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[VADAS

Karboanhidrazés tai Zn metalofermentai, paplite visose gyvosios gamtos karalystése.
Jos katalizuoja esming fiziologiniams procesams reakcija — griZztamaja anglies dioksido
hidratacija. Zmogaus organizme nustatytos 15 §io fermento izoformu, jos yra i$sidés¢iusios
skirtinguose lastelés kompartmentuose, nevienodai pasiskirs€iusios organuose ir audiniuose.
hCA 1II yra citozolin¢ karboanhidraz¢, nustatyta létuosiuose skeleto raumenyse, kepenyse ir
riebaliniame audinyje.

Karboanhidraziy sutrikusi veikla gali lemti tam tikrus sutrikimus, charakterizuojamus
kaip nesubalansuotos anglies dvideginio hidratacijos pasekmeé, dél ko sutrinka jonuy
transportas, pakinta pH ir skysciy sekrecija. Jos yra susijusios su tokias sutrikimais, kaip
glaukoma, vézio progresavimas, nutukimas, epilepsija.

1940 m. buvo nustatyta nauja karboanhidraziy slopikliy junginiy grupé -
sulfonamidai. Daugelis ju buvo pritaikyti gydimui, taciau dauguma ty vaisty slopina
nespecifiskai didele dali karboanhidrazés izofermenty. Manoma, kad tikslinga yra ieskoti
kiekvienam karboanhidrazés izofermentui specifiSky slopikliy, kadangi jos dalyvauja
skirtinguose fiziologiniuose procesuose. Todé¢l gydant tam tikra sutrikima nebus pazeidziami
kiti svarbiis procesai.

Pirminiam slopiklio su baltymo saveikos supratimui svarbu nustatyti jungimosi
pusiausvyros konstanta ir laisvosios energijos pokyti. Baltymo saveikos su daug slopikliy
tyrimui patogus yra terminio poslinkio metodas. Taciau gilesniam supratimui svarbu nustatyti
ir kitus termodinaminius parametrus: entropijos ir entalpijos pokycius bei jungimosi
stoichiometrija. Tiesiogiai iSsiskyrusios Silumos kieki, jungimosi pusiausvyros konstanty ir

stoichiometrija galima nustatyti izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu.

Darbo tikslas: Rekombinantinés Zzmogaus karboanhidrazés III gavimas ir jungimosi
su komerciniais ir Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy laboratorijoje susintetintais

sulfonamidiniais slopikliais termodinaminiy parametry nustatymas.

Darbo uZdaviniai:
1. Zmogaus karboanhidrazés III klonavimas ir gryninimas;

2. hCA III stabilumo jvertinimas, esant jvairiems reagentams;



hCA III jungimosi su sulfonamidiniais slopikliais matavimas terminio
poslinkio metodu ir termodinaminiy parametry palyginimas su hCA I ir II;
. hCA TIII jungimosi su TFMSA matavimas izoterminio titravimo kalorimetrijos
metodu ir nustatyty termodinaminiy parametry palyginimas su hCA I ir II;

TFMSA ir VD65 slopikliy modeliavimas hCA III aktyviajame centre.



1. LITERATURINE APZVALGA

1.1. Karboanhidraziy apZvalga

Karboanhidrazés (EC 4.2.1.1), yra grupé metalofermenty turinciy Zn. Visos CA
iSskiriamos 1 4 klases (a, B, v ir 8). Jos katalizuoja esming fiziologing reakcija — griztamaja
anglies dioksido hidratacija (Hewett-Emmett ir Tashian, 1996; Lane ir Morel, 2000).

Karboanhidrazés uzima svarbig vieta tarp visy intensyviai tiriamy metalofermenty dél
keliy priezasCiu: 1) jos yra paplitusios visuose organizmuose, pradedant archéjomis,
bakterijomis, dumbliais ir augalais baigiant gyviinais tarp ju ir stuburiniais; 2) ju fiziologiné
funkcija yra esminé visiems organizmams, kadangi karboanhidrazés katalizuoja labai svarbia
fiziologine reakcija: griztamaja anglies dioksido hidratacija. Si reakcija yra svarbi kvépavimui
ir CO, transportui tarp metabolizuojanciy audiniy ir pasalinimo sriciy, elektrolity sekrecijai
vairiuose audiniuose ir organuose, pH reguliacijai ir homeostazei, CO, fiksacijai (dumbliams
ir augalams), keletui fiziologiniy reakcijy, tokioms kaip gliukoneogenezei, lipogenezei ir
ureagenezei, kauly rezorbcijai, kalcifikacijai; 3) Siy fermenty slopinimas ar aktyvinimas gali
bati pritaikytas jvairiy sutrikimy gydymui (Pastorekova et al., 2004; Esbaugh ir Tufts, 2006;

Supuran ir Scozzafava, 2007).

1.1.1. Karboanhidraziy klasés

CA yra placiai paplit¢ Zn metalofermentai. Jie nustatyti ir prokariotuose ir
eukariotuose. ISskiriamos keturios CA klasés, kurios neturi amino rtigsciy sekos ir erdvinés
struktiiros panasumy, kas rodo ju nepriklausoma kilme (Liljas ir Laurberg, 2000): oa-CA
(sutinkama stuburiniuose, bakterijose, dumbliuose ir augaly citoplazmoje), B-CA (daugiausia
randamos bakterijose, dumbliuose ir augaluose), y-CA (daugiausia archéjose bei keliose
bakterijose) ir 0-CA (jiiriniuose diatomiuose dumbliuose) (Liljas ir Laurberg, 2000;
Pastorekova et al., 2004; Supuran ir Scozzafava, 2007).

Siy keturiy klasiy CA tretinés ir ketvirtinés struktiiros taip pat nepanasios, tatiau visos
jos aktyviajame centre turi Zn*" jona ir labai panasias katalitinias savybes (Kisker et al., 1996;

Lindskog, 1997; Mitsuhashi et al., 2000). Kinetiniai tyrimai parodé, kad katalizuojamai CO,



hidratacijos reakcijai visoms CA klaséms biidingas dviejy stadijy mechanizmas (Supuran ir
Scozzafava, 2007).

Pirmoji CA buvo iSskirta i§ Zzinduoliy eritrocity 1933 m. ir priskirta a klasei.
Nustatyta, kad ji savo sudétyje turi Zn (Keilin ir Mann, 1940). Stuburiniy gyviiny organizme
nustatyta tik a klasés CA. Taip pat jos nustatytos ir prokariotuose (Hewett-Emmett ir Tashian,
1996; Smith et al., 1999; Chirica et al., 2001). o CA yra monomerinis baltymas. Zn yra
issidéstes 15 A plysyje ir koordinuojamas 3 konservatyviy His liekany (Liljas et al., 1994;
Supuran et al., 2003; Hilvo et al., 2005).

Charakterizavus CA iSskirta i§ augaly ir tam tikry bakterijy ir nustacius jos seka,
pasirodé¢, kad tai oligomerinis baltymas ir neturi jokio sekos panasumo su o CA (Hewett-
Emmett ir Tashian, 1996). Si forma buvo priskirta p CA klasei. Toliau buvo i$skirta CA i3
archéjy ir priskirta y CA klasei ir vélgi amino rigs¢iy seka nebuvo panasi | anks¢iau tyrinétas
CA (Alber ir Ferry, 1994). B klas¢ labai skiriasi nuo a ir y, kadangi o klasés CA dauguma yra
monomerai, y — trimerai, o  klasés CA yra dimerai, tetrametrai, heksamerai ir oktamerai, kas
rodo, kad pagrindinis struktiros elementas yra dimeras (Kimber ir Pai, 2000). Be to, y CA
Zn(Il) yra koordinuojamas dviejy konservatyviy Cys ir vienos konservatyvios His liekanos
(Mitsuhashi et al., 2000). B klasés CA yra kur kas jvairesnés nei a ir y klasés (Smith et al.,
1999). a CA Zn(Il) yra aktyviajame centre monomero griovyje, o B-CA ir y-CA Zn(Il)
i$sidéstes tarp monomery oligomeruose (Supuran ir Scozzafava, 2007).

v klasés CA daugiausia nustatyta archéjose (Tripp et al., 2001). Tai homotrimeras,
kuriam budinga B-spiraliy struktira (Kisker et al., 1996). Kitaip negu a klasés fermentai y
klasés CA nepasizymi esteraziniu aktyvumu ir slopinimu sulfonamidiniais slopikliais. Metalas
koordinuojamas 3 His liekany tetraedrine geometrija, kaip monomerin¢je a CA, taciau y CA
dvi His liekanos i§ vieno monomero, o vieno His — i§ gretimo (Iverson et al., 2000).

0 CA nustatyta juriniuose diatomiuose dumbliuose, ji kaip ir a-CA yra monomerinis
baltymas ir Zn(II) koordinuojamas triju His liekany ir vandens molekulés kaip ir a klasés
karboanhidraziy. Be to, aktyvaus centro geometrija yra panasi i a klasés fermenty (Cox et al.,

2000).

1.1.2. o karboanhidraziy katalizuojamos reakcijos

Karboanhidrazés katalizuoja griztama anglies dioksido hidratacijos reakcija. Visoms

CA klaséms budinga dvieju stadiju reakcija: CO, nukleofiliné ataka ir baltymo aktyvios



formos regeneravimas. Geriausiai iStirtas Zinduoliy karboanhidraziy katalizuojamos reakcijos
mechanizmas. Jis biidingas ir kitoms klaséms. Be to, a CA budingos ir kitos reakcijos.

Pagrindiniai CA katalizuojamai reakcijai esminis yra Zn** jonas. Rentgeno spinduliy
difrakcijos kristalografiniais duomenimis nustatyta, kad o CA Zn(II) jonas yra i$sidéstes 15A
gylio aktyviajame centre, koordinuojamas trijy histidino liekany (His94, His96 ir His119) ir
vandens arba hidroksilo jono. Vandens molekulé, prisijungusi prie Zn(Il), vandeniliniais
rySiais saveikauja su Trn199 v-O, kuris savo ruoztu vandeniliniais rySiais saveikauja su
Glul06 karboksilo grupe. Sios saveikos padidina prie Zn(I) prisijungusio vandens
nukleofiliSkuma bei tinkamai orientuoja nukleofilinei atakai substrata (CO,). (1.1 pav.) (Liljas
et al., 1994; Hilvo et al., 2005; Supuran ir Scozzafava, 2007).

o]

Thr199 ﬁ)LN/
H
1.1 pav. Hidroksilo jono saveika su karboanhidrazés

o Zn . v . .
aktyvaus centro amino rugs$céiy lieknomis (Supuran
Y 7 \\ His119 yvau £5¢IL (Supu

i ir Scozzafava, 2007).
Glutos © His94 | isos ’ )

Kai prie Zn(Il) yra prisijunggs hidroksilo jonas, fermentas yra aktyvios formos (1.2
pav. A). Stiprus nukleofilas atakuoja CO,, esanti hidrofobinéje kiSenéje (hCA II atveju —
Leul98, Vall31, Vall43) (1.2 pav. B) ir galiausiai susidaro bikarbonatas, koordinuojamas
Zn(Il) (1.2 pav. C). Tada bikarbonatas pakei¢iamas vandeniu ir iSlaisvinamas i terpg, o Si
rugstiné fermento forma yra neaktyvi (1.2 pav. D). Zn(Il) jonas elgiasi kaip Levis ragstis ir
sumazina vandens pK, nuo 14 iki 7. Toliau baltymas regeneruojamas pernesant protona nuo
vandens amino rigsties liekanos (hCA I, II, IV His64) arba buferio, esancio aktyviajame
centre (Supuran et al., 2003; Elder et al., 2007; Supuran ir Scozzafava, 2007):

EZn** —OH™ +CO, < EZn** — HCO;

Zn** —HCO; + H,0 < EZn** —OH, + HCO;

EZn** —OH, < EZn** ~OH +H"

Reakcijos greiti limituojanti stadija yra protono perneSimas. KatalitiSkai labai
aktyviuose fermentuose (CA II, IV, VII, IX) procesa pagreitina histidino liekana, esanti Salia
aktyvaus centro i¢jimo (His64) ar histidiny klasteris, kuris tiesiogiai perduoda protona nuo
vandens, prisijungusio prie Zn(Il) i iSor¢. Tokiu biidu labai efektyviai regeneruojama aktyvi

fermento forma (Fisher et al., 2005).



Hidrofobiné kisené

Val 121
Val 143
Leu 198

"OH
2+
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+CO, OH
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A B
'BH+\ B
OH, o
H
2+ \O
Zn H,O <(
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- — Z
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1.2 pav. Schematiskas a-CA katalizuojamos CO, hidratacijos mechanizmas (Supuran
ir Scozzafava, 2007).

Taip pat nustatyta, kad CA katalizuoja ne tik griztamaja CO, hidratacija (1 lentelé, 1
reakcija), bet ir cianido hidratacijos reakcija iki karbamido riigsties (2 reakcija), cianamido —
iki karbamido (3), aldehidy hidratacija iki gem-dioliy (4), karboksiliniy (5) ar sulfoniliniy (6)
esteriy hidrolize, bei kitas mazai tirtas hidrolitines reakcijas (7 — 9). Taciau iki Siol néra aiSku,
ar kitos CA atlickamos reakcijos iSskyrus CO, hidratacija turi fiziologing reikSme

(Pastorekova et al., 2004).

1.1 lentelé. a karboanhidraziy katalizuojamos reakcijos (Supuran ir Scozzafava, 2007).

O=C=0+H,0< HCO; +H" (M
O=C=NH+H,0 < H,NCOOH ©)
HN =C =NH +H,0 < H,NCONH, 3)
RCHO +H,0 < RCH(OH), €y
HRCOOAr + H,0 < RCOOH + ArOH ®)
RSO, Ar + H,0 < RSO,H + ArOH (6)
ArF + H,0 < HF + ArOH @)

(Ar = 2.4 —dinitrofenil)
PhCH,0COCI + H,0 < PhCH,OH +CO, + HCI | (8
RSO,Cl + H,0 < RSO,H + HCI ©
(R = Me; Ph)

10



1.1.3.  Zinduoliy ir Zmogaus karboanhidraziy funkcijos
Zinduoliy tarpe nustatyta 16 o-CA izofermenty arba su CA susijusiy fermenty
(zmogaus organizme nustatyta — 15, nenustatyta CA XV), skirtingai pasiskirsciusiy

audiniuose ir lastel¢je. Yra kelios citozolinés formos (CA I-1II, CA VII ir XIII), 5 prie
membranos prisijungg izofermentai (CA IV, CA IX, CA XII, CA XIV ir CA XV) dvi
mitochondrinés (CA VA ir VB) ir sekretuojama — CA VI (1.3 pav.). Be to Zzinduoliy
karboanhidrazés pasizymi skirtingu katalitiniu aktyvumu ir afiniSkumu sulfonamidiniams

slopikliams (1.2 lentel¢) (Supuran ir Scozzafava, 2007).

1.2 lentelé. Zinduoliy karboanhidraziy katalitinis aktyvumas, afiniskumas sulfonamidiniams slopikliams
ir pasiskirstymas lasteléje (Supuran ir Scozzafava, 2007).

CO; hidratacijos katalitinis | “*Tiniskumas o N
Izofermentas sulfonamidiniams Lokalizacija lasteléje
aktyvumas oy
slopikliams
CAIl Vidutiniskas Vidutiniskas Citozolis
CA Tl Didelis Labai didelis Citozolis
CA Il Labai mazas Labai mazas Citozolis
CAIV Didelis Didelis Prisijunges prie membranos
CA VA Mazas (pH 7,4) — vidutiniskas | Didelis Mitochondrija
(pH 8,1)
CA VB Didelis Didelis Mitochondrija
CA VI Vidutiniskas Didelis Sekretuojamas | seiles/piena
CA VII Didelis Labai didelis Citozolis
CARP VIII Nekatalizuoja Neturi Zn(IT) Citozolis
CA XI Vidutiniskas — didelis Didelis Transmembraninis
CARP X Nekatalizuoja Neturi Zn(II) Sekretuojamas
CARP XI Nekatalizuoja Neturi Zn(II) Sekretuojamas
CAXII Mazas Labai didelis Transmembraninis
CA XIII Vidutiniskas Vidutiniskas - didelis Citozolis
CA X1V Vidutiniskas Didelis Transmembraninis
CA XV Mazas Nezinoma Prisijunges prie membranos

Sie fermentai yra susije su esminiais fiziologiniais procesais: CO/bikarbonato
transportu tarp metabolizuojan¢iy audiniy ir plauciy, pH ir CO, homeostaze, elektrolity
sekrecija ivairiuose audiniuose/organuose, biosintetinémis reakcijomis (gliukoneogeneze,
lipogeneze ir ureageneze), kauly rezorbcija, kalcifikacija ir kt. (Pastorekova et al., 2004;
Esbaugh ir Tufts, 2006; Krishnamurthy et al., 2008).

Anglies dvideginio hidratacijos reakcija yra svarbi daugeliui biologiniy procesy: 1)
kvépavimo ir dujy apykaitos reguliavimas; 2) riig§¢iu-baziy pusiausvyros reguliavimui; 3)
regéjimui; 4) kauly vystymuisi ir funkcionavimui; 5) kalcifikacijai; 6) metabolizmui; 7)
atminciai ir signalo perdavimui; 8) skonio jutimui; 9) seiliy produkcijai; 10) kasos suliy
produkcijai; 11) jony transportui zarnyne; 12) raumeny ir nervy sistemos funkcionavimui; 13)

lastelés adaptacijai streso metu; 14) uzlastelinés terpés riigStéjimui augliuose hipoksijos
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atveju; 15) keliems biosintetiniams procesams (Svastova et al., 2004; Kivela et al., 2005;

Krishnamurthy et al., 2008).

1.3 pav. Fiziologiskai aktyviy
karboanhidrazés izofermenty
lokalizacija lasteléje (Kivela et al.,
2005).

Zinduoliy visy CA izofermenty funkcijos iki Siol néra visiSkai aiskios.
Karboanhidrazés I, IT ir IV susijusios su kvépavimu ir riig8¢iy-baziy homeostaze. Sie procesai
susij¢ su CO,/bikarbonato transportu tarp metabolizuojan¢iy audiniy ir i$skyrimo srities
(plauciy, inksty) ir pan. Kadangi izofermentai CA I, CA 1I, CA IV ir CA XII dalyvauja
bikarbonato gausiy skysc¢iu sekrecijoje akyse, jos yra susijusios ir su regéjimo procesu, ir ju
sutrikgs veikimas veda prie akisptidzio padidé¢jimo ir glaukomos. CA II taip pat svarbi kauly
formavimuisi ir funkcionavimui, tokiems procesams, kaip osteoklasty diferenciacija arba
kauly resorbcija osteoklastuose (Pastorekova et al., 2004; Supuran ir Scozzafava, 2007).

Karboanhidrazés susijusios su elektrolity sekrecija jvairiuose kituose organuose ir
audiniuose, pavyzdziui: smegeny skys¢io formavimusi, gaminant bikarbonata ir reguliuojant
pH smegeny kraujagysliniame rezginyje; seiliy produkcija; skrandzio sulCiy iSskyrimu i$
skrandzio parietaliniy lasteliy; tulzies, kasos sulCiu susidarymu, jony transportu Zarnyno
lastelése. Be to, jos dar svarbios virSkinimo trakto apsaugojimui nuo dideliy pH poky¢iy,
gemalo skyscio pH ir bikarbonato koncentracijos reguliacijai, raumeny funkcionavimui bei
lastelés adaptacijai streso metu. Kai kurios izoformos susijusios su molekulinio signalo
perdavimu, kaip pavyzdziui CA VB atveju — kasos [ lastelése insulino sekrecijos signalui. II
ir IV izoformos svarbios metabolizmo procesuose, kadangi jos produkuoja bikarbonata,
reikalinga gliukoneogenezei, riebaly riig§ciy arba pirimidiny baziy sintezei (Pastorekova et
al., 2004; Supuran ir Scozzafava, 2007). Galiausiai kai kuriy CA izofermenty (CA XI, CA

XII, CA VIII) gausu vézinése lastelése ir, manoma, kad jos susijusios su onkogeneze ir vézio
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progresavimu (Pastorekova et al., 2004; Thiry et al., 2006). Taciau vis délto kai kuriy CA
funkcija dar iki Siol néra iki galo iSaiskinta: CA I, ITI, VI, XIV ir su CA susijusiy baltymy.
Keturi CA izofermentai (hCA IV, IX, XII ir XIV) yra susijungg su membrana ir
aktyvus centras yra nukreiptas i Iastelés iSor¢. Keli ju svarbiis fiziologiniuose procesuose (CA
IV atlieka svarby fiziologini vaidmeni akyse, plauciuose ir inkstuose, CA IX — skrandzio
gleivingje ir daugelyje véziniy lasteliy, CA XII — véZinése ir normaliose epitelinése lastelése)

[3. 1,42] (Thiry et al., 2006; Supuran ir Scozzafava, 2007).

1.1.4.  Zmogaus karboanhidraziy sutrikusios veiklos lemiamos ligos

Kadangi CA dalyvauja {vairiuose svarbiuose fiziologiniuose procesuose, ju
nenormalus veikimas, reguliacija arba per didelé ekspresija gali lemti tam tikras patologijas.
Yra nustatyta nemazai sutrikimy, kurie charakterizuojami kaip nesubalansuotos CO,
hidratacijos pasekme, dél ko sutrinka jony transportas, pakinta pH, skys¢iy sekrecija ir t.t.
(Supuran et al., 2003; Pastorekova et al., 2004). Manoma, kad preparatams keiciantiems $iy
fermenty aktyvuma, galimas terapeutinis pritaikymas.

Jau yra nustatyta, kad kai kuriy CA izoformu pakitusi ekspresija lemia tam tikrus
sutrikimus. Pavyzdziui, CA IX ir CA XII padidéjusi ekspresija yra pastebéta véZinése
lastelése, be to, CA XII padidéjusi ekspresija akyse yra nustatyta glaukomos atveju.
Glaukomos atveju yra padidéjes akispudis, kadangi padidéjes bikarbonato kiekis stimuliuoja
skysCiu sekrecija. Padidéjes akispudis sumazina kraujo patekima i tinklaing, pazeidziami
Sviesai jautrios lazdelés ir kolbelés netgi akies nervas, o tai lemia apakima. Laiku pradéjus
gydyti galima i§vengti iy pasekmiy. Zinoma, kad pagrindiniai veikéjas §iame procese — CA
II, bet yra numanomas ir CA III, CA IV ir CA XII vaidmuo. Bitent CA XII ekspresija akyse
padidéja kelis kartus zmoniy serganciu glaukoma. Todél manoma, kad tai svarbus faktorius
glaukomos progresavimui (Pastorekova et al., 2004).

Manoma, kad kai kurios CA (I, CA 1V, ir CA VII) yra svarbios smegeny skyscio
susidarymui (kurio svarbus komponentas yra bikarbonatas), intrakranialiniui spaudimui ir
galvos smegeny kraujotakai. O CA XIV nustatyta aksony ir neurony membranose specifinése

smegeny vietose, kur gali paveikti nervinius signalus (Parkkila et al., 2001).

1.2. Karboanhidrazés III apZvalga
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Karboanhidraz¢ 1III yra prasCiausias anglies dvideginio hidratacijos reakcijos
katalizatorius lyginant su kitomis citozolinémis, prie membranos prisijungusiomis ar
mitochondrinémis karboanhidrazémis (Elder et al., 2007). Kaip CA I ir II ji yra citozoliné
CA, bet jos katalizinis aktyvumas siekia tik 0,3 — 1% CA 1II aktyvumo (priklausomai i§ kokio
organizmo i$skirta). Kitaip negu CA I ir CA II, kurios yra paplitusios visame organizme, CA
III yra nustatyta tik skeleto létuosiuose raumenyse (sudaro 10% citozoliniy baltymuy),
adipocituose (sudaro 24% visy tirpiy baltymy) ir kepenyse (8% tirpiy baltymuy), bet jos
pagrindiné funkcija dar iki Siol néra iSaiSkinta (Wistrand, 2002; Nishimori et al., 2007b).
Manoma, kad ji yra svarbi riebaly rigs¢iy metabolizme, kuris gyvybiSkai svarbus raumeny
veikimui, kadangi yra ekspresuojama skeleto raumeny mioziny citoplazmoje (Pastorekova et
al., 2004). Taip pat, kad ji gali buti susijusi su ATP sinteze (Liu et al., 2007). Be to buvo
parodytas jos vaidmuo cistinéje kepenuy fibroz¢je (Li ir Falany, 2007). Manoma, kad ji
dalyvauja oksidacinio streso atsake kepenyse (Yamamoto et al., 2006) ir skeleto raumenyse
(Zimmerman et al., 2004), kaip aktyviy deguonies formy gaudyklé, ir apsaugo lastelg nuo
pazeidimy (Raisanen et al., 1999).

Manoma, kad CA III gali biiti susijusi su nutukimo vystymusi. Buvo parodyta, kad CA
IIT ekspresija padidina insulinas, o sumazina leptinas (taip pat su nutukimo vystymusi susijgs
baltymas) (Alver et al., 2004). Pagrindiniai numanomi taikiniai gydant nutukimag yra
mitochondrinés CA - VA ir VB, bet norima iSaiskinti nutukimo vystymosi
biocheminius/fiziologinius procesus, susijusius su jvairiom CA, tarp ju ir CA III (Nishimori
etal., 2007b).

Sios fiziologinés/patologinés CA III funkcijos néra iki Siol iki galo i3aiSkintos,
iSskyrus antioksidantini poveiki lasteléje, kuris buvo parodytas, kad vyksta prisijungiant
glutationui prie dvieju cistejiny liekany (Cys181 ir Cys186), kurios iSsidés¢iusios baltymo
pavirSiuje. Todel gali biiti, kad pagrindiné CA III in vivo funkcija yra apsaugoti lastelg nuo
negriztamos oksidacijos ir lastelés pazeidimy (Kim ir Levine, 2005; Supuran ir Scozzafava,

2007).

1.3. Karboanhidraziy slopikliai

Kaip minéta, karboanhidrazés dalyvauja jvairiose fiziologiniuose procesuose ir ju

sutrikusi veikla lemia patologijas. Taip pat jos yra paplitusios visuose organizmuose ir
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katalizuoja gyvybiskai svarbia reakcija. Todél yra svarbu rasti tokius ju slopiklius, kurie biity
specifiski tam tikrai karboanhidraziy klasei ir izoformai.

Dvi pagrindinés CA slopikliy klasés yra: metalus kompleksuojantys anijonai ir
nepakeiciamieji sulfonamidai. Jie gali prisijungti prie Zn(Il) jono arba pakeiciant nebaltymini
Zn(II) liganda, susidarant tetraedrinei geometrijai (1.4 pav. A), arba jungiasi papildomu rySiu,
susidarant trigonalinés bipiramidés geometrijai (1.4 pav. B) (Liljas ir Laurberg, 2000;

Supuran et al., 2003; Pastorekova et al., 2004).
E-Zn™-OH, + | & E-Zn**-1 + H,O (pakeitimas)
Tetraedrinis aduktas

E-Zn™*-OH, + I & E-Zn**-OH,(I) (prisijungimas)

Trigonalinés bipiramidés aduktas

Hidrofobiné Hidrofiliné
aktyvaus centro —— aktyvaus centro
dalis / \ dalis
[ S
[ R | W
\ .,.0=8 N\ . OH,
/N- H ] ll,f \\O N f},
NH N 4
Thr 199 [ TN Zn.
/L‘“Q . \ o, His 9{ \ “His 119
" Zn His 96
M " 94/ \ “His 119
' 5% His 96
0]
N—0
!
Glu106 |
Tetraedrinis aduktas Trigonalinés bipiramidés aduktas
(sulfonamidas) (tiocianatas)
A B

1.4 pav. o-CA slopinimo mechanizmas sulfonamidiniais (A) ir anijoniniais (B)
slopikliais (Supuran ir Scozzafava, 2007).

Sulfonamidai jungiasi prie Zn(II) jono deprotonizuotoje formoje, sudarydami
tetraedring geometrija, kartu vandeniliniais rySiais susijungia su Thr199 ir Glul06. O
aromatine/heterocikline dalimi (R) slopiklis saveikauja su hidrofilinémis ir hidrofobinémis
amino rugsciy liekanomis aktyviajame centre. Anijonai gali jungtis prie jono sudarydami arba
tetraedring arba trigonalinés bipiramidés geometrija (Supuran ir Scozzafava, 2007).

Sulfonamidiniy junginiy slopinantis poveikis karboanhidrazéms buvo nustatytas jau

1940 m. Mann ir Keilin (Keilin ir Mann, 1940) ir nuo tada jie placiai naudojami medicinoje
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tvairiy sutrikimy gydymui. Jau nuo 1954 m., kaip diuretikas naudojamas acetozolamidas.
Siuo metu CA slopikliai naudojami gydyti glaukomai, kaip diuretikai, priesepilepsiniai
preparatai, skrandzio ir dvylikapirStés zarnos opos, neurologiniams sutrikimams ir
osteoporozés gydymui (Supuran et al., 2003; Supuran ir Scozzafava, 2007).

Kadangi CA izofermentai nevienodai pasiskirst¢ organizme ir turi nevienoda indelj
ivairioms patologijoms, svarbu ieskoti specifisky atskiram izofermentui slopikliy. Todél labai
daug tyrimy Sioje srityje atlickama ieSkant farmakologiniy preparaty: 1) antigliaukomos
vaisty, taikiniai — CA II ir CA XII (Supuran ir Scozzafava, 2007); 2) prieSvéziniai preparatai,
taikiniai — CA IX ir/arba CA XII (Pastorekova et al., 2004; Thiry et al., 2006); 3) preparatai
nutukimo gydymui, numanomi taikiniai — CA VA ir/arba CA VB (Casini et al., 2003; Simone
et al., 2005); 4) antikonvulsiniai vaistai, galimi taikiniai — CA II, VII, XII ir XIV; 5)
antibakteriniai prieSgrybeliniai, taikiniai — patologiniy mikroorganizmy CA (Nishimori et al.,
2007a).

Tokiose didelése fermenty Seimose kaip CA svarbu gerai iStirti baltymy aktyvaus
centro struktiira ir saveika su slopikliais, kad buty galima sukurti vaistus, kurie slopinty tik
tam tikrus CA izofermentus, bet neslopinty tam tikros formos, kuri yra paplitusi visame
organizme ir jos uzslopinimas sukelty zalingus Salutinius poveikius. Kita vertus, labai patogu
biity rasti tokius slopiklius kurie biity ypac¢ specifiski tik tam tikriems audiniams/organams
specifiSkiems CA izofermentams (pvz. CA VA, VII ar XIII) ar tam tikrai patologijai
specifiSkiems CA izofermentams (CA IX ir XII — vézio progresavime, CA VA ir VB —
nutukime (Scozzafava et al., 2006), tokiu biidu visiSkai sumazinant $alutini poveiki. Tarp 16
zinduoliy CA izofermenty placiausiai organizme paplitusi CA II ir labai stipriai slopinama
daugelio sulfonamidy. Taip pat svarbu, kad nebuty slopinama ir CA I, nors jos fiziologiné
funkcija dar iki galo néra iSaiskinta, bet ji yra placiai paplitusi visame organizme (Supuran et

al., 2003; Supuran ir Scozzafava, 2007).

1.4. Ligando jungimosi su baltymu termodinamika ir tyrimo metodai

Tipiska ligando jungimosi reakcija su baltymu galima uzrasyti taip:

M+L << ML

Ligandas galéty biiti substratas, slopiklis, vaistas, kofaktorius, kofermentas, prostetiné
grupé, metalo jonas, polipeptidas, baltymas, oligonukleotidas, nukleortigstis, kuri

nekovalentiSkai jungtysi su specifiniu centru tiriamoje molekul¢je (baltyme arba
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nukleortig§tyje). Fundamentalus supratimas apie ligando ir makromolekulés saveika
reikalauja supratimo apie jungimosi proceso pusiausvyros konstanta (K) ir jungimosi
stoichiometrija n, kiek ligandy yra prisijunge prie molekulés, kai pasiekiamas isotinimas.
Jungimosi konstanta lygi:

_ ML
" [M][L]

kur [M] — makromolekulés, [L] — ligando, [ML] — komplekso pusiausvyrinés koncentracijos.
O laisvosios energijos pokytis tam tikrai temperatiirai gali buti apskaiciuotas i$ lygties:

AG =-RT InK,

kur T — temperatura (kelvinais), o R — universalioji duju konstanta (Freyer ir Lewis, 2008).
Jungimosi konstanta yra atvirkSCiai proporcinga slopiklio disociacijos pusiausvyros

konstantai:

Jungimosi saveikos pusiausvyros konstanta gali buti nustatyta jvairiais metodais, kuriy
dauguma susij¢ su matavimu susijungusio ir laisvo ligando koncentracijos (Ladbury et al.,
2004). Taciau yra daug metody, kurie leidzia nustatyti Sig konstanta, be substrato ir produkto
pusiausvyriniy koncentracijy nustatymo. Pavyzdziui terminio poslinkio metodas ar
izoteriminio titravimo kalorimetrija.

Detalesniam tyrimui butina {vertinti saveikos laisvosios energijos pokycio
priklausomybeg nuo temperatiiros, kuri atsispindi entalpijos pokytyje (AH). ISmatavus entalpija
ir nustacius jungimosi konstanta, o i§ jos laisvosios energijos pokyti, galima jvertinti entalpinj
ir entropinj indelj:

AG = AH —TAS

Tai yra labai svarbu, kadangi junginiai su tuo paciu afiniSkumu gali turéti skirtingus
entalpinius ir entropinius komponentus. Tokiu biidu galima susieti jungimasi su struktiira ir
kitais faktoriais, pvz. hidratacija.

Zinant indelj entalpijos ir entropijos laisvosios energijos poky&iui, galima jvertinti jos
saveikos Saltini. 1.5 paveiksle pavaizduota skirtinguy saveikuy jungimasis, kai laisvosios
energijos pokyciai yra vienodi, tik skiriasi entalpijos ir entropijos indeliai. A schemoje
pavaizduota jungimasis, kuriame dominuoja neigiama entalpija, tai rodo, kad saveikos metu
susidaro didelis skaiCius vandeniliniy rySiy arba van der Valso saveika tarp baltymo ir

ligando. Nepalanki entropija rodo, kad vyksta konformacijos pokyciai abiejose molekulése.
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Didelis neigiamas entropinis indelis B schemoje rodo, kad Sioje reakcijoje dominuoja
hidrofobiné saveika ir tirpiklio molekuliy persirikiavimas. C schemoje pavaizduota reakcija,
kurioje susidaro nedidelis vandeniliniy jungciuy kiekis ir nedidelé¢ hidrofobiné saveika ar

tirpiklio molekuliy persirikiavimas (Ladbury et al., 2004).

60
40
20 Bl -7AS
i 0 AH
E I /.G
-20
2

-100
1.5 pav. Schematineé diagrama skirtingy tipy molekuliniy saveiky, kai laisvosios energijos
poky¢iai yra vienodi, tik skiriasi entalpijos ir entropijos indéliai (Ladbury et al., 2004).
Tiesiogiai iSmatuoti i$siskyrusios Silumos kieki jungimosi metu, nustatyti jungimosi
pusiausvyros konstanta ir stoichiometrija galima izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu.

Nustacius termodinaminius parametrus, t.y. entalpijos ir entropijos indéli jungimosi laisvosios

energijos pokyc¢iui, galima jvertinti dominuojancia jéga jungimesi. (Ladbury et al., 2004).

1.4.1. Terminio poslinkio metodo apZvalga

Sis metodas yra labai patogus, nes vienu metu galima tirti 96 méginius, galima
nustatyti ligandy jungimosi konstantas bei nustatyti optimalias baltymo laikymo ir
eksperimenty salygas. Terminio poslinkio metodu netiesiogiai matuojamas baltymo terminis
stabilumas.

Kartu su baltymu idedamas fluorescencinis dazas-reporteris (dapoksilo sulfonatas),
kurio fluorescencija kinta baltymui iSsivyniojant (1.6 pav.) (Matulis et al., 2005). Dapoksilo
sulfonato fluorescencija yra kur kas stipresné hidrofobinéje aplinkoje nei hidrofilingje. Todél
kai baltymas yra natyvios konformacijos fluorescencija yra minimali, o baltymui i§sivyniojus
atsiveria hidrofobinés sritys, kuriose prisijungia dapoksilas ir fluorescuoja Zymiai stipriau.
Taip pat fluorescencija priklauso nuo temperatiiros: keliant temperatiira fluorescencija maz¢ja

(Diwu et al., 1997).
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Fluorescencijos priklausomybé nuo temperatiiros aprasoma lygtimi:

y=y =y, + Y
1+eRT l+e RT (1)

kur ynx — natyvaus, yu — denattravusio baltymo-dazo komplekso fluorescencija.

Abiejy fluorescencijy priklausomybé nuo temperattiros aprasoma lygtimis:

Yn = Ynr, tMy (T _Tm) )

Yy =Yur, +My (T _Tm) (3)

kur mny — natyvaus, my — denatliravusio baltymo fluorescencijos tiesiy (baziniy linijy)
nuokrypio kampai.
Istatome (2) ir (3) 1 (1) lygti ir gauname:

- —m ) (T-T
Y= Yng, tMy (T _Tm)+ Yur, = Yxm, +(mliu(; My )( m)

l+efRT (4)

Laisvoji Gibso energija, kaip funkcija nuo temperatiiros (AuG(m), gali biti iSreiksta per
baltymo iSsivyniojimo entalpija (AuHw) ir entropija (AuSw), kurios priklauso nuo
temperatiros ir iSreiSkiamos per priklausomybg nuo Silumines talpos (AuCy;), kuri laikoma nuo
temperatiiros nepriklausoma:

AyGiy =AuHm) =TA Sy =AHy +AC(T-T)) -

T(AU S, +4,C, ln[_l_lj]
' (5)

kur T, yra temperatira, kurioje termodinaminiai parametrai (entropija ir entalpija) yra
zinomos. Pagal baltymo dviejy faziy denatiiracijos modelj, kai temperattira lygi T (baltymo
denattiracijos temperatiirai), AyGr,= 0, tai:

AH. =TAS, ©
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PerraSius 1 — 4 lygtis gauname:
yU,Tm - yN,Tm + (mU —My )(T _Tm )
AHr, +AuCp(T—Tm)—T[AuSTm +AuCp[1nTL]]

1+e RT (7)

Y="Yng, TMy (T _Tm)+

Priimamas supaprastintas ligando jungimosi su baltymu modelis: ligandas jungiasi
prie baltymo natyvios konformacijos ir ji stabilizuoja, pusiausvyra tarp natyvios blisenos ir
neteisingai susisukusio baltymo pasislenka link natyvios:

U+L <X 5N+L, «XesNL,
kur U — neteisingai susisukes baltymas, N — teisingai susisukes, L — laisvas ligandas, NL, —
kompleksas tarp natyvaus baltymo ir prisijungusio ligando. Tuomet baltymo laisvosios Gibso
energijos pokytis lygi sumai energijos, kai néra ligando, (AuG) ir papildomai
stabilizuojanciai energijai dél ligando prisijungimo (AsG), kuri proporcinga ligando
koncentracijai.

AGq, = A,Gy, + AGq, = A,Gyr, + RT In(1+ K, [L, ]) )

Tuomet, kai temperatiira lygi Tm, AGm = RTIn(1 + Ky[L¢]).
Baltymo stabilumo ir ligando prisijungimo pusiausvyros konstantos susijusios su
prisijungimo ir denatiiracijos laisvaja energija

U] — p BuBm/RT _ =(BuHr)~TaySr))/RT _

Y IN]

e—(AU Hr +AgCp (T=T)-T(Ay Sy, +Ay Cp In(T /T, )))/RT

)

— [NLb] — e_AhG(T)/RT — ei(ABHT 7TAbST)/RT —

K, = =

[NT[L] (10)
e—(AbHTCl +A,Cp (T-To)-T (AbSTCl +A,Cp In(T /T,)))/RT
kur AuGq), AuHm, AuSq) ir AuC, yra laisvoji Gibso energija, entalpija, entropija, Siluminé
talpa baltymo stabilumo ir nuo temperatiiros priklausomos funkcijos. O AyGr), AsHe), AvS(r),
AvC, yra laisvoji Gibso energija, entalpija, entropija, Siluminé talpa jungimosi su ligandu ir
nuo temperatiiros priklausomos funkcijos. Baltymo (P:) ir ligando (L:) bendra kieki galima
1Sreiksti taip:

R:[N]+[U]+[NLb] (11)

Ll:[Lf]+[NLb] (12)

Sias dvi lygtis galima pertvarkyti ir jstatyti i 8 lygti, gauname:
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PR LS
o)

(13)
9 ir 10 lygtis istacius 1 13 gauname visa ligando koncentracija, reikalinga pakelti

baltymo Ty, iki duotos verteés:

L( _ (1 _K ) 1 _ (1 _ e—(AU Hr, +AyC, (T=T,)=T(Ay Sy, +AyC, In(T /T, )))/RT) '
= V)=
Ky Ky
(i + 1/e—(AU HTr +AyCp(T-T,)-T(Ay STr +AyCp In(T /T, )))/ R'l'ef(A,J HT0 +ApCH (T-T, )—T(ADSTD +A,C In(T /T,)))/RT j
(14)
Silpnai besijungiantiems ligandams P; < Ky = Ky tuomet 14 lygti galima
supaprastinti:
L( _ 1- Ku _ (1 _ e—(AU Hr, +AyC, (T=T,)=T(Ay Sy, +AyC, In(T /T, )/ RT ) '
Ky Ky
(1 / e—(AU Hy +Ay Co(M-T,)-T(Ay ST, +AyCp In(T /T, )))/ RTe—(AbHTO +A,CH(T-T, )—T(AbSTO +A,Cp In(T /Ty))/RT )
(15)

14 ir 15 lygtys yra abstrakcios ir jos negali buti tiksliai iSsprendziamos per Tm kaip L:
funkcija. Vietoj to kreivés simuliuojamos skaic¢iuojant bendra ligando koncentracija, kurios

reikia pasiekti eksperimentiskai stebima T, (Matulis et al., 2005).

4 - 74
7 A 7 B
70 AyH 5, (keal mol™ 70 1
5 68 g; 68 -
L L
66 66 -
~ b
64 64
62 - 62
60 60
58 | 58 e i Ly 4§
1.E-07 1E-06 1E-05 1E-04 1E-03 1.E07 1E-06 1E-05 1E-04 1E-03
Log|L,] (M) Log[L,] (M)

1.7 pav. Tn priklausomybé nuo ligando koncentracijos, esant skirtingoms iSsisukimo
entalpijoms (A) ir skirtingoms jungimosi konstantoms (B) (Matulis et al., 2005).

Norint nustatyti tikslia jungimosi konstanta pagal Tn pokycCius, reikia zinoti baltymo
18sisukimo entalpijos pokyti (AuH). Baltymuy su mazesne iSsisukimo entalpija bus didesnis
pokytis Ty esant tam tikrai ligando koncentracijai, negu ty baltymuy, kuriy ji yra didele (1.7
pav. A). Be to, iSsisukimo entalpija nepriklauso nuo tiriamo slopiklio. Baltymo, kuris yra
pusiausvyroje tarp natyvios ir nenatyvios biisenos, AyH nustatyta i$ 1.6 pav. kreiviy yra van‘t

Hofo iSsisukimo entalpija, kuri gali buti apskaiciuojama i§ 7 lygties. Taciau dauguma baltymu
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i$sisuka negriztamai, todel Siuo metodu nustatoma i$sisukimo entalpija néra patikima (Matulis
et al., 2005).

1.7 B paveiksle pavaizduotos baltymo Tn priklausomybé nuo ligando koncentracijos
esant skirtingoms disociacijos konstanty (K¢ = 1/Kp) reikSméms. Stipriai besijungiantys
ligandai labiau pakelia denatiravimo temperatiira nei silpnai besijungiantys, kai Kkiti
parametrai iSlieka vienodi (pagal 8 lygti). Tam tikram baltymui visi ligandai duoda ta pati
denatiiravimo temperatiiros pokyti esant koncentracijai didesnei negu disociacijos konstanta,

kai baltymas néra prisotintas ligando (Matulis et al., 2005).

1.4.2  Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodo apZvalga

Pilnam mazos ligando molekulés biologinés molekulés molekulinio atpazinimo
proceso supratimui reikalingas pilnas charakterizavimas jungimosi energetikos ir struktiiros.
Vienintelis metodas, leidziantis iSmatuoti Silumos pokyti formuojantis kompleksui tam tikroje
temperatiiroje yra izoterminio titravimo kalorimetrija (ITK) (Perozzo et al., 2004).

Kalorimetrai — tai prietaisai, leidziantys nustatyti Siluminius efektus. ITK matuoja
i18siskyrusia Siluma jungimosi metu. Ligandas yra titruojamas i kiuvete, kurioje yra
makromolekul¢ ir matuojamas iSsiskyrusios Silumos kiekis proceso metu. Tai leidzia vienu
metu nustatyti jungimosi pusiausvyros konstanta (Ky), (i$ jos apskaiCiuoti laisvosios Gibso
energijos pokyti — AG), entalpijos pokyti (AH), entropijos pokyti (AS) ir reakcijos
stoichiometrija (n) (Perozzo et al., 2004).

ITK yra patogus metodas matuoti slopikliy jungimasi su baltymu. Baltymo
koncentracija kiuvetéje turi biiti parinkta pagal slopiklio jungimosi konstanta. Kreivés forma
priklauso nuo jungimosi konstantos ir nuo baltymo koncentracijos:

C =Kg[M;]

Kreivés forma, kuri priklauso nuo bemacio parametro C, yra labai svarbi jungimosi
konstantos nustatymui. Labai didelém C vertéms (C>500) kreivé mazai keiciasi, ir tampa
mazai jautri K, pokyCiams. IS eksperimentiniy duomenu nustatyta, kad salygos turi biiti
parenkamos tokios, kad C verté bty tarp 10 ir 100 tiksliam Ky nustatymui. Todél norint atlikti
matavimus Siose ribose, dideléms jungimosi konstantom (107-10°* M) baltymo koncentracija
turi biiti labai maza. O mazoms K, vertéms C<10 duoda beveik horizontalia kreive ir taip pat
mazai informacijos apie jungimasi. IS paveikslo 1.8 matome, kad net ir esant mazai ligando

koncentracija tik maza dalis jo prisijungia prie baltymo ir todél tampa sunku tiksliai nustatyti
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i§siskyrusios Silumos kieki. Todél maziausia jungimosi konstanta, kuria galima nustatyti $iuo
metodu — 10* M (baltymo koncentracija turi biiti maziausiai ImM) (Perozzo et al., 2004;

Freyer ir Lewis, 2008).

kcal/mol of injectant
T

1.8 pav. Simuliuotos titravimo
kalorimetrijos kreives, esant
skirtingoms C faktoriaus vertéms

5 1 2 (Perozzo et al., 2004).
Molar Ratio

'
Y
-

ITK yra tiesioginis metodas iSmatuoti Silumos pokycius formuojantis kompleksui.
Paprasta griztama saveika tarp makromolekulés M ir ligando L:

M +L << ML

charakterizuojama jungimosi konstanta — K.

_ ML
" [MI[L]

Kiekvienos injekcijos metu iSmatuojamas Silumos pokytis, kuris yra tiesiogiai
proporcingas susiformavusio ML komplekso kiekiui. Tq Silumos kieki galima iSreiksti:

q=V,AHA[ML]

kur q yra Silumos kiekis, susijes su komplekso koncentracijos poky¢iu, A[ML], AH —
jungimosi entalpija, V, — reakcijos tiiris kiuveteje.

Kalorimetriniuose eksperimentuose kiekvienas ligando prid¢jimas duoda Silumos
pokyti, kuris priklauso nuo reakcijos turio, koncentracijy, moliarinés entalpijos, jungimosi
konstantos, praskiedimo Silumos, stechiometrijos, ir nuo prie$ tai pridéto ligando kiekio.
Kadangi palaipsniui pridedant ligando sumaZzéja neuzimty prisijungimo centry, Silumos
pokytis maz¢ja ir galiausiai atitinka tik praskiedimo Siluma. Visas Silumos kiekis po i-tosios
injekcijos:

Q =V,AH > A[ML]; =V,AH[ML],
kur [ML]; yra visa komplekso koncentracija po i-tosios injekcijos.

Bendros ligando ir makromolekulés koncentracijos iSreiSkiamos:
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[M;]=[ML]+[M]

[Ly ]=[ML]+[L]

kur [My] ir [Ly] yra bendros makromolekulés ir ligando koncentracijos, [M] ir [L] yra
laisvos makromolekulés ir laisvo ligando koncentracijos, o [ML] — susiformavusio komplekso
koncentracija.

Paciu paprasciausiu atveju ligandas jungiasi prie molekuliy, kurios turi tam tikra
skai¢iy identiSky nesaveikaujanciy tarpusavyje prisijungimo viety. Ligandas prie ju jungiasi
vienodu afiniSkumu. Tokiai sistemai jungimosi konstanta:

C)

ot “)

kur ® yra jsotinimo frakcija, o [L] — laisvo ligando koncentracija. Ji yra susijusi su visa

ligando koncentracija [Lr] ir makromolekulés koncentracija [Mr]. Pagal masés tvermés désni:
[L]=[Ly]-nO[M;] 2)

Istacius 11 2 lygtis, gauname lygti:
L L
®z—®[l+ L, [T]j-i- =

nKo[M, 1" n(M;1)" n(M,] G
kurios vienintelis prasmingas sprendinys:
2
R | PO SR (=3 I [H L] j 4L
2| KM, 1 n(M;] nKe[M, 1" n[M;1)  n[M,]
“4)
Reakcijos integralinis Silumos kiekis Q po i-tosios injekcijos:
Q=n[M; V,AHO, (5)

kur V, yra kiuvetes tiiris, AH — moliariné ligando jungimosi Siluma. O diferencialinis
Silumos kiekis i-tosios injekcijos:
q=n[M; N,AH(O; -0,,) (6)

Netiesinis priderinimas 5 lyties hiperbolinei isotinimo kreivei integralin¢je formoje (Q
priklausomybé nuo [Lr]) leidzia nustatyti parametrus: Ky, AH ir n i§ vieno eksperimento
rezultaty. Taip pat tuos pacius parametrus galima nustatyti pagal 6 lygti titravimo duomenys
gali buti priderinti prie sigmoidinés isotinimo kreivés diferencijuotoje Silumos formoje (q;

priklausomybé nuo [L+] arba [L7]/[M+]) (Perozzo et al., 2004; Freyer ir Lewis, 2008).

24



2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Reagentai ir tirpalai

2.1.1. Naudoti reagentai ir rinkiniai

Darbe naudoti reagentai pagal gamintojus:
e Alfa Aesar: trifluormetansulfonamidas;

e Aldrich: etokzolamidas;

¢ Allied Chemical Corporation: MnCl,-2H,O;

e BioRad: glicinas, merkaptoetanolis, TEMED;

e Biotechnologijos institutas: VD5, VD6, VD9, VD20, VD65, VD70, VD78, VD80,
VD81, VD90, VD94,

e Fermentas:

0 agaroze, IPTG, PEGuo,

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

0 fermentai klonavimui: Eco91l, Notl, Van91l, Klenow, SAP, T4 DNR
ligazé.

e Fluka: HCIl, Na,PO,, NaH,PO4, NaOH, ZnCl,, NiCl,:6H,O natrio dodecilsulfatas
(NDS), Coomsie Briliant Blue, etidzio bromidas, N,N‘-metilen-bis-akrilamidas,
PEGeo00;

e GE Heathcare: Chelating Sepharose™ Fast Flow;

e Matheson Coleman & Bell: bromfenolio mélynasis;

e Pharmacia Fine Chemicals: CM-Sepharose Fast Flow;

e Roche: Agarose Gel DNA Extraction Kit, PMSF;

e Roth: akrilamidas, ampicilinas, agaras, amonio peroksidsulfatas (APS),
dimetilsulfoksidas (DMSO), mieliy ekstraktas, triptonas, RNazé¢ A, MgCl,-6H,O;

e SERVA: CH;COONa;

e Sigma: NaCl, CaCl,, Na,SO4, MgS0O,, EDTA, imidazolas, Tris, acetazolamidas, 4-
karboksibenzensulfonamidas, metazolamidas, ir sulfanilamidas.

Genetiniai konstruktai:
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Zmogaus karboanhidrazés III plazmidé: pOTB7-hCAIIL
Vektorius: pET-15b (Novagen).

Bakterijy kamienai:

Genetiniam konstravimui naudotas E. coli XL1-blue kamienas (Stratagene), F’::Tn10
(Tet") proAB* lacl® A(lacZ)M15 / recAl endAl gyrA96 (Nal®) thi-1 hsdR17(rx mx") glnV44
relAl lac.

Baltymuy ekspresavimui naudotas E. coli BL21 (DE3) kamienas (Novagen), su

pasalintais lon ir ompT proteaziy genais, F- ompT lon hsdSg(rs” mg’) gal dem.

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, 0,5% mieliu ekstrakto, 1% NaCl, pH 7,0.
SOC terpé: 2% triptono, 0,5% mieliy ekstrakto, 10mM NaCl, 3,5 mM KCI, 10 mM
MgCl,, 10 mM MgSO., magnio drusky koncentruoti tirpalai steriliai filtruojami, pridedami i

autoklavuotg terpg ir {dedama gliukozés (galutiné koncentracija 2%).

2.1.2. Tirpalai metodams

Inoue transformacijos buferis: MnCl, 55 mM, CaCl, 15 mM, KCI1 250 mM, PIPES

10 mM, pH 6,7.Pagaminus buferi jis steriliai filtruojamas ir laikomas -20°C temperatiiroje.

DNR iSskyrimui Sarminés lizés metodu:

e P1 (I Sarmings lizés tirpalas): 50 mM Tris-HCI, 10 pg/ml RNazeés A, pH 8,0;
e P2 (II Sarmings lizés tirpalas): 200 mM NaOH, 1% NDS;

e P3 (Il S8arminés lizés tirpalas): 3 M CH3;COOH, pH 5,5;

e TE buferis: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0 —8,5.

DNR elektroforezei 50x TAE buferis. 1 litrui: 242 g Tris, 100 ml 0,5 M EDTA, 57,1
ml ledinés CH3;COOH. Prie$ naudojima skiedziama 50 karty iki 1x.

Baltymy elektroforezei tirpalai:
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2.2

2.2.1.

Akrilamidas/BIS: 30 g akrilamido ir 0,8 g N,N‘-metilen-bis-akrilamido tirpinama
dejonizuotame vandenyje, skiedziama iki 100 ml, tirpalas filtruojamas, laikomas
4°C temperatiiroje tamsiame inde iki 30 dieny;

Tris 1,5 M pH 8,8 ir 0,5 M pH 6,8;

NDS 10% (masé¢ ttryje — m/t);

APS 10% (m/t);

10x elektroforezés buferis: 25 mM Tris, 1,9 M glicino, 35 mM NDS, pH 8,3 — 8,6
(nekoreguojamas). Prie§ naudojima skiedziama 10 karty;

Bromfenolio mélis 0,05% (m/t);

6x pavyzdzio buferis 350 ul: 0,5 M Tris, pH 6,8, NDS 50 mg, DTT 46 mg,
glicerolio 150 pl;

Kumasi dazas: Coomasie Briliant Blue 0,6 g, 95% etanolio 113 ml, ledinés

CH;COOH 23 ml, H,O 113 ml.

Tirpalai cinko analizei atominés spektrometrijos metodu:

Etaloninis 1mg/ml cinko tirpalas: 1,2447 g ZnO istirpinama 10 ml praskiestame
HCI (1:1), tirpalas skiedziamas bidistiliuotu H>O matavimo kolboje iki 1000 ml.
Etaloninis darbinis 10 pg/ml cinko tirpalas: 1 ml etaloninio cinko tirpalo

skiedziamas matavimo kolbutéje bidistiliuotu H,O iki 100ml.

Metodai

Metodikos sudarytos pagal Coligan et al., 2000, Ausubel et al., 1997.

Plazmidinés DNR restrikcija

I ug DNR imamas 1 — 10 u (aktyvumo vienety) restrikcijos endonukleazés (AB

»Fermento*). Reakcijos buferis, inkubacijos ir inaktyvacijos laikas bei temperatiira parenkami

pagal AB ,,Fermento* rekomendacijas.

2.2.2.

DNR 5¢ galo fosfato pasalinimas
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DNR 5° galo fosfato pasSalinimui naudojama AB ,,Fermento* SAP (Shrimp Alkaline
Phosphatase). Reakcijai naudojami gamintojo rekomenduojamas buferis. Ji vykdoma esant

37°C 30 min., o fermentas inaktyvuojamas 65°C 15 min.

2.2.3. DNR lipniy galy bukinimas

Lipniy DNR galy bukinimui naudojama AB ,,Fermento* Klenow‘o fragmentas. Jis
pasizymi 3‘—5° polimeraziniu ir 5°—>3° egzonukleaziniu aktyvumu. Reakcija vykdoma pagal
AB ,Fermento“ rekomendacijas: 30 min. 37°C, esant 0,05 mM dNTP koncentracijai.

Fermentas inaktyvuojamas 70°C pakaitinus 10 min.

2.2.4. DNR fragmenty gryninimas i§ agarozés gelio

Norimas DNR fragmentas iSpjaunamas i§ agarozés gelio ir gryninama DNR su
»Roche® rinkiniu ,,Agarose Gel DNA Extraction Kit*“. Gryninimas atlickamas pagal

standartini gamintojo protokola.

2.2.5. DNR susiuvimas

DNR fragmenty susiuvimui naudojama T4 DNR ligazé (,Fermento®). 1 pg DNR
susiuvimui imama 1 — 5 fermento aktyvumo vienety. Reakcija vykdoma 16 val. 16°C arba 4
val. 22°C. Naudojamas AB ,,Fermento* specialus T4 DNR ligazés buferis. Buky galy ligacijai
naudojama PEGuao (galutiné koncentracija 5%). PEGue labai pagerina DNR buky galy

susiuvima. Imamas vektoriaus ir jterpiamo DNR fragmento molinis santykis 1:3.

2.2.6. Kompetentiniy lasteliy paruoSimas ir transformacija Inoue metodu

Metodika sudaryta pagal Sambrook et al., 2006.
1. Uzs¢jama viena E. coli bakterijy kolonija (2-3 mm diametro) i§ 1ékstelés | SOB

terpg, inkubuojama 16-20 val. 37°C temperaturoje.
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2. 1 1 litro kolba su 250 ml SOB terpés perkeliama 2 ml pradinés kultiiros.
Inkubuojama 37°C temperatiiroje vidutiniskai kratant. Tikrinama ODeoo kas 45
min., auginama, kol pasiekia 0,55.

3. Perkeliama i ledo vonia ir inkubuojama 10 min.

4. Nucentrifuguojama 3900 aps./min. 10 min. 4°C temperatiiroje.

5. Nupilama terp¢ ir sustatomos kolbos ant popierinio ranksluoscio ir laikoma 2 min.,

kad nubégty buferis. Nusiurbiama likg buferio lasai.

Atsargiai resuspenduojamos lastelés 80 ml Saltame transformacijos buferyje.

Pakartojami 4 ir 5 etapai.

Atsargiai resuspenduojamos lastelés 20 ml Saltame transformacijos buferyje.

o =N

Pridedama 1,5 ml DMSO. Pavartoma, kad susimaiSyty ir laikoma 10 min. 4°C

temperatiroje.

10. Greitai iSpilstomos kompetentinés lastelés po 200 pl { atSaldytus ependorfinius
meégintuvelius ir uz§aldomos skystame azote. Laikomos -80°C temperatiiroje.

11. Transformacijai atSildomi mégintuvéliai su kompetentiném lastelém palaikius
rankose, kol Siek tiek atSyla ir laikomos ledo vonioje 10 min.

12. AtSaldytu antgaliu perkeliama po 100 pl bakteriju 1 atSaldytus sterilius
ependorfinius mégintuvélius.

13. Pridedama plazmidinés DNR (iki 50 ng), tiris neturi virSyti 5% kompetentiniy
lasteliy thrio, ir 1 pl PEGeoo 40% (labai pagerina transformacija). Laikomi
mégintuveliai ant ledo 30 min.

14. Perkeliamas mégintuvélis 1 42°C termostata ir inkubuojama 90 s, o po to 1 — 2
min. ant ledo.

15. Ipilama 400 pl pasildytos SOC terpés, inkubuojama 37°C temperatiiroje 45min,
200 aps./min. purtykléje.

16. Reikiamas transformuoty kompetentiniy lasteliy tiiris uzs€¢jamas ant Petri 1¢kstelés

su agarizuota LB terpe ir reikiamu antibiotiku. Lékstelé inkubuojama termostate

37°C temperatiiroje 16 val.

2.2.7. Plazmidinés DNR iSskyrimas Sarminés lizés badu
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[ 2 ml LB terpés su antibiotikais (priklausomai nuo to kokiam antibiotikui atsparumo
genas transformuojamoje plazmidéje) uzséjama viena E. coli XL1 blue kamieno bakteriju
kolonija po transformacijos. Per naktj auginama 37°C purtant 270 aps./min.

1. 1,5 ml bakteriju nucentrifuguojamos Ependorf stalin¢je centrifugoje 10000

aps./min. greiciu, 4°C, 30 s. Supernatantas nusiurbiamas.

2. Nuosedos suspenduojamos 200 pl P1 Saltame tirpale.

3. Idedama 200 pl P2 tirpalo, kelis kartus paveréiamas mégintuvélis, kol tirpalas

tampa skaidrus.

4. Ipilama 200 pl P3 $alto tirpalo ir 10 karty paverciama, tirpalas susidrumscia.

Paliekama pastovéti ant ledo 5 min.

5. Centrifuguojama 13000 aps./min. 4°C 5 min. Ependorf centrifugoje.

6. Perkeliama apie 500 pl supernatanto i naujai paruoStus ependorfinius
mégintuvelius.
7. Pripilama 1ml 96% etanolio.

8. Laikoma -20°C 1 valanda.

9. Nucentrifuguojama 13000 aps./min. 4°C temperatiroje 5 min. Nusiurbiamas
supernatantas.

10.  Pripilama 1ml 70% etanolio tirpalo nuosédy praplovimui.

11. Centrifuguojama 13000 aps./min. Imin. 4°C temperatiiroje. Nusiurbiamas
supernatantas.

12.  Nuosédos palieckamos dziiti kambario temperatiiroje.

13. ISdziuvusi DNR tampa skaidri. IStirpinama 20 — 30 pl TE buferio.
14.  Méginiai laikomi 4°C arba -20°C temperatiroje.

2.2.8. DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforez¢ vykdoma 1 — 2% agarozés gelyje, turinc¢iame 0,1 — 0,2 pg/ml
etidzio bromido, TAE buferyje, naudojant 10 mV/cm itampa. Geliai analizuojami

ultravioletinéje §viesoje transiliuminatoriuje (ULTRA — LUM).

2.2.9. Baltymy ekspresija E. coli BL21 kamiene
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Baltymai ekspresuojami E. coli BL21 (DE3) kamiene. [ LB terpg su ampicilinu (50
png/ml) ir 1 mM ZnCl, uzs¢jama viena kolonija i$ transformuotos I¢kstelés ir auginama 16 val.
37°C temperatiiroje purtant. Tuomet bakteriju kultiira skiedziama 1:30 ka tik paruosta LB
terpe su ampicilinu ir I mM ZnCl, iki 60uM. Auginama kol optinis tankis pasiekia 0,6 — 0,8
(A = 550nm). Toliau indukuojama baltymo ekspresija pridedant IPTG iki 0,2 mM, toliau
auginama arba 37°C 2 val., arba 30°C 4val.. Bakterijy kultira centrifuguojama 6000 aps./min.

30 min. 4°C temperatiiroje. Pasalinamas centrifugatas. Biomas¢ laikoma -20°C.

2.2.10. Biomasés denatiuravimas ir hCAIII gryninimas

Biomasés denatiravimas ir gryninimas atliktas padedant jaun. m. d. V.
Michailovienei.

Biomasé suspenduojama ardymo buferyje (25 mM Tris, 0,1 M Na,SO4, 1 mM PMSF,
2 mM merkaptoetanolio, pH 7,7) ir maiSoma +4°C temperatiiroje 1 val. Ardoma ultragarsu
ledo voneléje 5 ciklus: 60 s ardoma, 60 s stovi ant ledo (kad neiSilty tirpalas), kol tirpalas
tampa skaidresnis. Centrifuguojama 20000 aps./min. 25 min. Centrifugatas uzneSamas ant
nupusiausvirintos imobilizuoty metalo jony kolonélés, jkrautos Ni**jonais, prie kuriy kabinasi
heksahistidino uodegelé. Baltymas desorbuojamas leidZiant imidazolo gradienta nuo 0,8 M iki
0 M, tek¢jimo greitis — 80 ml/h. Savira$Ciu registruojama frakcijy absorbcija esant 280 nm
bangos ilgiui. Gryninimo metu baltymai iSeina dviem pikais, hCA III iSeina su antruoju piku.
Sios frakcijos tiriamos atliekant NDS-PAAG, ir kuriose yra tikslinis baltymas apjungiamos ir
vykdoma jy dializé per naktj +4°C buferyje: 20 mM Mes, 2 mM DTT, pH 6. Tada leidziama
per antra kolon¢lg: vykdoma jony mainy chromatografija pH gradiente. Vélgi frakcijos
tiriamos atlieckant NDS-PAAG ir apjungiamos tos, kuriose yra iSgrynintas tikslinis baltymas.
Vykdoma dializé per naktj +4°C laikymo buferyje: 20 mM Mes, 50 mM Na,SO4, 2 mM DTT,

pH 6,5. Tada i8pilstoma po 0,5 ml, uz§aldoma skystame azote ir laitkoma -80°C temperatiroje.

2.2.11. Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje

Nutriikstama baltymu elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje atlieckama pagal
Laemmli metodika (Laemmli, 1970). Darbe naudoti geliai sudaryti i§: 12% apatinio

frakcionuojancio gelio ir 4% virSutinio koncentruojancio gelio.
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Baltymy elektroforezei denatiiruojanciom salygom (NDS-PAAG) dviems geliams

sumaisoma:

Apatiniam frakcionuojanc¢iam geliui (12%):

Akrilamidas/BIS akrilamido tirpalas 4 ml
1,5M Tris-HCI pH 8,8 2,5 ml
10% NDS 100 pl
HzO 3, 1 7 1’1’11
10% APS 50 pul
TEMED 5ul
VirSutiniam koncentruojanc¢iam geliui (4%):
Akrilamidas/BIS akrilamido tirpalas 0,67 ml
0,5M Tris-HCI pH 6,8 1,25 ml
10% NDS 50 ul
HQO 3 ml
10% APS 25 ul
TEMED 5ul

Baltyminiai pavyzdziai paruo$iami sumaiSant 10 pl tiriamojo baltymo su 2,5 pl 6x
pavyzdzio buferio ir pakaitiname 5 min. verdancio vandens voneléje.

Elektroforezés plokstelés Svariai nuvalomos, tvirtai suspaudziamos. Frakcionuojantis
gelis pilamas tarp ploksteliy ir ant jo uzsluoksniuojama 100 pl vandens. Kai apatinis gelis
sustingsta, sumaiSomi komponentai virSutiniam geliui, nusausinamas vanduo, uZpilamas
virSutinis gelis ir istatomos elektroforezés ,,Sukos®. Sustingus geliui iStraukiamos ,,Sukos® ir
uzneSami pavyzdziai. Gelis istatomas i baltymy elektroforezés aparata, uzpilamas baltymy
elektroforezés buferis ir jjungiama sroveé. Koncentruojaniajam geliui srové ~20 mV, o
frakcionuojanciajam — dvigubai didesné. Elektroforez¢ sustabdoma, kai bromfenolio mélio

frontas pasiekia apatinio gelio apacia. Gelis dazomas Kumasi mélio dazu.

2.2.12. Cinko nustatymas atominés absorbcinés spektrometrijos metodu

Metodika pagal Steponéniene et al., 2003. Analiz¢ atlikta VU ChF prof. S. Tautkaus.

Eksperimentas atlickamas Hitachi 170-50 atominés absorbcijos spektrometru esant
Sioms optimalioms nustatymo salygom: atomizavimas liepsna, Zn analizés linija — 213,8 nm,
dujos — acetilenas ir oras, srovés stipris — 10 mA, acetileno dujy slégis — 0,98-10* Pa, oro
slégis - 0,98-10° Pa.

Kalibracinei kreivei gauti imama 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ml etaloninio darbinio 10
ug/ml cinko tirpalo ir skiedziama bidistilivotu H>O iki 100 ml. Gaunama serija tirpaly,

kuriame Zn koncentracija nuo 0,05 iki 0,4 pg/ml.

32



Atliekant hCA III Zn kiekio analiz¢ imamas atitinkamas tiris baltymo tirpalo,

skiedziama bidistiliuotu vandeniu iki 10 ml matavimo kolbutéje iki Zymés. Matuojama Zn

atominé absorbcija ir i§ kalibracinés kreivés nustatomas Zn kiekis.

2.2.13. Baltymy stabilumo jvertinimas, esant jvairiems reagentams

2.1 lentelé. Reagenty iSdéstymas ir koncentracijos galutinéje baltymy charakterizavimo 1éksteléje.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
5 M 15 mM 50 mM 150 500 M 100 100 100 100 100 100 mM
Al Nacl NaCl | NaCl mM mM NaCl mM mM mM mM mM Gly 9.5
NaCl NaCl Tris 7,0 | Tris7,5 | Tris 8,0 | Tris 8,5 | Tris 9,0 ’
100 100 100 100 100 100 100
B 5 mM 5 mM 5 mM 5 mM Iy M mM mM mM mM mM 100 mM
MgCl, CaCl, SrCl, BaCl, KCl LiCl Hepes Hepes Hepes NaPi NaPi NaPi 8,0
6,5 7,5 8,5 6,0 7,0
100 100 100 100 100
o S0uM | SOpM | SOpM | SOpM | SOpM | S0mM erg ang ang mM ang 1112(;118(1\)4
Fez(SO4)3 COClz Nlclz CuClz chlz NH4C1 NaCitr :
tratas tratas tratas tratas 8,0
3.5 45 55 |65 s
100 100 100 100 100
D 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM rln(;\(/)l mM mM mM mM mM ;(I)a(‘)énév[
Fey(S04); | CoCl, NiCl, CuCl, ZnCh | SN Mes Mes Mes Pipes Pipes 120 0 ’
5,0 6,0 7,0 6,5 7,5 i
100 200 300 100 100
100 mM 100 100 100 100 100 mM mM mM mM mM 100 mM
E NaF mM mM mM mM mM Imida- Imida- Imida- | NaSuk- [ NaSuk- NaFor-
NaCl NaBr Nal Na,SO, | NaNO; zolas zolas zolas cinatas cinatas miatas 4,0
7,0 7,0 7,0 6,5 7,0
100 100 100 100 rln(;\(/)l 100 mM
F S50uM 50 um 50 uM 50 uM 50 uM 5 mM mM mM mM mM NaFor- NaFor-
EuCls CeCls TbCl13 RuCls YCly EDTA NaAc NaAc NaAc NaAc . .
miatas miatas 3,5
4,0 4,5 5,0 5,5 30
2% 59, 10% 100 250 500 1000 2000 250 500 1000 2000 mM
S pwmso | pmso | pmso | M mM mM mM mM mM mM mM GuaCl
TMAO Uréja Uréja Uréja Uréja GuaCl GuaCl GuaCl
0,05 0,1 0,15
mM mM mM
o o o 100 Dapo- Dapo- Dapo-
H Gzli?e— G?i?e— Gll?c/eo— mM ksilo ksilo ksilo H,0 H,0 50 uM 5 mM 5mM
R R R Gliuko- sulfo- sulfo- sulfo- - - KMnO, Cys DTT
rolis rolis rolis
74 natas, natas, natas,
0.5% 0.5% 0.5%
DMSO | DMSO | DMSO

[ tiriamo baltymo tirpala (baltymo koncentracija 0,2 — 0,4 mg/ml, nedidel¢ druskuy

koncentracija) pridedama dapoksilo (iki galutinés 0,1 mM koncentracijos) ir iSdozuojama

elektroniniu pipetmanu-dozatorium po 5 pl { 96 Sulinélius PGR lekstelés. [ tuos pacius

Sulinélius i8dozuojama 5 pl reagenty tirpalus, kuriy itaka norima iStirti tiriamajam baltymui.

Ant virSaus i8dozuojama 2,5 ul silikoninés alyvos, kad kaitinant tirpalas neiSgaruoty. 2.1

lentel¢je pavaizduotos galutinés reagenty tirpaly Suliné¢liuose i§déstymo tvarka ir galutinés

koncentracijos. Pirma paruo$iama pirminé IekStele, kurioje reagenty koncentracijos yra

dvigubai didesnés, o iSdozavus i galuting lékstele jie praskiedziami 2 kartus. Sulinéliai
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uzklijuojami specialia plévele. Léksteles nucentrifuguojamo 1000 aps./min. 1 min., kad
susimaiSyty tirpalai ir nelikty laSeliy ant sieneliy. Toliau ji patalpinama i tikro-laiko PGR
aparatg (Bio-Rad iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection System), kuris kaitina plokstelg

mazdaug 1°C per minutg greiciu ir nuolatos matuoja fluorescencija visuose Sulinéliuose.

2.2.14. Ligandy jungimosi su baltymu matavimas terminio poslinkio metodu

Ligandas pirmiausia iStirpinamas DMSO, tuomet skiedziamas iki norimos
koncentracijos, tatiau DMSO galutiniame tirpale (galutinéje ploksteléje, iSpilsCius su
baltymu) neturi buti didesné¢ nei 2%. Ligandy tirpalus taip pat patogu pirma pasiruosti
pradingje leksteléje, kur ju koncentracija yra dvigubai didesné nei norima pamatuoti, be to
DMSO koncentracija jame gali buti iki 4%.

ISpilstomas baltymo tirpalas, kuriame baltymo koncentracija 20 uM, dapoksilo
sulfonineés riigsties koncentracija 0,1 mM, atitinkamas pH buferis, atitinkamos druskos { PGR
lekstele. I kiekviena Sulinélj ipilama 5 pl baltymo ir 5 pl tam tikros koncentracijos tiriamo
ligando tirpalo.

ISpilstomas baltymo tirpalas, kuriame baltymo koncentracija 20 uM, dapoksilo
sulfonines riigsties koncentracija 0,1 mM, atitinkamas pH buferis, atitinkamos druskos { PGR
lekstele. I kiekviena Sulinélj ipilama 5 pl baltymo ir 5 pl tam tikros koncentracijos tiriamo
ligando tirpalo.

Matavimas atlickamas su tikro-laiko PCR aparatu (Bio-Rad iCycler iQ™ Real-Time

PCR Detection System), temperatiira keliama 1°C per minutg.

2.2 lentelé. Ligandy iSdéstymas ir koncentracijos galutinéje ligandy (A-H) jungimosi su baltymu matavimo
1eksteléje.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
200,00 | 133,33 88,89 59,26 39,51 26,34 17,56 11,71 7,80 5,20 3,47 0 uM
Al BMA, | uM G, | uMA, | uMA, | pMA, [ uMA, | UM A, | ptMA, | pMA, | pMA, | uMA, A” 10
10pM | 10pM | 10pM | 10puM | 10puM | 10puM | 10pM | 10pM | 10pM | 10uM | 10 uM M CA
CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA K
200,00 | 133,33 88,89 59,26 39,51 26,34 17,56 11,71 7,80 5,20 3,47 0 uM
g| *MB, | pMB, | uMB, uMB, [ pMB, [ pMB, [ uMB, [ pMB, | pMB, | uMB, | uMB, B” 10
10uM | 10puM | 10pM | 10uM | 10puM | 10pM | 10pM | 10pM | 10uM | 10uM | 10 uM M CA
CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA H
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200,00 | 133,33 88,89 59,26 39,51 26,34 17,56 11,71 7,80 5,20 3,47 0 uM
C uMC, | uMC, uM C, uM C, uM C, uM C, uM C, uM C, uM C, uM C, uM C, CHIO
10uM | 10uM | 10uM | 10pM | 10pM | 10pM | 10uM | 10pM | 10uM | 10pM | 10aM | o
CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA K
200,00 | 133,33 88,89 59,26 39,51 26,34 17,56 11,71 7,80 5,20 3,47 0 uM
D uM D, | uM D, uM D, uM D, uM D, uM D, uM D, uM D, uM D, uM D, uM D, DHIO
10pM | 10pM | 10pM | 10uM | 10uM | 10uM | 10uM | 10pM | 10pM | 10pM | 10pM |
CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA ca | *
200,00 | 133,33 88,89 59,26 39,51 26,34 17,56 11,71 7,80 5,20 3,47 0 uM
E uM E, WM E, uME, UM E, UM E, UM E, UM E, UM E, UM E, UM E, UM E, EHIO
10uM | 10 uM 10 uM 10 pM 10 uM 10 pM 10 uM 10 pM 10 uM 10 uM 10 uM l\/i CA
CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA ca | M
200,00 | 133,33 88,89 59,26 39,51 26,34 17,56 11,71 7,80 5,20 3,47 0 uM
F uM F, MM F, MM F, uM F, UM F, uM F, uM F, UM F, uM F, UM F, uM F, F HIO
10uM | 10 pM 10 uM 10 uM 10 uyM 10 uM 10 uyM 10 uyM 10 uyM 10 M 10 uyM M CA
CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA ca | *
200,00 | 133,33 88,89 59,26 39,51 26,34 17,56 11,71 7,80 5,20 3,47 0 uM
G MG, | UM G, uM G, uM G, uM G, uM G, uM G, uM G, uM G, uM G, uM G, GHIO
10pM | 10pM | 10pM | 10aM | 10uM | 10uM | 10pM | 10uM | 10pM | 10pM | 10pM | 20
CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA K
200,00 | 133,33 88,89 59,26 39,51 26,34 17,56 11,71 7,80 5,20 3,47 0 uM
H uMH, | UM H, uM H, uM H, uM H, uM H, uM H, uM H, uM H, uM H, uM H, HHIO
10pM | 10pM | 10pM | 10uM | 10uM | 10uM | 10uM | 10pM | 10pM | 10pM | 10pM | = o
CA CA CA CA CA CA CA CA CA CA ca | *

2.2.15. Slopikliy jungimosi matavimas izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu

Izoterminio titravimo kalorimetrijos matavimui ruoSiami du méginiai: baltymo tirpalas
(pilamas { kiuvetg) ir slopiklio tirpalas (juo uzpildomas Svirkstas). Abieju méginiy turis po 2
ml.

Baltymo ir ligando koncentracijy santykis parenkamas toks, kad baltymo aktyvieji
centrai biity jsotinti eksperimento viduryje, tam kad galétume iSmatuoti jungimosi ir
skiedimosi Siluma. O baltymo koncentracija, tokia, kad C faktorius buty tarp 10 ir 100.

Pries eksperimenta baltymo tirpalas dializuojamas pasirinktame buferyje. Slopiklis
tirpinamas dializés buferyje.

Eksperimentas atlieckamas Microcal VP-ITC kalorimetru. ParuoStais méginiais
uzpildoma kiuveté ir Svirkstas. Prie§ pradedant eksperimenta palaukiama, kol nusistovés tiesi
baziné linijja. MaiSymo greitis parenkamas maziausias galimas (260 aps./min.)., viso 25
injekcijos, vienos injekcijos tiris 10 pl, tarpas iki pirmos injekcijos — 600 s, o tarpas tarp

injekcijy 200 s.

2.2.16. Duomeny apdorojimas
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Duomeny, gauty terminio poslinkio metodu, apdorojimui naudojama ThermoFluor++
1.4.2 programa bei Microsoft Office Excel programa.
Izoterminio  titravimo  kalorimetrijos metodu gauti rezultatai apdorojami

Microcal™Origin™ v5,0 programa.

2.2.17. Baltymy struktiiros vaizdavimas ir modeliavimas

Baltymy struktiiros vaizdavimui naudojama PyMol v1.0 programa.

Slopikliy modeliavimas aktyviajame centre atlickamas Accelrys DS Visualizer v 1.7.
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3. DARBO REZULTATAI

3.1. hCA III klonavimas ir ekspresija

Wan91l

ori pOTET7 -hCATII F
2

35kb
$\ Eco31l

promotorius

pET15b - hCA IIT
6.4 kb

3.1 pav. Principiné hCA III klonavimo schema.

hCA 1II genas iSkerpamas be pradzios kodono, uz stop kodono ir klonuojamas i
pasirinkta vektoriy pET-15b. Vektoriuje baltymo genas suliejamas su heksahistidino uodegéle
per trombino kirpimo srit{. Taip pat vektoriuje yra ampicilinui atsparumo genas. Restriktazés
parenkamos tokios, kad atsistatyty baltymo skaitymo rémelis, nes geno promotorius ir
pradzios kodonas yra pET-15b vektoriuje prie§ heksahistidino zymens seka. IS konstrukto
pOTB7-hCAIIl AB ,,Fermento* restriktazémis Eco911 ir Van91I iSkerpamas 903 baziy pory
fragmentas lipniais galais. Tuomet bukinami lipniis galai AB ,,Fermento* Klenow fragmentu.

Tokiu biidu prarandamos dvi pirmos amino riigstys, o treCios amino riigsties kodonas
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atsistato. Tod¢l rekombinantinis baltymas gaunamas nuo trecios amino riigsties. Manoma, kad
tai neturés itakos tolimesniems tyrimams.

Analogiskai veikiamas vektorius pET-15b: AB ,,Fermento* restriktaze Notl kerpama
multikloniné¢ vektoriaus sritis, bukinami lipniis galai. Kirptas vektorius ir hCA III genas
gryninami i$ agarozes gelio. Pasalinami vektoriaus 5° fosfatai, kad vykdant ligacija vektorius
nebiity susiiitas pats su savimi.

Vektorius su klonuojamu genu susiuvami T4 DNR ligaze ir transformuojami { E.
coli XL1-Blue kamiena. Gautos kolonijos uZséjamos | atskirus mégintuvélius. I$skiriama
DNR Sarminés lizés biidu ir tikrinama restriktaziniu metodu, ieSkoma teisingy konstrukty.
Nustacius teisinga konstrukta, galutinai seka patvirtinama sekvenavimu.

ISgryninta DNR transformuojama | E. coli BL21 kamiena ir ekspresuojamas
baltymas. Auginimo salygos parenkamos tokios, kad baltymas biity tirpus, jo kiekis biity kuo
didesnis ir baltymas biity kuo stabilesnis. Tod¢l buvo parinkta auginti iki indukcijos IPTG
37°C, o pasiekus 0,6 — 0,8 (A = 550 nm) optinj tanki pridedama IPTG iki 0,2 mM ir auginama
4 val. 30°C.

Darbo metu susidurta su problema: iStyrus iSgryninta hCA III baltyma atlikus Zn
analizg, pasirod¢, kad tik ketvirtadalis baltymo turi savo sudétyje Zn(II) jona. Bandant
padidinti baltymo kieki su Zn(Il) aktyviajame centre, buvo kei¢iama ZnCl, koncentracija
auginimo terpéje. DidZiausia koncentracija, kuriai esant augo bakterijos — 1 mM. Gauta

baltymo su Zn(II) 46%. (3.1 lentel¢, 3.2 pav.).
M 1 2 3 4

116,0

66,2
45,0 === —

35,0 J : -/

25,0 e

18,2

3.2 pav. hCA III ekspresija skirtingomis ZnCl, koncentracijomis (NDS-PAAG). Takeliuose:
1, 2 — bendras lizatas prie$ ir po indukcijos (0,2 mM IPTG), auginimo terpéje 0,4 mM ZnCl,
koncentracija; 3, 4 — bendras lizatas pries ir po indukcijos (1 mM ZnCl, konc.). Rodyklémis
parodyta hCA III (~30 kDa).
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3.1 lentelé. Baltymo su Zn(Il) aktyviajame centre kiekio didinimas, keiCiant auginimo terp¢je ZnCl,
koncentracija.

Auginimo terpéje ZnCl, konc., mM | Baltymo dalis su Zn(II), %

s

0,4 ~25
1 ~46"
2 Silpnai augo biomasé

" Zn(11) analizé atlikta ChF prof. S. Tautkaus.

3.2. Zmogaus karboanhidrazés ITI gryninimas

Biomasé suardyta ultragarsu, kiek didesné dalis baltymo gauta tirpioje frakcijoje (3.3
pav.). Kadangi baltymas turéjo heksahistidino uodegéle grynintas naudojant Ni** jonuy
chromatografing koloné¢lg ir KM jony mainy kolonélg, norint pasiekti didesni grynuma ir
sukoncentruoti baltyma. Prie Ni(II) jony kabinasi heksahistidino uodegélé koordinaciniais
ry$iais ir leidziant imidazolo gradienta tikslinis baltymas atsikabina ir atskiriamas. Toliau
frakcijos, kur didziausia tikslinio baltymo koncentracija apjungiamos ir leidziamos per antraja
kolon¢lg — jonuy mainy. Leidziamas pH gradientas ir kai pH pasiekia tikslinio baltymo
izoelektrinj taska, Sis atsikabina. Baltymas gautas su nezZymia priemaisa, kuri visada gryninasi
kartu.

hCA III yra nestabili, kadangi pavirSiuje turi 5 Cys (Cys66, Cys181, Cys188, Cys203
ir 206), kurie gali oksiduotis esant deguonies arba kitam oksidatoriui ir sudaryti disulfidinius
tiltelius tarpusavyje arba su kito baltymo molekulés pavirSiuje esanciais Cys. Ilgiau laikant
kambario ar net 4°C temperatiiroje jis iSséda i nuosédas. Todél laikomas -80°C, 20 mM Mes

pH 6,5, 0,05 M Na,SO4, 2mM DTT tirpale.

M 1 2 3

116,0

66,2

45,0

35,0

= 3.3 pav. Suardytos biomasés ultragarsu didesné dalis baltymo

25,0 L . : .
yra tirpioje frakcijoje. Takeliuose: 1 — bendras lizatas po
indukcijos; 2 — tirpi frakcija; 3 — netirpi frakcija po suardymo

18,2

ultragarsu.
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116,0
66,2
450 .. . o
3.4 pav. hCA III gryninimo imobilizuoty
S50 Ni**  jony chromatografijos metodu
rezultatai (NDS-PAAG). 1 — tirpi frakcija,
260 uzne$ama ant kolonélés; 2 — gryninimo
metu nesisorbavusi frakcija; 3-8 — frakcijos
02 su tiksliniu baltymu.
M 1 2 3 4 5 6 7 8
116,0
66,2
45,0 3.5 pav. hCA III gryninimas jony mainy
—_ chromatografijos  metodu  rezultatai
’ (NDS-PAAG). 1 - uzneSimas ant
_ kolonélés, apjungtos frakcijos su tiksliniu
’ baltymu i§ imobilizuoty jony kolonélés;
—_ 2-8 — chromatografijos frakcijos su
’ tiksliniu baltymu.
3.3. Zmogaus karboanhidrazés III stabilumo jvertinimas

hCAIIl rekombinantiniam baltymui buvo atliktas stabilumo {vertinimas terminio
poslinkio metodu. Buvo parinkti jvairlis reagentai, ivairiu pH ver¢iy skirtingi buferiai,
vertinta ju itaka baltymo stabilumui.

Buvo nustatyta baltymo denatiiravimo temperatiira esant skirtingoms osmolity
(gliukozés, imidazolo, uréjos, guanidino vendenilio chlorido) koncentracijoms (3.6 pav.).
Osmolitai dazniausiai destabilizuoja baltyma. Rekombinanting zmogaus karboanhidraze 111
destabilizuoja visi tirtieji osmolitai: labai stipriai guanidino vandenilio chloridas (GuCl) ir
imidazolas. Ur¢ja ir gliukoze silpnai destabilizuoja. Tai parodo, kaip kontrolé, kad stebimos
tranzicijos bandymo metu yra dél baltymo denatiiracijos, o ne del kity procesy.

Taip pat buvo ivertinta jvairiy katijonuy itaka baltymo stabilumui (3.7 pav.). Dauguma
tirty vienvalenciy ir dvivalen¢iu jonu (Na, Mg, Sr, Ba, Ca) nestipriai destabilizavo baltyma.
Trivalenciy jony, Eu, Ce, Tb, Y, panaSus poveikis — denatliravimo temperatiira sumaz¢jo
~1°C. Stipriausia destabilizavo Ru, dT. ~ -3°C. Kiti metalai (3.8 pav.): Fe’" ir Cu*" silpnai
destabilizuoja baltyma (dTm ~ -1°C), o Ni** kiek stipriau (dTm ~ -2°C). Labai stipria
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destabilizuoja baltyma Zn*" (dT. ~ -6°C), tai gana nejprasta, kadangi karboanhidrazé savo

aktyviajame centre turi Zn(II).
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3.6 pav. hCA III stabilumo priklausomybé nuo pridéty osmolity koncentracijos.
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3.7 pav. Baltymo denatiiravimo temperatiiros skirtumas lyginant su 0 mM drusky
koncentracija. A — chlorido drusky koncentracija 5 mM; B — chlorido drusky koncentracija 50
uM.
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o
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- 3.8 pav. Baltymo denatiiravimo temperatiiros
) Katjjonai skirtumas, esant 50uM drusky

koncentracijai, lyginant su 0 mM drusky
koncentracija.

Anijony jtaka baltymo stabilumui pavaizduota 3.9 paveiksle. Tiocianato (SCN) ir
nitrato (NOjs") jonai gana stipriai destabilizuoja baltyma (dT. -2 — (-3)°C), o Br" ir I" jonai
silpnai, dT, ~ -1°C. Sulfatas (SO,") ir chloridas (CIl) beveik neturéjo jtakos baltymo
stabilumui. Kiti anijonai (F°, HCOy, piridinas) stabilizavo baltyma dT., ~ 1°C.

Baltymo stabilumui turi jtakos ir organinio tirpiklio koncentracija. Tai labai svarbu, kadangi

matuojant slopikliy jungimasi prie baltymo slopikliai tirpinami dimetilsulfokside (DMSO).
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Akivaizdu 18 3.10 paveikslo, kad DMSO destabilizuoja baltyma, todél visada jvertinama, kad
tirlamajame méginyje DMSO koncentracija nevirSyty 2%. Glicerolio nedaro stiprios itakos
baltymo stabilumui, netgi Siek tiek ji stabilizuoja.

2,

| n [ i

T T T \l:l\ T T 1
cl H F  SO4 HCO3 NO C Pi

dTm, °C

Anijonas

3.9 pav. Balymo denatiiravimo temperatiros skirtumas lyginant su 0 mM drusky
koncentracija. Drusky koncentracija 100 mM.
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E 56
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Konc., w % baltymo stabilumui.

Skirtinguose buferiuose gauta hCA III stabilumo priklausomybé nuo pH pavaizduota
12 pav. Galima ja palyginti su teorine baltymo pavirSiaus kriivio priklausomybe nuo pH (3.11
pav.), kuri gauta pagal Henderseno-Haselbacho lygti:

[A°
H=pK, +lgt"d
p PK, g[HA]
B lo(pH—PKa)
[A ]:1 (PH-PK,)
+10 a
[HA] 1

- 1+10(PH—PKa)

Matome, kad rekombinantinés hCA III izolektrinis taSkas yra apie 7. IS balymo
stabilumo ivertinimo rezultaty matome, kad baltymas stabiliausiais, tai yra jo T, didziausia,
tarp pH 6,5 ir 9,5. Tai neblogai koreliuoja su teoriniais rezultatais, kadangi pH intervale 7 — 9
baltymo molekulés kriivis yra artimas 0. Skirtinguose buferiuose hCA III stabilumas panasus,

esant pH 6,5 — 9. Mazesniuose pH buferiy jtaka skirtinga, pvz. citratinis buferis kiek labiau
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destabilizuoja hCA III ties pH 6 lyginant su acetatiniu buferiu, tafiau esant didesnéms pH

vertéms neturi jtakos stabilumui. O Mes buferis pH 5,5 kiek destabilizuoja baltyma stipriau

negu acetatinis buferis.
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3.11 pav. Teorin¢ hCA I, II ir III molekulés kriivio priklausomybés nuo pH kreivé. Teorinis pl

hCAT1-6,81, hCA I - 7,22, hCA III - 7,03.
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3.12 pav. hCA I, II ir IIT denatiiravimo temperatiros priklausomybé nuo pH skirtinguose
buferivose (hCA I ir II stabilumo jvertinimas atliktas biotermodinamikos ir vaisty tyrimy
laboratorijoje L. Baranauskienés, nepublikuoti duomenys).
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Galima palyginti Zmogaus karboanhidraziy I, II ir III stabilumo priklausomybg nuo pH
ir buferiy. Teorinés pavirSiaus krtivio priklausomybés nuo pH kreives labai panasios visy triju
karboanhidraziy. Gana panaSus stabilumas yra ir skirtinguose pH buferiuose. Kiek labiau
skiriasi stabilumas Zemesniuose pH bei pH 8 karbonatiniame buferyje: labiau destabilizuoja
hCA T ir II negu III.

Nors i§ pirmo Zvilgsnio gana panasiis stabilumo rezultatai mazesniy pH srityje, bet
sulyginus gautus rezultatus (3.13 pav.) matome, kad stabilumas skiriasi skirtinguose pH ir
buferivose pH intervale 4 — 6,5. Citratiniame buferyje pH 5,5 ir 6,5 stabilumo tendencija
panasi visy triju CA. Bet skiriasi stabilumas: hCA III yra stabiliausia Siame buferyje, o hCA 1
yra maziausiai stabili, denatliravimo temperatira yra apie 5°C mazesné¢ negu hCA III.
Fosfatiniame buferyje (NaPi) stabilumas gana panasus visy triju. Mes buferyje kiek maziau
stabili yra hCA III pH 5,0 ir 6,0, jos denatiiravimo temperatira yra apie 2°C mazesn¢ negu
hCA 1. MazZuose pH 4-5 stabilumas labai skirtingas. hCA I pH 5 acetatiniame buferyje
denatiiravimo temperatiira maZzesn¢ apie 4°C negu hCA II ir III. O pH 4,5 acetatiniame
buferyje jos denatiravimo temperatiira yra ~6°C mazesné¢ negu hCA II, bet hCA III
denatiiravimo temperatiira yra net 9°C maZesné lyginant su hCA II. Zemesniuose pH hCA T ir
IIT denatiiruoja kambario temperattroje, 0 hCA II Ty, yra ~36°C. Formiatiniame buferyje hCA

IT yra nestabili, o hCA I ir III denatiiravimo temperattira yra apie 40°C.
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3.13 pav. hCA [, II ir III denatiiravimo temperatiiros priklausomybé nuo pH skirtinguose
buferiuose 4-6,5 pH srityje. (hCA T ir II stabilumo jvertinimas atliktas biotermodinamikos ir
vaisty tyrimy laboratorijoje L. Baranauskienés, nepublikuoti duomenys).

34. Zmogaus karboanhidrazés ITI jungimasis su sulfonamidiniais slopikliais

Karboanhidrazés dalyvauja ivairiose fiziologiniuose procesuose ir sutrikusi veikla
lemia tam tikras patologijas. Tai pat jos yra paplitusios visuose organizmuose ir katalizuoja
gyvybiskai svarbia reakcija. Todél yra svarbu rasti tokius ju slopiklius, kurie bty specifiski
tam tikrai karboanhidraziy klasei ir izoformai. Todé¢l daznai reikia patikrinti jungimasi su
daug slopikliy, kad rastume specifiSky tam tikrai CA izoformai. Terminio poslinkio metodu
galima vienu metu matuoti net 96 méginius tokiu biidu galima patikrinti jungimasi su daug

slopikliy ir nustatyti jungimosi parametrus.
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3.14 pav. Tirty sulfonamidy strukttrinés formulés.

Mano darbe buvo matuotas hCA III jungimasis su sulfonamidiniais terminio poslinkio
metodu 20 mM Mes pH 6,5, 50 mM Na,SOs4, 2mM DTT buferyje. Buvo iSmatuotas
jungimasis su 17 slopikliy: 6 komerciniais CA slopikliais — trifuolmetansulfonamidu

(TFMSA), metazolamidu (MZM), karboksibenzensulfonamidu (CARBS), etokzolamidu
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(EZM), acetazolamidu (AZM) ir sulfanilamidu (SAA) ir 11 susintetinti Biotermodinamikos ir
vaisty tyrimy laboratorijoje dr. Virginijos Dudutienés, kuriy struktiirinés formulés pateiktos
3.14 pav.

Terminio poslinkio metodu gaunamos dazo reporterio dapoksilo sulfoninés riigsties
fluorescencijos intensyvumo priklausomyb¢é nuo temperatiiros kreivés (3.15 pav.). Kol
temperatiira nedidel¢ ir baltymas natyvios formos fluorescensija vandeningje terp¢je yra labai
nezymi (Matulis et al., 2005).Fluorescencija intensyvéja, kada pradeda i$sivynioti baltymas ir
atsiveria hidrofobinés sritys, dazas jungiasi prie ju, o jo fluorescencija labai intensyvi
hidrofobin¢je aplinkoje. Pasiekus tam tikra temperatiira visas baltymas denattiruoja, o tada
fluorescencija pradeda mazéti, kadangi dazo fluorescencija maz¢ja didéjant temperatiirai. IS
Siy grafiky nustatoma hCA III denattracijos temperatira (Tn), esant skirtingoms slopiklio
koncentracijoms. T, atitinka ta temperatiira, kurioje pusé baltymo jau yra denatiirave, o pusé
dar ne, tai yra kurioje denatiravusio ir natyvaus baltymo laisvosios energijos yra lygios
(Matulis, et al, 2005). Did¢jant slopiklio koncentracijai did¢ja terminis baltymo stabilumas.
Kaip matome 3.15 pav. grafikas slenkasi i didesnés temperatiiros puseg, didinant slopiklio

koncentracija, vadinasi baltymo stabilumas did¢ja.

40)  OTm =545 (65,84 ubd TFMSA, 10 ul CA)
0T = 533 (29.26 ubd TFMSA, 10 ubd CA)
35]  OTrm=62.4(13.01 uM TFMSA, 10 uM CA)
Trn =602 (578 ubd TFMSA, 10 ubd CA)
304 OTm =581 (257 ub TEMSA, 10 uM CA)
Trn = 57.2 (0 ubd TFMSA, 10 ubd CA)
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3.15 pav. Fluorescencijos intensyvumo priklausomybe¢ keliant temperatiira esant skirtingoms
TFMSA koncentracijoms.

Baltymo lydymosi temperattiros priklausomybé nuo slopiklio koncentracijos (3.16
pav.) gaunama aproksimuojant teorine kreive 14 lygti simuliuojant parametrus (jungimosi

konstanta, denatiravimo entalpija). Nustatomos denatliravimo entalpijos ir jungimosi

46



konstantos, 1§ ju apskai¢iuojama jungimosi laisvoji energija. Nustatyti parametrai apibendrinti

3.2 lentel¢je

hCA TII geriausiai i$ tirty slopikliu jungiasi su TFMSA (33.8 pav. A) (jungimosi
laisvoji energija -41,7 kJ/mol, esant 37°C) ir kur kas silpniau su AZM (3.8 pav. A), EZA ( 3.8
pav. B) bei MZM (3.8 pav. B), kuriy jungimasis labai panasus (jungimosi AG -29 — (-30) kJ/

mol 37°C temperatiiroje). Taciau nepavyko nustatyti jungimosi su kitais slopikliais (CARBS,

SAA bei VD junginiais) (1 pav. priede), kadangi Siuo metodu maziausia nustatoma jungimosi

konstanta — 10*, o didZiausia jungimosi laisvoji energija ~ -23 kJ/mol 37°C temperatiiroje.

3.2 lentelé. hCA III jungimosi su 17 slopikliy terminio poslinkio metodu gauti parametrai: laisvoji Gibso
energija (AGuia), jungimosi konstanta (Ks), disociacijos konstanta (K,) (matavimy paklaida ~5%).

AG Denatiiracijos
1. vid ) 1 ) ..
Slopiklis (kJ/mol) Ko vig, M Kayig, pM illl(‘;alllplja, kJ/
TFMSA -40.25 1,13-107 0,0889 550
AZM -29.30 1,36:10° 7,37 550
EZA -29.30 1,36-10° 7,37 550
MZM 29.63 1,55:10° | 6,44 550
CARBS >.23 <10 >100 550
SAA >-23 <10* >100 550
VD5 >-23 <10* >100 550
VD6 >-23 <10* >100 550
VD9 >-23 <104 >100 550
VD20 >-23 <10* >100 550
VD65 >.23 <10 >100 550
VD70 >.23 <10* >100 550
VD78 >-23 <10* >100 550
VD80 >.23 <10* >100 550
VD81 >-23 <10* >100 550
VD90 >.23 <10 >100 550
VD94 >_23 <10* >100 550
e TFMSA:Kd ~0,07uM /
66 1 o AZM:Kd~ 10,00uM i& :
.4
64 - I/Yi
o 7
o 62 {
s
60 - {{ o
58 - ¥ =
S {7 B Y S S fiii%
56 T T T T T 1
1,E-09 1,E-08 1,E-07 1,E-06 1,E-05 1,E-04 1,E-03
[Lt], M
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62 7 A EZA:Kd ~ 10,00pM
= MZM:Kd ~ 13,89uM
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3.16 pav. hCA III lydymosi temperatiiros (Tw) priklausomybé nuo slopiklio koncentracijos
[Li]. A pavaizduota jungimosi su TFMSA ir AZM, B pavaizduota jungimosi su EZA ir MZM
kreivés.

3.5. Zmogaus karboanhidraziy I, II ir III jungimosi su slopikliais palyginimas

hCA 1II jungimosi su slopikliais gautus parametrus galima palyginti su hCA I ir II
jungimosi parametrais nustatytais terminio poslinkio metodu (iSmatuota Biotermodinamikos
ir vaisty tyrimy laboratorijoje L. Baranauskienés, nepublikuoti duomenys). Jungimosi

konstantos ir laisvosios energijos pokytis apibendrinti 3.3 lenteléje ir 3.17 pav.

3.3 lentelé. hCA 1, II, III jungimosi su slopikliais parametrai (paklaida ~5%).

hCA I* hCAII* hCAIII
Slopiklis AGyig, 1 AGyig, 1 AGyig, .
kJ/mol Kosi, M KJ/mol Ko, M kJ/mol Ke,vid
VD5 33,37 7,02:10° -33,61 7,73-10° > .23 <10*
VD6 32,68 5,31-10° 32,74 5,44-10° >-23 <10*
VD9 38,42 5,37-10° 37,65 3,94-10° >-23 <10*
VD20 -33,19 6,52:10° -33,49 7,38:10° >-23 <10*
VD65 -34,98 1,34:10° -33,90 8,68:10° >-23 <10*
VD70 -35,66 1,77-10° 33,15 6,42-10° >-23 <10*
VD78 -32,03 4,09-10° 41,02 1,53-107 >-23 <10*
VD80 -32,50 4,93:10° 32,44 4,82:10° >-23 <10*
VD81 -30,51 2,21:10° 29,18 1,29-10° >-23 <10*
VD90 -35,64 1,75:10° 33,26 6,72-10° >-23 <10*
VD%4 35,20 1,47-10° -36,84 2,85-10° >-23 <10*
AZM 36,32 2,30-10° -36,14 2,15-10° 29,30 1,36:10°
MZM 43,32 3,88-107 37,44 3,62-10° 29,63 1,55-10°
TFMSA | -46,07 1,18:10° -39,07 6,99-10° -40,25 1,13-107
CARBS -33,08 6,24:10° 32,34 4,63-10° > 23 <10*
EZA -45,60 9,76:107 43,45 4,09-10 29,30 1,36:10°

* hCA T ir hCA 1I jungimosi duomenys, gauti terminio poslinkio metodu, Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy
laboratorijos nepublikuoti duomenys (L. Baranauskienés).
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Matome, kad hCA 1 ir II labai panaSios jungimosi konstantos daugelio slopikliy, kuriy
jungimasis jvairus: silpniau besijungiantis — VD81, K, 1-2-10°; stipriau jungiasi VD5, VD6,
VD20, VD80 ir CARBS — K, 4-7-10°; stipriai jungiasi su VD9, VD90, VD94 ir EZA — K,
1-5-10°. Visi minéti slopikliai nesijungia su hCA III, tik EZA slopiklis silpnai saveikauja su
Siuo baltymu, K, 1,4-10°. Taciau jo jungimasis yra kur kas stipresnis su hCA I ir hCA 1I:

lyginant K, vertes I ir II izofermenty atveju ji yra 2-3 eilémis didesné¢ negu hCA III iSmatuota
Kb verte.
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2 1,E+06 -
1,E+05 - |
1,E+04 - : : ‘ S
a ol o) I © = ~ D © o N » @
a [a] a [a] a [a] o [a)
5 5 5 g ¢ ¢ ¢ g &8 ¢ g 2 = g £ U
FE 8
< (%]
B e © o S 8 2 & g2 3 8 ¥ = = 2 g2 _
o o o (=) a [a] [a] [a] [a] o o N N TR < N
> > > > > > > > > > > < = = (@] w
23 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
-28 4
-33 4
g :
= =y
2 38 { {{ F
g !
43 I
N %
48 { ¥
B hCAI
O hCAll
_53 J

| hCAll
3.17 pav. Jungimosi konstanty (A) ir laisvyju energijy pokyciy (B) palyginimas trijy hCA
izofermenty (I, II, III) su 16 slopikliy (hCA I ir hCA II jungimosi duomenys, gauti terminio

poslinkio metodu, Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy laboratorijos nepublikuoti L.
Baranauskienés duomenys).

Kiti tirti slopikliai yra specifiSkesni tam tikrai tirtai hCA izoformai. hCA I jungimosi
konstanta su MZM yra viena eile didesné negu hCA 1II ir net trim eilém didesné negu hCA III.
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Taciau TFMSA atveju, hCA I jungimosi konstanta yra tik viena eile didesné negu hCA II ir
hCA 111, kurios panasSiai jungiasi su Siuo slopikliu. hCA III atveju TFMSA yra geriausias
slopiklis, tai gali biiti susije su jos aktyvaus centro struktiira, kadangi 3alia Zn(Il) 7,1 A
atstumu ir Salia jéjimo | aktyvu centra iSsidéstes Phel198 benzeno Ziedas (Duda et al., 2005),
kuris yra barjeras jungiantis didel¢ hidrofobing grupg turintiems sulfonamidiniams
slopikliams, bet netrukdo prisijungti maza hidrofobing dalj turintiems sulfonamidams, kaip
pavyzdziui TFMSA atveju trifluormetilo grupé.

Todel MZM yra specifiskesnis hCA 1, taiau gana stipriai jungiasi ir su hCA II, o
TFMSA nespecifiskai ir stipriai jungiasi prie visy trijy tirty karboanhidraziy, tai susij¢ su jo
struktiira: nedidelé molekule (3.7 pav.), todel gali lengvai ilysti { aktyvy centra ir prisijungti
prie Zn(IT). Siy triju hCA izoformuy aktyvaus centro struktiirinius ypatumus aptariami 3.7.
skyrelyje.

hCA 1I jungimosi konstanta su VD78 dviem eilém didesné negu hCA 1. Sis slopiklis
yra specifiSkesnis butent Siam baltymui i§ tirty hCA, jo K, 1,5-107, nes silpniau jungiasi su
hCA T (Ky 4,1-10°) ir nesijungia su hCA TII (3.3 lentelé ir 3.17 pav.).

Sie rezultatai rodo, kad nors ir hCA I, II ir III tretinés struktiiros ir sekos yra panasios,
taCiau bitent aktyvaus centro sandaros skirtumai yra esminiai jy jungimuisi su slopikliais.
Todél modeliuojant slopiklius aktyviajame centre galima palyginti gautus jungimosi

rezultatus su aktyviy centry struktiiros ypatumais.

3.6. hCA III jungimosi su TFMSA matavimas izoterminio titravimo kalorimetrijos
metodu ir palyginimas su hCA Tir II

Pilnam supratimui ligando jungimosi su baltymu neuztenka nustatyti tik jungimosi
konstanta, o i§ jos apskaiCiuoti laisvosios energijos pokyti. Svarbu nustatyti reakcijos metu
i§siskyrusi Silumos kieki, t.y. entalpijos pokyti, esant tam tikrai temperatiirai. Zinant indelj
entalpijos ir entropijos laisvosios energijos pokyciui, galima jvertinti Sios saveikos Saltini
(Ladbury et al., 2004).

Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu buvo iSmatuotas hCA III jungimasis su
TFMSA 20 mM Mes pH 6,5, 50 mM Na,SO4 0,2 mM DTT buferyje. | tirpala dedama
reduktoriaus (DTT), kadangi, kaip minéta, hCA III savo pavirSiuje turi 5 Cys liekanas, kurios

gali oksiduotis ir todél baltymas yra nestabilus.
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3.18 pav. hCA III jungimosi su TFMSA izoterminio titravimo metodu gauti pirminiai
duomenys (A, raudona linija paZyméta bazin¢ linija) ir suintegruota kreive (B, taskai atitinka
eksperimentinius rezultatus, kurie aproksimuojami teorine kreive (6) — pazyméta mélyna
kreive).

Izoterminio titravimo kalorimetrijos gauti rezultatai pateikti 3.4 lenteléje. Buvo
matuojamas iSsiskyrusios Silumos kiekis titruojant baltyma slopikliu. Slopiklio koncentracija
parinkta tokia, kad visi baltymo molekuliy aktyvieji centrai biity isotinti mazdaug
eksperimento viduryje, tuomet galima iSmatuoti ne tik jungimosi Siluma, bet ir skiedimosi,
kuri yra atmetama. Todél buvo parinktas baltymo ir slopiklio koncentracijy santykis 1:5,

kadangi zinoma, kad baltymo su Zn yra tik 46%. O baltymo koncentracija parenkama tokia,
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kad C parametras biity tarp 10 ir 100. Kadangi terminio poslinkio metodu nustatyta jungimosi
konstanta ~10’, todél koncentracija parenkama 20 uM (vélgi dél 46% baltymo su Zn).

Buvo problematiska iSmatuoti iSsiskyrusios Silumos kieki hCA III ir TFMSA
jungimosi metu, kadangi eksperimentas buvo atlickamas 25°C temperatiiroje, o baltymas néra
stabilus tokioje temperattiroje netgi esant 2 mM DTT koncentracijai. Buvo bandoma surasti
optimalia DTT koncentracija, kuriai esant galéty nusistovéti tiesi baziné linija. Esant 2 mM
DTT koncentracijai, baziné linija nenusistovédavo tiesi, kadangi vyko oksidacijos —
redukcijos reakcija tarp DTT ir vandenyje iStirpusio ir oro deguonies. Sumazinus
koncentracija DTT iki 0,2 mM tiesi baziné linija nusistovédavo per 2 val. Kaip matome 3.18
paveiksle eksperimento metu baziné linija nukrypdavo po kiekvienos injekcijos, tai gali biti
susije su DTT, kadangi SvirkSte esanti tirpalas nekontaktuoja su oro deguonimi. Be to, dél
mazesnés DTT koncentracijos, 260 aps./min. maiSymo ir gana ilgo eksperimento (trukdavo
apie 4 val.) dalis baltymo gal¢jo denatiiruoti eksperimento metu, todél stoichiometrija
nevisiSkai atitinka baltymo dalies su Zn (II), kiek iSmatuota Zn analizés metu: ITK metodu
iSmatuota — 0,28 + 0,09, o Zn analizés metu nustatyta baltymo dalis su Zn(II) — 0,46.

3.4 lentelé. hCA III jungimosi su TFMSA iSmatuoti parametrai ITK metodu 25°C temperatiroje, pH 6,5 i$ 3
pakartojimy.

Parametras ISmatuota verté
n 0,28 + 0,09
Ky, M 2,06-10°+1,1-10°
AG, kJ/mol -359+1,3
AH, kJ/mol -11,1+4,2
-TAS, kJ/mol -248+29
AS, J/mol-K 83,2+ 10,0
10
0 4
5 -10 1
£
2 _20 4
T
-30 1 mAG  3.19 pav. Zmogaus karboanhidrazés IIT jungimosi su
40 E_ATHAS TFMSA entalpijos ir entropijos indeliai laisvajai
energijai.

3.19 paveiksle pavaizduota hCA III jungimosi su TFMSA laisvosios energijos
pokyciui entropinis ir entalpinis indélis. Nedidelis entalpijos pokytis rodo, kad jungimosi
metu nesusidaro palanki saveika (vandenilinés jungtys, van der Valso saveika) tarp slopiklio

ir baltymo molekulés. Dideli entropini indeli lemia palankesnis tirpiklio molekuliy
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persitvarkymas po saveikos. Numanoma, kad tirpiklio molekulés aktyviajame centre yra
tvarkingai i$sidésCiusios (ju entropija yra neigiama), o saveikos metu dalis ju i§stumiamos i$
aktyvaus centro.

Galima palyginti gautus rezultatus su hCA I ir II jungimusi su TFMSA (3.5 lentel¢ ir
3.20 pav.). hCA I ir II jungimasis panasus: laisvosios Gibso energijos pokyciai panasis, bet
kiek skiriasi entalpinis ir entropinis indeliai. hCA I atveju entropinis pokytis yra nepalankus,
bet jis kompensuojamas saveika tarp baltymo ir slopiklio. hCA II atveju entalpinis ir
entropinis ind¢lis yra palankis, ta¢iau dominuoja saveika tarp slopiklio ir baltymo. O hCA III
jungimasis yra silpnesnis (laisvosios energijos pokytis maZesnis) ir kas svarbu, skiriasi
entropijos ir entalpijos indélis jungimuisi. hCA III atveju jungimuisi didziausias indélis yra
entropinis, t.y. tirpiklio molekuliy palankus persiorientavimas, o hCA I ir II atveju atvirksciai
didziausias indelis yra entalpinis, vadinasi saveikoje dominuoja vandeniliniai rySiai, van der
Valso saveika.

3.5 lentelé. hCA 1, II (iSskirtos i$ eritrocity) ir rekombinantinés hCA III jungimosi su TFMSA parametrai 25°C
temperatiiroje, pH 6,5.

hCA I* hCA II* hCA III
AG, kJ/mol -42,41 -46,37 -36,04
AH, kJ/mol -48,57 -40,34 -11,12
-TAS, kJ/mol 6,164 -6,03 -24,91

* Nepublikuoti dr. D. Matulio duomenys.

hCAI hCAll hCAIll
10 -

0 Ea
0] T

?E> -20 - =
3 30 +
-40 - B AG
50 O AH
o-TAS
-60 -

3.20 pav. Zmogaus karboanhidrazeés I, I ir IIT jungimosi su TFMSA entalpijos ir entropijos
indeliai laisvajai energijai (hCA I ir II — nepublikuoti dr. D. Matulio duomenys).

3.7. hCA III struktiry palyginimas su hCA I bei II ir slopikliy modeliavimas hCA
III aktyviajame centre
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hCA I, II ir IIT erdvinés strukttiros tirty yra labai panaSios. Taciau aktyviojo centro
struktira turi esminiy skirtumy, kurie ir lemia tokius skirtinga slopikliy jungimasi su
baltymais.

Tirtosios karboanhidrazés yra citozoliniai fermentai. Sulyginus triju citozoliniy CA
amino rugsciy sekas pasirode, kad hCA III sekos panaSumas su h CA I yra 55%, o su hCA 1II -
58% (Nishimori et al., 2007b), o hCA I su hCA 1II turi 60% sekos panaSumo (Hewett-Emmett
ir Tashian, 1996). hCA II ir hCA III yra 24 konservatyvios amino ragstys. Sie izofermentai
yra didziausio ir maziausio aktyvumo CO, hidratacijos tarp visy Zinduoliy CA (Supuran ir
Scozzafava, 2007). I§ Siy amino rugs¢iy 18 sudaro vandeniliniy jungCiy tinkla aktyviame
centre, biitiny baltymo suri§imui su substratu arba su slopikliu (Casini et al., 2003; Simone et
al., 2005). 15 i$ ju yra konservatyvios hCA III ir hCA II. Ir i§ nesutampanéiy 3-ju amino
rugsciy, dvi yra ypac¢ svarbios katalizei (tai biity 64 padétyje hCA I ir hCA 1I yra His, o hCA
III — Lys, ir 198 padeétyje hCA I ir hCA 1II yra Leu, o hCA III — Phe). His64 yra labai svarbus
protony Saudyklei katalitiSkai aktyviose CA izofermentuose (CA I, I, IV, VII, IX, XII, XIII ir
XIV) (Casini et al., 2003; Simone et al., 2005; Supuran ir Scozzafava, 2007), pagerinanti
protono perneSima nuo prie Zn(II) prisijungusio vandens aktyviajame centre | terpe,
susidarant nukleofilui (Sis etapas yra visos CO, hidratacijos reakcijos greitj limituojanti
stadija). CA III Lys64 yra maziau efektyvus protono perdavime lyginant su His d¢l didesnio
pK. (Lys e-NH» pKa yra 9, o His imidazolo zZiedo — 7) (Supuran et al., 2003). Kita vertus
amino rugstis, esanti 198 padétyje, yra iSsidésciusi pa¢iame viduryje aktyvaus centro (Duda et
al., 2005). Kai ji yra santykinai mazas Leu (hCA I ir hCA II atveju) aktyviajame centre yra
pakankamai vietos prisijungti slopikliams/aktyvatoriams, kaip rodo rentgeno spinduliy
difrakcijos kristalografiné analizé. O didelis Phe benzeno ziedas yra erdvinis trukdis CA III
aktyviajame centre tikriausiai trukdantis daugumos slopikliu jungimuisi. D¢l Siuy dvieju
faktoriy CA III pasiZymi labai mazu katalitiniu aktyvumu lyginant su CA II ir CA I bei mazai
slopinamas dauguma sulfonamidiniy slopikliy (Supuran ir Scozzafava, 2007).

Sie struktiriniai skirtumai gali turéti jtakos tirty baltymy jungimuisi su ligandais.
Todél buvo sulygintos S$iu baltymy struktiiros, gautos rentgeno spinduliy difrakcijos
kristalografinés analizés biidu. Erdviskai strukttiros labai panaSios, taiau esminiai skirtumai
yra fermenty aktyviuosiuose centruose. 3.21 pav. pavaizduota hCA I, II ir III aktyviy centry

kiSenés. hCA 1 ir II labai panasis aktyviy centry i¢jimai, o hCA III akivaizdziai maZesnis.
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3.21 pav. Aktyviy centry pavirSiaus palyginimas: A — hCA I (lhcb.pdb); B — hCA 1I
(1ca2.pdb); C — hCA III (1z93.pdb).

Leu198
Lys64 Thr200 Lys64

ieed Thr200

' Thr199
Hisé4  is200

Thr199

Phe198
&

Phe198

His119

His119

A Hisg4 B

3.22 pav. Aktyvaus centro palyginimas hCA III su I ir II. A — hCA 1 (1hcb.pdb) pazyméta
zaliai ir hCA 1IIT (1293.pdb) pazyméta melsvai; B — hCA II (1ca2.pdb) — geltonai ir hCA III —
melsvai. Bendros amino riigStys pazymeétos juodai.

3.23 pav. hCA III molekulé (1z93.pdb). Salia
aktyvaus centro pavaizduotas Phe198 melsvai.

3.22 paveiksle yra palyginta hCA T ir III (A) bei hCA 1II ir III (B) aktyviuy centry

struktira. Abiem atvejais pagrindinis skirtumas yra 198 padétyje esanti amino rugstis, hCA I

55



ir IT atveju — Leu, o hCA III atveju — Phe. Fenilalanino benzeno Ziedas yra didelis lyginant su
leucino amino rugsties liekana, be to jis yra iSsidéstes Salia aktyvaus centro i¢jimo (3.23 pav.).
Todél tai svarbus struktiiros skirtumas, kuris lemia tokius skirtingus rezultatus jungiantis
slopikliams. hCA T aktyviajame cente 200 padétyje yra His, o hCA II ir III Sioje padétyje turi
treoning. Taciau jis yra iSsidéstes giliau aktyvaus centro kiSen¢je ir néra toks didelis barjeras
prisijungti slopikliams, ka ir rodo gauti slopikliy jungimosi rezultatai.

Prie Zmogaus karboanhidrazés III stipriausiai besijungiantis slopiklis i§ tirtyju yra
TFMSA. Pabandyta pamodeliuoti TFMSA molekule hCA III aktyviajame centre, kadangi
rentgeno spinduliy difrakcijos kristalografinés analizés metodu néra nustatyta hCA III su
TFMSA struktiira. 3.24 paveiksle pavaizduota sumodeliuota hCA III su TFMSA ir hCA II su
TFMSA nustatyta rentgeno spinduliy difrakcijos kristalografinés analizés metodu struktiira.
TFMSA jungiasi prie Zn(II) jono ir sudaro tetraedring geometrija kartu su ji koordinuojanciais
His imidazolo Ziedais. 3.24 paveiksle pavaizduoti sumodeliuota hCA III aktyviajame centre
TFMSA, sumodeliuoti kampai yra artimi hCA II su TFMSA sudaromiems kampams. hCA III
atstumas nuo sulfonamidinés grupés iki Zn(II) yra mazesnis negu hCA II atveju. O kampas
tarp TFMSA azoto ir Zn(II) jono taip pat artimas TFMSA prisijungusio prie Zn(II) hCA 11

aktyviajame centre.

3.24 pav. Tetraedriniai kampai: A - hCA III (1z93.pdb) sumodeliuota struktiira su TFMSA
(paimta i§ 1bcd.pdb); B — hCA 11 su TFMSA rentgeno spinduliy difrakcijos kristalografinés
analizés metodu gauta struktiira (lbcd.pdb). C ir D — kampas tarp TFMSA ir Zn(II)
atitinkamai sumodeliuota hCA III aktyviajame centre ir hCA II nustatyta kristalografinés
analizés metodu (1bcd.pdb).
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Sumodeliuotoje struktiiroje hCA III aktyviajame centre TFMSA iSsidésto taip, kad
nuo Phel98 benzeno ziedo iki TFMSA fluoro 3,12 A, tai didesnis atstumas negu van der
Valso spinduliy suma — 3,05 A (trigonalinés C spindulys 1,7 A ir fluoro 1,35 A). Atstumas
nuo sulfonamidinés grupés deguonies iki Phel98 metilen grupés yra 3,04 A. Tai kiek
maZesnis atstumas negu van der Valso spindulius 3,4 A. Be to TFMSA molekulés
sumodeliutoje struktiiroje atstumai nuo deguonies (sulfonamidinéje grupeje) ir Thr199
pepdidinés jungties N yra 2,93 A, optimalus vandenilinio ry$io atstumas O--H-N yra 2,9-3,0
A (Daune, 1999). Bet atstumas nuo sulfonamidinés grupés amino yra 2,75 A, tai jau per
mazas atstumas. Taciau baltymo molekul¢ néra statiSka, galimi tam tikri nedideli

konformaciniai poky¢iai aktyviajame centre.

3.6 lentelé. Van der Valso spinduliai (A) jvairiy atomy (duomenys i§ Daune, 1999).

Atomas Vap der Valso Atomas Vap der Valso
spindulys (A) spindulys (A)
Tetraedriné C 2,0 Tedtraedrinis N 2,0
Trigonaliné C 1,7 Trigonalinis N 1,7
0O (C=0) 1,4 Dvivalenté S 1,85
O (OH) 1,6 S (SH) 2,0
O (COOH) 1,5 F 1,35
H 0,9

S— 3.25 pav. hCA III (1z93.pdb) sumodeliuotos
= Phe198 struktiiros su TFMSA (paimta i§ 1bcd.pdb)
atstumai iki aktyvaus centro amino rugsciy
liekany.

Taip pat buvo sumodeliuota hCA III aktyviajame centre vienas 1§ Biotermodinamikos
ir vaisty tyrimo laboratorijoje susintetintas sulfonamidinis slopiklis — VD65 (3.26 pav.). hCA
III aktyviajame centre buvo sumodeliuota taip, kad buty optimalls tetraedriniai kampai tarp
VD65 sulfonamidinio azoto ir His imidazolo Ziedy koordinuojamo Zn(II). Sumodeliuotoje
struktiiroje labai arti iSsidésCiusi slopiklio molekulé Salia Phel198 benzeno Ziedo. Atstumas
tarp Phe ir VD65 trigonaliniy angliy (aromatiniy Ziedy) yra 2,06 A, o turéty biiti pagal van der
Valso spindulius maZiausiai 3,4 A. Taip par ir atstumas iki trigonalinio azoto yra per mazas —

2,56 A, o turéty biiti maZiausiai 3,4 A (trigonalinio azoto van der Valso spindulys 1,7 A, kaip

57



ir trigonalinés anglies). Atstumas nuo sulfonamidinés grupés deguonies iki VD65 trigonalinés
anglies yra 2,34 A, o van der Valso spinduliy suma yra 3,1 A, tai vélgi nepakankamas
atstumas. Tod¢l matome, kad Si mokekulé erdviskai netelpa hCA III aktyviajame centre, kas

koreliuoja su gautais jungimosi su slopikliais rezultatais.

3.26 pav. hCA III (1z93.pdb) sumodeliuotos struktiiros su VD65 atstumai iki aktyvaus centro
amino rugsciy liekany (A) ir tetraedro kampai (B).

3.8. Atlikty darby trumpa apzvalga

Zmogaus karboanhidrazé IIT ekspresuota E. coli ir isgryninta. Buvo atliktas stabilumo
vertinimas esant {vairiems reagentams ir panaudota jungimosi su sulfonamidiniais slopikliais
tyrimams.

hCA III jungimasis su sulfonamidiniais slopikliais skiriasi nuo hCA I ir II. Tai susij¢
su aktyvaus centro struktiiriniais skirtumais. Terminio poslinkio metodu gauti rezultatai rodo,
kad hCA 1II silpnai (su EZA, AZM ir MZM) arba visai nesijungia (su CARBS, SAA ir VD
junginiais) su sulfonamidiniais slopikliais turin¢iais didel¢ Soning grupe. hCA I ir II labai
gerai jungiasi su minétais slopikliais.

hCA I, II ir III jungimosi su TFMSA nustatyti termodinaminiai parametrai yra gana
skirtingi. Manoma, kad tai velgi gali bti susij¢ su aktyviy centry struktiiros skirtumais. hCA
[T jungimuisi su TFMSA didziausias indélis yra entropinis. Tai gali biiti susij¢ su mazesniu
aktyviu centru ir entropiSkai nenaudingai iS$sidésCiusiy vandens molekuliy iSstimimu i§
aktyvaus centro. Entalpijos pokytis jungimosi metu yra santykinai mazas, nes, manoma, kad
nesusidaro stipri saveika tarp baltymo ir slopiklio molekuliy. hCA T ir II atveju, atvirks¢iai,

didziausias indélis yra entalpinis.
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Sulyginus hCA I, II ir III aktyviy centry struktiiras nustatéme, kad pagrindinis
skirtumas yra 198 padétyje esanti amino riigStis: hCA I ir II atveju — leucinas, o hCA I —
fenilalaninas. Sumodeliavus TFMSA ir VD65 hCA III aktyviajame centre, akivaizdu, kad
pagrindinis barjeras prisijungti slopikliams, turintiems didesn¢ Soning grupe, yra Phe198 hCA
IIT aktyviajame centre, i$sidéstes Salia aktyvaus cento iéjimo.

Sie rezultatai rodo, kad norint rasti tokius sulfonamidinius slopklius, kurie stipriai
slopinty hCA TII jie turi turéti nedidele Soning grupe, taciau tikétina, kad jie slopins ir kitas
CA izoformas. Todé¢l reikalingi tolimesni tyrimai, norint rasti labai specifiSkus slopiklius
biitent Siam izofermentui. O tam tikrai CA izoformai specifiSki slopikliai, kurie neslopina

hCA 111, turéty, atvirksciai, turéti didelg Soning grupe.
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ISVADOS

1.

Terminio poslinkio metodu nustatyta jungimasis su sulfonamidiniais slopikliais
tendencija: stipriausiai jungiasi TFMSA (K, 1,1-107), silpniau EZA, AZM ir MZM (K,
~ 1,4-10°-1,6-10°). Nebuvo aptiktas jungimasis su VD junginiais bei SAA ir CARBS
Siuo metodu. Tirty sulfonamidiniy slopikliy savitumas hCA III aktyviajam centrui
1§sidésto tokia eile: TFMSA > MZM, AZM, EZA > VD junginiai.

hCA T ir II su TFMSA jungimasis panaSus kaip ir hCA III. Taciau jos kur kas stipriau
jungiasi su kitais tirtais slopikliais: su MZM, EZA ir AZM K, 2-10° — 1-10%; su VD
junginiais 5-10° — 2-107.

Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu nustatyta hCA III jungimosi su TFMSA
termodinaminiai parametrai: AG ~ -36 kJ/mol, AH ~ -11 kJ/mol, AS ~83 J/mol-K.
Jungimosi laisvosios energijos pokyti lemia daugiausia palankus didelis entropinis
pokytis, kiek maziau — palankus entalpinis pokytis.

hCA T ir IT jungimosi su TFMSA laisvoji energija yra didesné — atitinkamai -42 ir -46
kJ/mol, tac¢iau jungimosi entropijos pokytis yra kur kas didesnis negu hCA III: ~ -49 ir
~ -40 kJ/mol. hCA T ir II jungimosi laisvosios energijos pokyti lemia palankus entalpinis
pokytis.

Sumodeliavus hCA III aktyviajame centre TFMSA ir VD65, matoma, kad diZiausias
erdvinis trukdis jungiantis sulfonamidiniams slopikliams yra Phe198 benzeno Ziedas.
Gauti rezultatai rodo, kad didesni slopikliai stipriai veikiantys hCA I ir II, silpnai veikia

hCA 1II aktyvuma, o tai svarbu kuriant slopiklius specifiSkus CA izoformoms.
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STUDY OF SULFONAMIDE INHIBITORS BINDING

Bachelor thesis

Summary

Carbonic anhydrases are widely-spread enzymes that catalyze a reversible carbon dioxide
hydration. Human carbonic anhydrases play important roles in various physiological
processes and pathologies. The specific inhibition of their function by sulfonamide inhibitors

can be used in therapy of certain human diseases, such as epilepsy and glaucoma.

Human carbonic anhydrase III (hCA III) is a slowest catalyst among 15 human carbonic
anhydrases. It is present in slowly skeletal muscle, liver and adipocytes. In this study we
prepared recombinant hCA III and determined the thermodynamics of interaction between
hCA I and 17 sulfonamides derivates by thermal shift assay and isothermal titration
calorimetry. hCA III was resistant to all sulfonamide derivates synthesized in Laboratory of
Biothermodynamics and Drug Design as well as sulfanilamide and 4-carboxybenzene
sulfonamide. It was weakly inhibited by ethoxzolamide, methazolamide and acetazolamide,
but strongly by the smallest inhibitor trifluoromethanesulfonamide. It is likely, that those
inhibitor-binding tendencies depend on a relatively large residue of Phel98, situated in the

cavity of the active site.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju savo bakalaurinio darbo vadovams dr. J. Matulienei ir dr. D.
Matuliui uz suteiktas Zinias, pastabas ir labai naudingus patarimus; Biotermidinamikos ir
vaisty tyrimy laboratorijos darbuotojams: L. Baranauskienei uz naudingus patarimus atliekant
termodinaminius tyrimus, V. Michailovienei uz pagalba atliekant baltymy gryninimo darbus
ir naudingus patarimus. Be to, dékoju visam Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy laboratorijos

kolektyvui uz naudingus patarimus ir palaikyma rasant §i darba.
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1 pav. hCA III lydymosi temperatiiros (T.,) priklausomybé nuo slopiklio koncentracijos [L;]
su skirtingais slopikliais (A —CARBS ir SAA, B - VD5 ir VD6, C — VD9 ir VD20, D — VD65
ir VD70, E — VD78 ir VD80, F — VD81, VD 90 ir VD 94).
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