-Zn-H,O/CA-Zn-OH- + BuferisH /Buferis <> CA-Zn-NH-SO:R + H,O
+ Buferis/BuferisH" RS
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R2 yra karboanhidrazés aktyviajame centre esancio, cinko jona koordinuojancio
hidroksido jono protonizacijos reakcija (Sios reakcijos termodinamika iki Siol néra apraSyta
literatiiroje). R3 apraso slopiklio deprotonizacija, o R4 — buferio protonizacija arba
deprotonizacija.

R1 yra tikroji jungimosi reakcija, nepriklausoma nuo protonizacijos — deprotonizacijos
itakos (t. y. atspindi vandens molekulés pakeitima deprotonizuota slopiklio molekule).

Sulfonamidinio ligando jungimasis prie karboanhidrazés stipriausias tame pH intervale,
kuriame ligandas yra deprotonizuotas, o prie cinko prisijunggs hidroksido jonas — protonizuotas
(t.y. cinko jona koordinuoja vandens molekul¢). Taigi optimalus jungimuisi yra pH regionas tarp
atitinkamy pK, reikSmiu, kai pK suonamido < PKa-zn-vandens- Kal pH yra zemesnis uZ pK guonamido
arba aukStesnis uz pK, zn-vandens, jungimasis yra zZymiai silpnesnis. Stebimoji jungimosi konstanta
Kper yra tikrosios jungimosi konstantos ir deprotonizuoto slopiklio bei cinko jona

koordinuojancia vandens molekulg turin¢io baltymo frakcijy sandauga:
K, g =K bf SO,NH™ S CAZnH,0 (25)
savo ruoZtu laisvoji Gibso energija yra:

Ab—stebG = _RTln(Kb RSOZNH’fCAZnHzO) (26)

Kur R yra universalioji duju konstanta, o 7 — absoliuti temperatiira. Jungimosi konstanta ir
laisvoji Gibso energija nepriklauso nuo buferio cheminés prigimties, nes buferis nedalyvauja

jungimosi reakcijoje.

Deprotonizuoto sulfonamidinio slopiklio frakcija galime apskaiciuoti, kai Zzinome jo
protonizacijos pK,:

1 0 pH—-pK a-sulfonamido

f RSO,NH ~ = 1+ lOpH —PK o suifonamido (2 7)

Nuo sulfonamidinés grupés pK, reiSmés priklauso, kokia junginio dalis bus deprotonizuota,
esant atitinkamam pH. Kuo zemesné sulfonamidinés grupés protonizacijos pK, reikSmé¢, tuo

daugiau bus deprotonizuoto junginio (pav. 3.1).
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3.1 pav. Deprotonizuoto sulfonamidinio junginio frakcijos priklausomybé nuo pH ir
sulfonamidinés grupés pK, reikSmés (modeliavimo rezultatas). Rodyklémis pazymétos
atitinkamos pK, reikSmes.

Panasiai, karboanhidrazés molekuliy su prie cinko prisijungusiu vandeniu frakcija gali bti

apskaiciuota, jei zinoma atitinkama pK,:

10 PH=PK ;71 vandens

(28)

fCAZnHZO =17 1+ IOPH_pKa—nyfv(Indens

Protonizuoto hidroksido jono, koordinuojan¢io baltymo aktyviajame centre esantj Zn>"

jona, dalis didéja, didéjant pK, z,-vandens reikSmei (pav. 3.2).

1 —P Ka-Zn-vandens:5
-—=Pp Ka—Zn-vemdens:7
; o8r N vy pKa—Zn—vandenS:9
§- - pKa—Zn-vandens:]'l
< 0.6
0, B
T 04
<
N
0.2

3.2 pav. Karboanhidrazés molekuliy, kuriy aktyviajame centre su Zn®" jonu koordinuota
vandens molekulé, frakcijos priklausomybé nuo pH ir pK, zy-vandens r€lkSmés (modeliavimo
rezultatas). Rodyklémis pazymétos atitinkamos pK, reikSmés.

Abi Sias pK, reikSmes — pKy_suifonamido 1t PKa-zn-vandens galima nustatyti eksperimentiskai.
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3.2. Sulfonamidiniy junginiy protonizacijos termodinamikos tyrimas

Sulfonamido protonizacijos pK, vert¢ galima nustatyti potenciometriSkai titruojant Sio
junginio tirpala zinomos koncentracijos riigStimi ar Sarmu.

Tokio titravimo pavyzdziu galima pateikti pentafluorbenzensulfonamido (PFS) titravima
rugstimi (1 sulfonamidinio junginio tirpala pridéti du ekvivalentai natrio Sarmo) (pav. 3.3). IS
pradziy nutitruojame Sarmo pertekliy (pH 9-12), po to titruojame sulfonamiding grupe.

Pagal eksperimentinius duomenis parenkame teorinés lygties (29) (Butler, 1998)
parametrus:

cv o Cl, K K

V+V0_V+V0[H+]1Ka+[Ht]_[H] (29)

Cia C — titranto (3io atveju riigities) koncentracija, ¥ — titranto taris, C;, — pradiné
sulfonamidinio junginio koncentracija, V) — pradinis titruojamo tirpalo tiris, K,, — vandens
jonizacijos pusiausvyros konstanta, K, — titruojamo sulfonamidinio junginio protonizacijos
pusiausvyros konstanta.

Tuo budu gauname iSmatuotaja junginio pK, vertg 8.1

A B
12 ¢ R - pKa-squonamido:4
10 b -:\"'-\.___.\: \". - pKa—squonamidoi6
3 AN \\'\!i """ pKa—squonamido_8
8r T . i~ PK, suronamido=10
5 _ S~ = PK, suonamido=12
4 -
2L
0 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n ] O 1 1 1 1 1 1 ]
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.014 O 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.014
cVi (V0+V) cV/ (VO+V)

3.3 pav. Sulfonamidiniy junginiy titravimo kreivés. A — pentafluorbenzensulfonamido
potenciometrinio titravimo kreivé. Titruojama druskos rugstimi, pradiniame tirpale yra du
ekvivalentai natrio Sarmo. TaSkai atitinka eksperimentinius duomenis, kreive — (29) lygtimi
aprasyta teorini modeli, pagal kuri apskai¢iuojama titruojamo junginio pK, reikSmé. B —
palyginimui pateiktos junginiy su skirtingomis pK, reikSmémis titravimo kreivés (modeliavimo
rezultatas). Kuo zemesné junginio protonizacijos pK, verté, tuo rySkesnis pirmasis kreivés linkis
ir mazesnis antrasis.
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Junginio pK, reikSmés teoriniam apskaiiavimui yra sukurta jvairiy kompiuteriniy
programy. Pavyzdziui, naudojantis kompanijos ChemAxon programos Marvin irankiu
MarvinSketch, suskai¢iuota PFS sulfonamidinés grupés pK, reikimé yra 8.0 (pav. 3.4). Si
programa cheminiy junginiy pK, reikSmes skaiCiuoja pagal daliniy kraviy pasiskirstyma

molekuléje.

100

80 |

%

40 +

20

3.4 pav. Teorin¢ pentafluorbenzensulfonamido protonizacijos mikroformu pasiskirstymo
priklausomybé nuo pH (programos Marvin rezultatas). Riigstinéje terpéje dominuoja junginio su
protonizuota sulfonamidine grupe mikroforma, o Sarmin¢je — su deprotonizuota. Per¢jimas i
vienos formos { kita vyksta beveik neutralioje terp¢je, abiejy formy yra po lygiai ties pH 8.0, tai ir
yra §i0 junginio pK, reikSmé.

Taigi teoriSkai apskaiCiuota ir eksperimentiskai iSmatuota pentafluorbenzensulfonamido
sulfonamidinés grupés pK, reikSmés yra artimos.
PFS titravima riig§timi stebint ITC metodu (pav. 3.5), iSmatuojame sulfonamidinés grupés

protonizacijos entalpija.
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3.5 pav. PFS titravimo druskos ragstimi (i sulfonamidinio junginio tirpala pridéta 2 ekvivalentai
NaOH): A — pradiniai ITC duomenys, B — ITC metodu titravimo metu iSmatuoti galios pokyciai
perskaiciuoti { Silumos kiekio pokycius. TaSkai atitinka eksperimentinius duomenis, kreivé —
teorini modeli (programa BindWorks 3.1.5). [L;)/[M;] — ligando / makromolekulés molinis
santyKkis.

~ -45 kJ/mol stebime Sarmo neutralizacijos reakcija (1 sulfonamidinio junginio tirpala
pridéta 2 ekvivalentai NaOH), o ~ -10 kJ/mol — titruojasi sulfonamidiné grupé (pav. 3.5).
Pritaikius teorini model] (programa BindWorks 3.1.5) nustatyta sulfonamidinés grupés
protonizacijos entalpija yra -7.7 kJ/mol.

3.1 lentel¢je pateikiamos visu darbe naudoty sulfonamidiniy karboanhidrazés slopikliy
(pav. 3.6) teoriskai apskaiCiuotos, eksperimentiskai iSmatuotos ir literatiroje pateikiamos
sulfonamidinés grupés pK, reikSmés bei kalorimetriSkai iSmatuotos sulfonamidinés grupés

protonizacijos entalpijos vertes.

38



3.1 lentelé. Darbe naudoty sulfonamidiniy karboanhidrazes slopikliy sulfonamidinés grupés pK,
reikSmeés ir protonizacijos entalpijos vertés. Matavimo paklaida pK, reikSmés nustatymui ~0.2,
entalpijos nustatymui ~6 kJ/mol.

Junginys  Eksperimentiskai Apskaiciuota Literatiiroje Kalorimetriskai
1Smatuota sulfonamidinés pateikiamos 1Smatuota
sulfonamidineés  grupés pK, reikSm¢  sulfonamidinés  sulfonamidinés grupés
grupés pK, (programa Marvin) grupés pK, protonizacijos entalpija
reikSmé reikSmés (25°C), kJ/mol
TFMSA 5.89 5.9% 6.1, 6.3 21
EZA 7.77 8.0 -8.1
AZM 7.32 7.2°,7.47 23
VD5 9.9 9.55 --- -7.9
VD6 9.9% 9.55 --- -6.7
VD20 9.9¢ 9.55 --- -7.6
PFS 8.1 8.0 8.05 -7.7

“_ (Maren & Conroy, 1993), ” — (Matulis & Todd, 2004), © — (Trepka et al., 1974), * — (Remko &
von der Lieth, 2004), ¢ — (Coleman, 1975), 7 — (Olander et al., 1973). ¢ — pagal VD5
eksperimentinius ir programos Marvin teorinius rezultatus.

)\ i :
HN/QS)\SOZN Hy F+SOZN H; F
F
O AZM
TFMSA F F
N\ 0=S=0
>7502NH2 IllH
2
0 S H,NO,S R
EZA PFS

VD5/VD6/VD20

3.6 pav. Darbe naudoty sulfonamidiniy karboanhidrazés slopikliy struktturinés formulés.
Junginiai VD5, VD6 ir VD20 skiriasi pakaitu R. Sie junginiai pirma karta susintetinti
Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijoje (junginius sintetino
Dr. V. Dudutieng¢).
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3.3. bCA II — TFMSA jungimosi reakcijos protonizacijos skaiiaus ir
baltymo aktyviajame centre esancio hidroksido jono protonizacijos pK,
reik§més nustatymas

Detaliam karboanhidrazés jungimosi su sulfonamidiniais slopikliais supratimui, svarbu
nustatyti karboanhidrazés aktyviajame centre esan¢io, Zn’" koordinuojan¢io hidroksido jono
protonizacijos pK,. Taciau Sia pK, vertg¢ biity sudétinga iSmatuoti pvz., titruojant baltyma
rugstimi ar Sarmu (kaip tai daroma sulfonamidiniy junginiy atveju). Ja nustatyti galima ITC
metodu, iSmatuojant jungimosi termodinamika skirtinga protonizacijos entalpija turinéiuose
buferiuose, platiame pH intervale (Matulis and Todd, 2004). Susijusiy protonizacijos reakciju
itakos jungimosi reakcijai jvertinimo metoda apras¢ Baker ir Murphy (Baker and Murphy, 1996).

Siame darbe matuotas jau¢io karboanhidrazés 11 (bCA II) jungimasis su karboanhidrazés
ligandu — trifluormetansulfonamidu (TFMSA), kurio protonizacijos termodinamika yra iStirta
(Matulis and Todd, 2004). Sis baltymas daZnai naudojamas kaip modelinis naujy potencialiy
ligandy jungimosi matavimams, tode¢l yra svarbu Zinoti tikslias §io jungimosi termodinamines
charakteristikas. bCA II — TFMSA jungimasis tirtas dviejuose skirtinga protonizacijos entalpija
turin¢iuose buferiuose — Tris ir fosfatiniame — pH intervale nuo 5 iki 10, 25°C temperatiiroje.

Sios matavimy serijos metu nustatome bendra susijusiose reakcijose iSskirty ar sunaudoty
protony skaiciy n. Protonizacijos skaiciy taip pat galime teoriSkai apskaiciuoti zinodami ligando
sulfonamidinés grupés protonizacijos ir Zn>* koordinuojan&io hidroksido jono protonizacijos pK,
vertes:

12 = PKasutionamido | ()~ PKa-zn-vandens ~PH N2
n = Kafsu[/bnam[doKaonfvandem [H ] _ 10 ] () prmvander — (1 0" ) (3 0)
teor [H+ ]2 +K [H+ ] +K K - (1 Opr )2 + 1O*PKW\u//mmmmlOpr + 1inH\'U,f()M{/HH(l()lo_pKufznf\um/un\

a—sulfonamido™ ™ a—Zn—vandens

a—sulfonamido

Kadangi TFMSA sulfonamidinés grupés protonizacijos pK, reikSmé yra zema (6.1), Siuo
atveju priitmame, kad pKy sifonamido < PKa-zn-vandens- Priklausomai nuo pH, protony skaicius gali
kisti nuo -1 iki 1. Kai pH < pK suponamido < PKa-zn-vandens, 1 artés prie -1, t.y. ligando jungimosi
metu vienas protonas bus islaisvintas ir ji suri§ buferis. Sis protonas susidaro sulfonamidinés
grupés deprotonizacijos metu. Aukstuose pH, kai pH > pK, zn-vandens > PKa-suifonamido, 1 artés prie 1
— viena protona suri$ hidroksido anijonas, kompleksuotas su karboanhidrazés aktyviojo centro

cinko jonu.
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PanaSiai galime apskaiCiuoti atskirai suriSty ar iSlaisvinty protonuy skaiciy abiejuose
procesuose — CA aktyviojo centro hidroksido protonizacijos:

10 —PK o sulfonamido 10~ PK o zu—vandens

nZn—vandens = (1 0— pH )2 + 1 O—PK a—sulfonamido 1 0— pH + 1 O—PK a-sulfonamido 1 0* PK 70 vandens (3 ])
ir sulfonamidinés grupés deprotonizacijos:
_ 1 0— pH N2

nsulfonamid" = (1 0 pH )2 +1 O‘PK assulfonanido | O—PH +1 O‘PK a-sulfonanido | O—PK a—Zn—vandens

Bendras karboanhidrazés — sulfonamidinio ligando jungimosi reakcijos protonizacijos
skaiCius (pav. 3.7):

=N onamido + M an—vandens (33)

3.7 pav. raudona kreivé Zymi karboanhidrazés aktyviojo centro bivi: emame pH Zn*"
koordinuoja vandens molekul¢ ir R2 reakcija nevyksta, o aukStame pH OH protonizacijai
sunaudojamas vienas H' jonas. Mélyna kreivé rodo ligando sulfonamidinés grupés
deprotonizacijos metu (reakcija R3) iSlaisvinamy protonu skaiciy — zemame pH §ios reakcijos
metu  iSskiriamas  vienas  protonas.  Violetiné  kreivé @ —  suminio  abiejose

protonizacijos/deprotonizacijos reakcijose (R2 ir R3) isskirty/sunaudoty protony skaiciaus

kitimas pH intervale 5-10.
— Nzn.vandens

nTFMSA
n

—nNn

eksp.

teor.

pH

3.7 pav. bCA II — TFMSA jungimosi reakcijos protonizacijos skaiciaus priklausomybé
nuo pH. TaSkai atitinka eksperimentinius duomenis, kreivés — (31) — (33) lygtimis apraSyta
teorinj modelj.
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Bendrojo teoriniy kreiviy parametry taikymo pagal eksperimentinius duomenis biidu
apskai¢iuojame bCA II aktyviojo centro hidroksido protonizacijos pK, reikSme — 7.3.

Kai zinome ligando sulfonamidinés grupés bei karboanhidrazés aktyviajame centre su
cinko jonu koordinuotos vandens molekulés protonizacijos/deprotonizacijos entalpijas bei abiejy
reakcijy protonizacijos skaicius, galime apskaiCiuoti stebimaja entalpija bet kuriame pH (pav.
3.8):

A

H=AH, +n AH

steb sulfonamido sulfonamido + P71 vandens AI—IZn—vandens —n bufé)‘iaAH buferio (34)

¢ia Hy yra ,tikroji* jungimosi reakcijos R1 entalpija, AHponamido yra sulfonamidinio ligando
protonizacijos entalpija. AHp,ri, yra buferio protonizacijos entalpija. Pvz., 25°C temperatiiroje
Tris protonizacijos entalpija yra -47,45 klJ/mol, o fosfato — -5,10 kJ/mol (Matulis and Todd,
2004). Daugiklis np,zri, pries buferio protonizacijos entalpijq yra ligando sulfonamidinés grupés
ir cinko vandens molekulés protonizacijos skaifiy suma su prieSingu zenklu, nes baltymo

iSlaisvinamus protonus sujungia buferis, ir atvirks¢iai.

-30F — tris apsk.
- { — fosf. apsk.
-40 F o fosf. eksp.
I A(AHbuferio) = e tris eksp.
S 201 [.42.35 k/mol P
g _60 -_ A(AHbuferio) =
2 I 42.35 kJ/mol
T -70k
< I

o
o
T T

©
o
T
—o—

_100 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1

pH
3.8 pav. Stebimosios bCA II — TFMSA jungimosi reakcijos entalpijos AHges
priklausomybés nuo pH dviejuose skirtinga protonizacijos entalpija turin¢iuose buferiuose — tris
ir fosfatiniame, eksperimentiniy duomeny palyginimas su (34) lygtimi apraSyto modelio
kreivémis. Taskai atitinka eksperimentiSkai iSmatuotas vertes, kreivés — (34) lygtimi aprasyta
modelj.

Zemame pH vyksta ligando sulfonamidinés grupés deprotonizacija ir atitinkamai —
buferio protonizacija. Skirtumas tarp tris ir fosfato protonizacijos entalpiju A(AHpyperio) = AH yis-
AHp,=-42.35 kJ/mol. Aukstame pH — prieSingai — vyksta buferio protonizacija ir A(AHpyferio) =
42.35 kJ/mol.
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Jei TFMSA — bCA 1I jungimosi reakcija vykty buferyje, kurio protonizacijos entalpija
lygi nuliui, stebimoji eksperimentiné entalpija biity tokia, kaip pavaizduota 3.9 pav. Horizontali
linija todo tikraja jungimosi reakcijos (atitinkangio R1 lygti) entalpija (-45 kJ/mol). Zemame pH
jungimosi entalpija yra maziau egzotermine, nes vyksta sulfonamidinio slopiklio deprotonizacija
(endoterminis procesas, kurio entalpija 21 kJ/mol), o aukStame pH stebimoji entalpija yra labiau
egzoterming, nes vyksta karboanhidrazés aktyviojo centro cinko jona koordinuojancio hidroksido

jono protonizacija (egzoterminis procesas, kurio entalpija -42 kJ/mol).

-20 FAHysa=21 kd/mol

A
L 1) [0}
-40 v\\

i)
£ 7y
2
- 90T AHy1 andens=-42 kJ/imol
<
-80 | N
pKa»TFMSA pKa—Zn-vandens (o) A
(¢]
-100 1 | 1 1 1 L 1 1
4 5 6 7 8 9 10 11

pH
3.9 pav. TFMSA — bCA 1II jungimosi metu vykstanciy reakciju entalpiju atskyrimas.
TaSkai zymi eksperimentinius duomenis, raudona ties¢ — tikraja jungimosi reakcijos entalpija,
nepriklausoma nuo pH, mélyna kreivé — teorini stebimosios entalpijos modeli, aprasyta (35)
lygtimi.

Stebimosios entalpijos priklausomybés nuo pH teoriné kreivé apraSoma lygtimi:

AH,, =AH,+n

AH sulfonamido +n anvandensAH Zn—vandens (3 5)

sulfonamido

Pagal §i modelj, did¢jant cinka koordinuojancios vandens molekulés pK, reikSmei,
stebimosios entalpijos priklausomybés nuo pH kreivése vis labiau ryskéja du linkiai — pirmasis
mazdaug ties sulfonamidinés grupés protonizacijos pK, reikSme, antrasis — ties Zn-vandens

protonizacijos pK, reikSme (pav. 3.10).
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3.10 pav. Sulfonamidinio junginio — karboanhidrazés jungimosi reakcijos stebimosios
entalpijos priklausomybé nuo pH, kai buferio protonizacijos entalpija lygi nuliui (modeliavimo
rezultatas). Skirtingy spalvy kreivés Zymi entalpijos kitima, esant skirtingoms aktyviojo centro
Zn-vandens pK, reikSméms. Skai¢iavimuose naudota sulfonamidinés grupés pK, = 6.1 (TFMSA
sulfonamidinés grupés pK,).

3.4. hCA XIV klonavimas, ekspresija, gryninimas

Jungimosi termodinamikos tyrimams sukonstruotas N-gale heksahistidinini inkarg turintis
zmogaus karboanhidrazés XIV konstruktas (16 — 285 aminortigstys), atitinkantis pilno zmogaus

baltymo uZzlasteling dali, kurioje yra fermento aktyvusis centras (pav. 3.11)

Transtnetnbraning Citoplazming

Signaling sela TT&asteling dalis spirale daliz
1-15 156-290 291-311  312-337
HHHHHHL J
16-285

3.11 pav. CA XIV konstruktas.

hCAI14 geno dalis, koduojanti uzlasteling baltymo dali, ikelta i bakteriju ekspresini
vektoriy pET15b, turintj IPTG indukuojama promotoriy (pav. 3.12)
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3.12 pav. hCAI14 klonavimo schema. Vektorius pCMV-Sport6 su CAI4 genu (i$
kompanijos RZPD) hidrolizuotas restrikcijos endonukleazémis Gsul ir Xmil, atlikus
preparatyving DNR elektroforeze agaroziniame gelyje, reikiamas 810 bp fragmentas i§grynintas
1§ gelio ir bukais galais isiiitas 1 BamHI restrikcijos endonukleaze hidrolizuota bakteriju
ekspresinj vektoriy pET15b.

hCA XIV ekspresuotas Escherichia coli kamiene BL21(DE3). Tikslinis baltymas
ekspresuojasi intarpiniy ktineliy pavidalu (pav. 3.13) (keiCiant ekspresijos salygas — Zeminant
auginimo temperatiira, mazinant induktoriaus koncentracija ir kt. tirpaus baltymo gauti

nepavyko).
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3.13 pav. hCA XIV ekspresija (NDS-PAAG). Takeliuose: 1 — prie§ indukcija (bendras
lizatas); 2, 3 ir 4 — po indukcijos (0.5 mM IPTG, 0.5 mM ZnSO4 2 val., 37°C): 2 — bendras
lizatas, 3 — netirpi frakcija, 4 — tirpi frakcija.

chromatografijos metodu su papildoma renatiiracijos stadija (neigiamas karbamido
koncentracijos gradientas nuo 4 M iki 0 M) (pav. 3.14). Gautas baltyminis preparatas turéjo ~2.5

nmol/(minxpg) fermentini aktyvuma.
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3.14 pav. hCA XIV gryninimo imobilizuoty metaly jonuy chromatografijos metodu
rezultatai (NDS-PAAG). Takeliuose: 1 — intarpiniy kiineliy frakcija, 2 — chromatografijos metu
nesisorbavusiy baltymy frakcija, 3 — 9 — chromatografijos frakcijos su tiksliniu baltymu.
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3.5. Trijy karboanhidrazés izofermenty sgveikos su sulfonamidiniais

ligandais palyginimas

Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu buvo iSmatuotas trijy karboanhidrazés formy
— jaucio II (bCA 1II), zmogaus I (hCA II) ir zmogaus karboanhidrazés XIV aktyviojo centro
domeno (hCA XIV) (3.4. skyrius) jungimosi su sulfonamidiniais slopikliais TFMSA, AZM,
EZA, VD5, VD6, VD20, PFS (formulés pateiktos pav. 3.6) metu iSskiriama Siluma. Jungimasis
tirtas tris buferyje, pH 7.0.

Kaip minéta, karboanhidrazés — sulfonamidinio ligando jungimosi stipruma jtakoja
ligando sulfonamidinés grupés ir baltymo aktyviajame centre esancio hidroksido jono,
koordinuojancio Zn2+, protonizacijos pK, reikSmes (kuo zemesné pK, suifonamido 1t aukstesné pK,.
Zn-vandens, t10 jungimasis stipresnis dél cinko jono — sulfonamidinés grupés azoto saveikos). Taciau
Si saveika néra vienintelé, lemianti jungimosi stipruma, todél 3.2 lenteléje pateiktos triju
karboanhidrazés izofermenty — sulfonamidiniy slopikliy jungimosi konstantos neiSsidésto

tiesiogiai pagal sulfonamidinés grupés pK, reikSmes, nors bendra tendencija islieka.

3.2 lentelé. Skirtingy karboanhidrazés izofermenty — sulfonamidiniy ligandy pory
stebimosios jungimosi konstantos, M™ (tris, pH 7, 25°C). Matavimo paklaida jungimosi
konstantos nustatymui ~10%.

bCA II hCA 1
Ligandas pKa—sulfonamido (pKa-Zn-vandens 73) (pKa-Zn.vgndgns 85) hCA XIV
ITC Fluoresc.

TFMSA 6.1 5.3E+06 5.0E+06" 1.3E+07 1.7E+06
AZM 7.3 5.0E+06 4.5E+06° 3.1E+06
EZA 8.0 1.0E+07 9.2E+06 1.2E+06
VD5 9.9 9.9E+05 5.0E+05° 2.2E+06 2.2E+06
VD6 9.9 4.7E+06 8.0E+05" 2.3E+06 6.4E+05
VD20 9.9 5.9E+05 7.0E+05” 1.8E+06 2.5E+06
PFS 8.1 1.9E+06 2.5E+06° 2.9E+06

“ - (Matulis et al., 2005), * — Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo laboratorijos
nepublikuoti rezultatai (Z. Toleikis)

Palyginimui 3.2 lentel¢je pateiktos jaucio karboanhidrazeés II — sulfonamidiniy slopikliy

jungimosi konstantos, nustatytos fluorescenciniu baltymo stabilumo tyrimo metodu pagal
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baltymo ir baltymo-ligando komplekso lydymosi temperatiiry skirtuma, naudojant fluorescencing

zymg l-anilino-8-naftaleno sulfonata (Matulis et al., 2005).
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3.15 pav. Jungimosi reakcijy, kurioms su skirtinga jungimosi konstanta, budingi
rezultatai. Ky(A) > K, (B) > Ky, (C). A — bCA II — EZA jungimasis, B — bCA II — PFS, C — bCA
IT — VD6. Kairéje puséje pateikiami pirminiai duomenys, desSinéje — integruotos kreives.

Taciau stebimosios jungimosi konstantos verté nesuteikia informacijos apie baltymo —
ligando saveikos termodinamini mechanizma. Reikia apskaiCiuoti ,.tikruosius®“ jungimosi

reakcijos parametrus, atitinkancius R1 lygti. Tod¢l pagal gautus rezultatus, taikant (34) lygti,
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apskaiciuota tikroji karboanhidrazés — ligando jungimosi reakcijos entalpija (3.3 lentelé). Si
entalpija nepriklauso nuo protonizacijos — deprotonizacijos reakciju Siluminiy efekty ir atitinka
vandens molekulés pakeitimo deprotonizuota slopiklio molekule metu iSsiskiriancia Siluma. Tik
Sia ,tikraja*™ jungimosi entalpija galima koreliuoti su saveikos struktiiriniais parametrais, tokiais

kaip saveikaujancio pavirSiaus plotas ir pan.

3.3 lentelé. Triju karboanhidrazés izofermenty — bCA II, hCA I ir hCA XIV jungimosi su
sulfonamidiniais slopikliais entalpijos skai¢iavimas. hCA I aktyviojo centro vandens molekulés,
koordinuotos su Zn®", hidratacijos termodinaminiai duomenys i§ (D. Matulis, nepublikuoti
duomenys). Matavimo paklaida jungimosi entalpijos nustatymui, ~6 kJ/mol.

TFMSA AZM EZA VD5 VD6 VD20  PFS

AH guitonamido 21 23 81 719 67 78 1.7
Nsulfonamido 0.08  -0.51 -0.87 -099 -099 -0.99 -0.89
AHpuferio 47.4 474 474 474 474 474 474
Mbuferio -0.23 023 -023 -023 -023 -023 -0.23
AH,ye, -40 111 -120 50 -63 -12 52
AH 7y -vandens -42 42 42 42 A2 -42 -42
bCA II
N vandens 0.31 031 031 031 031 031 031
AHo -40 120 -124 56  -68 -18 -59
AH,ye, -68 52 71 75 <117 54 -116
AH 7y -vandens -33 33 33 33 233 -33 -33
hCA T
N vandens 0.03 003 003 003 003 003 003
AHo -66 60 -74 80 -120 -58  -120
hCAXIV ~ AH, -49 35 22 -18 -36

Palankiausios apskaiciuotos karboanhidrazés — ligando jungimosi ,,tikrosios* entalpijos
gautos jaucio II karboanhidrazei jungiantis su AZM ir EZA, o Zzmogaus | karboanhidrazei — su
VD6 ir PFS. hCA XIV ,tikryjy* jungimosi su sulfonamidiniais ligandais entalpiju suskaiciuoti
negalime, nes néra nustatyta Sio baltymo aktyviajame centre esancio hidroksido jono
protonizacijos pK, reikSme ir protonozacijos entalpijos verte.

Zinant ,tikraja karboanhidrazés — sulfonamidinio ligando jungimosi entalpija, taip pat

pagal (25) formulg apskaiCiavus ,.tikraja“ jungimosi konstanta ir i§ jos pagal (22) formulg —
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»tikraja“ jungimosi proceso laisvaja Gibso energija, galima jvertinti entalpijos ir entropijos indéli
jungimosi stiprumui. Kaip parodyta 3.16 pav., beveik visose tirtose karboanhidrazés —
sulfonamidinio ligando jungimosi reakcijose dominuoja entalpijos indélis jungimosi laisvajai
energijai, o entropinis komponentas daugeliu atvejy yra netgi nepalankus. Sie rezultatai rodo, kad
tirti ligandai savitai atpazista karboanhidrazés aktyvyji centra. Ypac tai pasakytina apie
Biotechnologijos institute susintetintus VD5/6/20 junginius, kuriy ,,tikroji* jungimosi su hCA I
konstanta yra net 10° M eilés (3.4 lentel¢). Siy junginiy sulfonamididinés grupés protonizacijos
pK, reikSme yra gana auksta (9.9), lyginant su pvz., TFMSA pK, (6.1); tai atspindi ir stebimosios
jungimosi konstantos vertés — TFMSA jungiasi su karboanhidrazémis Siek tiek stipriau nei
VD5/6/20 junginiai (3.2 lentel¢). Taciau jvertinus ,tikrasias* jungimosi konstantos vertes
pastebime, kad VD5/6/20 junginiai karboanhidraziy aktyvyji centra atpazista savifiau nei
TFMSA (3.4 lentel¢). Taigi VD5/6/20 galéty buti geri pradiniai junginiai tam tikriy
karboanhidraziy izofermenty sulfonamidiniy slopikliy kiirimui — jie jungiasi prie karboanhidraziy
pakankamai stipriai (Kp_sep ~10° M']) ir savitai atpazista baltymo aktyviojo centro kiSen¢

(,.tikroji* K, ~10° M™).

3.4 lentelé. ,, Tikrosios* bCA II ir hCA I — sulfonamidiniy slopikliy jungimosi konstantos,
M, apskaitiuotos pagal (25) lygti.

bCA II hCA 1

TFMSA 9.0E+6 2.2E+7
AZM 2.3E+7 1.4E+7
EZA 1.7E+8 1.5E+8
VDS 1.2E+9 2.6E+9
VD6 5.7E+9 2.8E+9
VD20 7.0E+8 2.2E+9
PFS 3.8E+7 5.9E+7

Pav. 3.16 pateikti rezultatai patvirtina teigini, kad vien reakcijos laisvosios energijos
nustatymas suteikia mazai informacijos apie jungimosi procesa: dél entalpijos — entropijos
kompensacijos visy reakciju AG vertés yra gana artimos, kinta ~15 kJ/mol ribose. Tuo tarpu AH
ir TAS verciy variacija yra zymiai didesné. Ypac didelis bCA Il — EZA, bCA 11 — AZM, hCA I —

VD6 ir hCA I — PFS entalpijos indélis jungimosi reakcijos laisvajai energijai.
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3.16 pav. ,Tikrosios* karboanhidrazés — sulfonamidinio ligando jungimosi reakcijos
entalpinio ir entropinio komponenty indélis laisvajai energijai: A — sulfonamidiniy slopikliy
jungimasis su bCA 11, B —su hCA L.

Daugeliu atvejuy pagal stebimosios jungimosi kontantos verte hCA 1 su sulfonamidiniais
ligandais jungiasi stipriau nei bCA II ir tai galima paaiskinti tuo, kad skiriasi Siy baltymy
aktyviajame centre esancio hidroksido jono protonizacijos pK, reikSmés (hCA I > bCA 1I) (3.2
lentel¢). hCA XIV su tirtais sulfonamidiniais ligandais jungiasi silpniau nei bCA II ir hCA 1. Tai
galéty lemti pvz., Zemesné §io baltymo aktyviajame centre esancio hidroksido jono protonizacijos
pK, reikSmé, taciau ji eksperimentiskai néra nustatyta. Taip pat silpnesni jungimasi galéty jtakoti
baltymo aktyviojo centro struktiiros ypatumai. Kaip parodyta pav. 3.17, CA XIV (paveikslélyje

pateikta pelés homologo struktira, nes zmogaus CA XIV struktiira neiSsprgsta) aktyviojo centro
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kiSen¢ viena kryptimi yra panaSaus dydZzio kaip ir bCA II bei hCA 1, o kita kryptimi — zZymiai
ilgesné. Galbut erdviskai mazesniy ligandy jungimosi su hCA XIV metu susidaro maziau

tiesioginiy baltymo — ligando saveiky.

#

bCAII (PDBID 1V9E)  hCAI(PDBID 1AZM)  mCA XIV (PDB ID 1RJ6)

3.17 pav. bCA II, hCA T ir mCA XIV aktyviyju centry pavirsiy palyginimas.

Detalesniam tirty karboanhidraziy izofermenty — sulfonamidiniy slopikliy jungimosi
tvertinimui ir atskiry aminortig§éiy — ligando molekulés saveiky identifikavimui Siuo metu

nepakanka kristalografiniy duomeny.
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ISVADOS

Pagal izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu iSmatuotas stebimyjy jungimosi
entalpiju vertes, su sulfonamidiniais junginiais stipriausiai jungiasi hCA 1, silpniau bCA

11, dar silpniau hCA XIV.

Karboanhidrazés — sulfonamidiniy slopikliy stebimosios jungimosi konstantos nei$sidésto
tiesiogiai pagal pK, reikSmes, taCiau bendra tendencija iSlieka: kuo zemesné pK. suonamido
ir aukStesné¢ pK, zivandenss tuo stebimas jungimasis stipresnis dél cinko jono -
sulfonamidinés grupés azoto saveikos. Stebimuyjy jungimosi konstanty eilés:

hCA I TFMSA > EZA > AZM > PES > VD6 > VD5 > VD20

bCA 1II: EZA > TFMSA > AZM > VD6 > PFS > VD5 > VD20

Karboanhidrazés — sulfonamidinio ligando jungimosi metu vyksta maziausiai keturios
susijusios reakcijos: 1) karboanhidrazés aktyviajame centre koordinuotos vandens
molekulés  pakeitimas  deprotonizuota  sulfonamidinio ligando molekule, 2)
karboanhidrazés aktyviajame centre koordinuoto hidroksido jono protonizacija, 3) ligando
sulfonamidinés grupés deprotonizacija, 4) buferio protonizacija/deprotonizacija.
Kiekviena i§ Siy reakcijy prisideda prie bendry stebimyjy reakcijos termodinaminiy

parametry: AH, AG, AS.

Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu nustatyta jaucio II karboanhidrazés
aktyviajame centre esan&io hidroksido jono, koordinuoto su Zn** jonu, protonizacijos

entalpija -42 kJ/mol, pK, reik§mé lygi 7.3.

Daugumos tirty karboanhidrazés izofermenty — sulfonamidiniuy slopikliy jungimosi
reakcijy laisvaja Gibso energija labiausiai lemia palankus jungimosi entalpijos pokytis, ir

silpnesnis nepalankus entropijos pokytis.

Pagal ,tikrasias® karboanhidraziy — sulfonamidiniy ligandy jungimosi konstantas,
efektyviausiai su karboanhidrazémis jungiasi nauji Biotechnologijos institute susintetinti
VD5/6/20 junginiai (7x10° — 5.7x10° M™). Tirty sulfonamidiniy karboanhidrazés

slopikliy savitumas baltymo aktyviajam centrui i$sidésto tokia eile:

hCA I/bCA 11 VD6 > VD5 > VD20 > EZA > PFS > AZM > TFMSA.
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Summary

Thermodynamic Mechanism of Carbonic Anhydrase — Sulfonamide Inhibitor

Interaction by Isothermal Titration Calorimetry

Carbonic anhydrases are widely-spread enzymes, present in mammals in at least 16
different isoforms. Inhibition of these enzymes may be exploited clinically in the treatment or
prevention of a variety of disorders, such as glaucoma and cancer.

In the present study the thermodynamics of interaction between three carbonic anhydrase
isoenzymes, namely — bovine carbonic anhydrase II, human carbonic anhydrases I and XIV, and
seven sulfonamide derivatives was studied by isothermal titration calorimetry. The contribution
of four linked reactions, ( 1) displacement of water molecule in the protein active site by a
deprotonated sulfonamide group of the ligand, 2) protonation of the hydroxide bound to active
site zinc ion, 3) deprotonation of sulfonamide group of the ligand, 4) protonation or
deprotonation of the buffer) to the observed thermodynamic parameters — AH, AG and AS — was
evaluated and the “intrinsic” binding parameters, independent of pH and buffer, were calculated.
It was estimated that new compounds, synthesized at the Institute of Biotechnology, recognize
the active site cleft of carbonic anhydrases more specifically when compared to some classic

carbonic anhydrase inhibitors.
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