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IVADAS

Zmogaus karboanhidrazés priklauso o-CA $eimai, kurios tarpusavyje skiriasi
molekulinémis ypatybémis, lokalizacija lastel¢je, pasiskirstymu organuose ir audiniuose,
ekspresijos lygiu, kinetinémis savybémis, atsaku i skirtingas slopikliy klases (Alterio et al.,
2012). Mitochondrinés karboanhidrazés VB ir VA yra vienos maZiausiai iStirtos
karboanhidrazés 1§ visy zmogaus organizme randamy 15 karboanhidraziy izoformy. Tyrimus
apsunkina tai, jog sudétinga gauti aktyvius ir stabilius fermentus. Karboanhidrazés VB ir VA
didziausia homologija tarpusavyje pasizymincios karboanhidrazés bei vienintelés i§ visy
karboanhidraziy ekspresuojamos mitochondrijose. Nors baltymy lokalizacija lasteléje ir
sutampa, taCiau jy ekspresija Zmogaus organizme skiriasi. D¢l skirtingo pasiskirstymo
organizme ir evoliucijos netolygumo, manoma, kad CA VA ir CA VB atlieka skirtingus
fiziologinius vaidmenis (Shah et. al., 2000), taCiau detalesniais tyrimais iki §iol tai dar
nejrodyta. Remiantis literatiira CA VB pasizymi didesniu kataliziniu aktyvumu nei CA VA
(Vullo et al., 2006), tod¢l CA VB igyja didesng svarba ivairiuose biocheminiuose bei

biofizikiniuose tyrimuose.

Mitochondrinés CA paskirtis buvo pasiilyta, tuomet kai buvo irodyta, jog

mitochondrijos iSoriné membrana yra nepralaidi HCO, jonams, kurie dalyvauja oksalacetato
sinteze¢je 1§ piruvato katalizuojant piruvato karboksilazei. Todél penktoji karboanhidrazé yra
svarbi tokiuose biologiniuose procesuose, kaip gliukoneogenez¢ ar amoniako detoksifikacija
kepenyse. Manoma, jog mitochondrinés karboanhidrazés, padeda palaikyti normalias B-
lasteliy funkcijas bei yra susijusios su insulino reguliacija organizme (Parkkila AK, et. al.,
2000). Taciau padidéjes CAVB aktyvumas siejamas ir su kai kuriomis ligomis. Siuo metu,
kaip galimas vaisty taikinys, ji minima gydant nutukima, centrinés nervy sistemos ligas bei
patologinius smegeny paZeidimus, kurie pasireiSkia sergantiems cukriniu diabetu (Supuran,

2008, Price et. al., 2012).

Bandant jveikti minétasias ligas mitochondriné CA VB gali tapti nauju bei aktualiu
vaistiniy medziagy kurimo taikiniu. Tod¢l tampa svarbi jos slopikliy paieska, kurie biity

selektyvis, tirpiis, neturéty pasalinio veikimo bei farmokologiniy apribojimuy.

Darbo tikslas — mitochondrinés karboanhidrazés VB klonavimas, ekspresija,
gryninimas, jungimosi su sulfonamidiniais ligandais (vertinimas izoterminio titravimo

kalorimetrijos ir terminio poslinkio metodais.



Darbo uidaviniai:

)
2)

3)

4)

Aktyvios ir stabilios mitochondrinés karboanhidrazés VB gavimas.

CA VB stabilumo, esant {jvairioms salygoms ir kai pridéta jvairiy
ligandy/medziagy, eksperimentinis nustatymas terminio poslinkio metodu.

CA VB saveikos su sulfonamidiniais slopikliais matavimas terminio poslinkio
metodu.

Karboanhidrazés VB jungimosi termodinaminiy parametry nustatymas.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Karboanhidraziy apzvalga

1.1.1 Bendra karboanhidraziy apZvalga

Karboanhidrazeés (CA, EC 4.2.1.1) tai metalofermentai randami visose gyvosios
gamtos karalystése. Jos yra koduojamos penkiy nepriklausomai evoliucijos eigoje
18sivysCiusiy karboanhidraziy geny Seimose: o — CA randamos gyviinuose bei Zaliuosiuose
dumbliuose, B — CA — augaluose, y — CA — archebakterijose bei eubakterijose, 60— CA —
jiriniuose dumbliuose, e~ CA — kai kuriose bakterijose. Siy Seimy baltymy tretinés ir
ketvirtinés struktiiros nepanasios, taCiau visos jos aktyviajame centre turi metalo jona:
a— CA, B —CA, 8- CA — cinko (Zn*"), y— CA — Fe*" (aktyvumo nepraranda ir esant Zn>*
ar Co”" jonams), e— CA — kadmio (Cd2+) (Supuran, 2011).

Visos fermentini aktyvuma turinCios karboanhidrazés katalizuoja griztamaja anglies

dioksido hidratacijos reakcija ( CO,+H,0«>HCO;+H" ). Si reakcija svarbi daugelyje
biologiniy procesy: kvépavimo reguliacijai ir dujy apykaitai, pH palaikymui, kauly
vystymuisi, kalcifikacijai, seiliy gamybai, centrinei nervy sistemai, prisitaikymui esant
oksidaciniam lastelés stresui, augliy formavimuisi, metaboliniams keliams, tokiems, kaip
gliukoneogeneze, lipogenezé ir kt. Kadangi karboanhidrazés dalyvauja daugelyje fiziologiniy
procesy, ju aktyvumo ar raiSkos pokyc¢iai gali lemti jvairias patalogijas Zmogaus organizme.
D¢l Sios priezasties pastaruoju metu karboanhidraziy kaip medicininés chemijos taikinio
svarba vis didéja. Jos naudojamos kuriant naujus vaistus bei kaip fermenty sistema ivairiuose

biofizikos, bioanalizés, fizikinés ar organinés chemijos tyrimuose (Hassan et al., 2013).
1.1.2  Zmogaus karboanhidrazés, jy struktiira

Visos zmogaus karboanhidrazés priklauso a- CA Seimai, identifikuota 15 izoformy,
kurios tarpusavyje skiriasi molekulinémis ypatybémis, lokalizacija lasteléje, pasiskirstymu
organuose ir audiniuose, ekspresijos lygiu, kinetinémis savybémis, atsaku 1 skirtingas
slopikliy klases. Pagal lokalizacija lasteléje CA galima skirstyti 1 keturias grupes (1 pav.):
citozolines (CA 1, II, III, VII ir XIII), susijusios su membrana (CA IV, IX, XII, XIV),
mitochondrinés (CA VA, VB) ir sekretuojamos (CA VI). Dvylika izoformy pasizymi

fermentiniu aktyvumu (CA I - IV, VA, VB, VI, VII, IX, XII - XIV), likusios trys (CA VIII,
8



X, XI) 1 CA panasiis baltymai (CARPS ) neturi jokio katalizinio aktyvumo (Alterio et al.,
2012).

CA I — citozolinis izofermentas
randamas  daugelyje  audiniy,
taciau didziausia jo ekspresija
eritrocituose. Sunku paaiSkinti jo
fiziologing reikSme¢ organizme,
nes fermento nebuvimas
raudonuosiuose kraujo kiineliuose
neatskleidé jokiy anomalijy ar

susirgimy (Knaus et al., 2011).

CA II - labiausiai paplites
fermentas i§ visy karoanhidraziy
bei turintis auksS¢iausia katalizinj
aktyvuma. Jis dalyvauja pH
balanso palaikyme, rugsciy-baziuy
homeostaz¢je, CO, pernasoje
eritrocituose, plauciuose

(Almstedt et al., 2009).

CA III - tai Zemiausia katalizinj

aktyvuma turinti karboanhidraze.

Ji regulivoja lasteliy augima bei
. v . .. 1 pav. Zmogaus karboanhidraziy lokalizacija lasteléje (Alterio et al.,
atsakinga uz glikozaminglikano 5917

formavimasi jungiamyjy audiniy lastelése (Zimmerman et al., 2004).

CA 1V — pirmoji atrasta su membrana susijusi karboanhidrazé, kuri palaiko homeostazg
smegenyse, pH plau€ivose, katalizuoja CO, hidroliz¢ raumenyse fizinés veiklos metu

(Ochrietor et al., 2005).

CA VI — pagrindiné sekretuojamos karoanhidrazés funkcija yra pH palaikymas seilése. Jos

maza ekspresija siejama su sumaze¢jusiu skonio suvokimu, padidé€jusia skonio receptoriy



apoptoze skonio svogunéliuose, danty kariesu, riigsciu sukeltais gleiviy pazeidimais

virSkinimo trakte (Smith et al., 2006).

CA VII - ekspresuojama centrinéje nervy sistemoje. Histocheminiai tyrimai atskleide, jog ji

svarbi smegenu skyscio susidaryme (De Simone et. al., 2009).

CA IX — naudojama, kaip Zymé aptinkant hipoksinius auglius bei diagnozuojant kriities véZzi.
Tyrimais jrodyta, kad jos ekspresijos ir aktyvumo padidéjimas susijgs su onkologiniais

susirgimais (Knaus et al., 2011).

CA XII — jos padidéjusi raiSka nustatyta vézinése lastelése. Manoma, kad dél padidéjusios
protony koncentracijos pasikeicia uzlastelinés terpés pH (pariigstéja). Toks uzlastelinés terpés
pH pokytis sudaro reikiamas salygas augti navikui ir formuotis metastazéms (Tafreshi et al.,

2012).

CA XIII — paskutin¢ atrasta citozolin¢ karboanhidraze. Lokalizacija organizme plati, randama
uzkrii¢io liaukoje, prieSinéje liaukoje, gaubtinéje zarnoje, plonojoje Zarnoje, bluZnyje.
Reprodukciniuose organuose padeda palaikyti tinkamas salygas apvaisinimui (D1 Fiore et al.,

2009).

CA XIV - dalyvauja vidulastelinio ir uzlastelinio pH reguliavime. Ekspresuojama tinklainéje,
centring¢je nervy sistemoje, smegenyse, kepenyse, Sirdyje, plonojoje Zarnoje, gaubtinéje

zarnoje, inkstuose, Slapimo pislé¢je, skeleto raumenyse (Nagelhus et at., 2005).

Zmogaus karboanhidraziy kristaliniy struktiiry (i§skyrus CA VA ir CA VB, kurios dar néra
nustatytos) analizé atskleidé, jog nepriklausomai nuo skirtingos lokalizacijos ar kinetiniy
savybiy, ju struktiira pana$i: centre antiparaleliai iSsidésCiusios f — juostos, apsuptos o —
spiraliy bei papildomy p — grandiniy. Aktyviajame centre, kurio gylis apie 13 A, o plotis 12
A, randamas cinko jonas, koordinuojamas trijy histidiny liekany (His 94, His 96, His 119), o
Thr 199 ir Glu 106 aminortugstys sudarydamos Van der Valso bei vandenilinius rysius

orientuoja substrata (CO,) aktyviajame centre (2 pav.).
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2 pav. Karboanhidraziy strukttra remiantis CA II struktiira (PDB 2CAB). Mélyna spalva pazymétas N’ — galas,
raudona — C’ — galas. Désingje paveiklso puséje pavaizduotas CA aktyvusis centras (adaptuota i§ Voet et al.,
2011).

Karboanhidrazés yra monomerai, i§skyrus CA VI, IX ir XII, pastarosios aptinkamos,
kaip dimerai, kuriy konformacija tarpusavyje néra panasi. Manoma, jog dél Kkitokios
struktiiros dimerinés karboanhidrazés gali atlikti specifines funkcijas audiniuose, kuriuose yra

ekspresuojamos (Alterio et al., 2012).
1.1.3 Zmogaus karboanhidraziy VA ir VB apZvalga

Karboanhidrazé¢ V pirma karta buvo iSskirta i§ jiry kiaulytés kepeny 1987 metais
(Dodgson 1987). Identifikavus paskutiniaja karobanhidraz¢ zmogaus organizme — CA VB
(Fujikawa-Adachi et. al., 1999), buvo nutarta karboanhidraz¢ V pavadinti CA VA.
Karboanhidrazé¢ VB — tai baltymas sudarytas i§ 317 aminoriig§¢iy, pirmosios 33 aminoriigstys
sudaro baltymo lydering seka. CA VB ir CA VA didziausia homologija tarpusavyje
pasizymincios karboanhidrazés vienintelés i§ visy karboanhidraziy ekspresuojamos
mitochondrijose. Nors baltymy lokalizacija lasteléje ir sutampa, taciau ju ekspresija zmogaus
organizme skiriasi. CA VB randama kasoje, inkstuose, seiliy liaukose, stuburo smegenyse,
Sirdyje, skeleto raumenyse, kepenyse, tuo tarpu CA VA aptinkama kepenyse, skeleto
raumenyse ir inkstuose (Shah et. al., 2000). Skirtinga minétyju karboanhidraziy ir genuy
lokalizacija: CA5SB genas sutinkamas zmogaus Xp22.1 chromosomoje, CASA — 16q24.

11



Palyginus CA VA ir CA VB sekas (3 pav.) nustatyta, jog jos identiSkos 59%.
Analizuojant filogenetini gimininguma tarp CA VA ir CA VB irodyta, jog CA VB seka daug
konservatyvesneé (CA VB zmogaus ir pelés sekos identiskos 89%, CA VA — 71%). Remiantis
filogenetiniu medziu teigiama, jog CA VB evoliucionavo 4,5 karto lé¢iau negu CA VA.
Spéjama, jog letesng CA VB evoliucija galéjo lemti baltymo pavirSiaus saveikos su kitais
baltymais. Lyginant CA VB ir CA VA sekas taip pat pastebima, jog CA VB turi keturis
cisteinus, o CA VA tik du, kurie, tikriausiai, dalyvauja disulfidinio rySio sudaryme. Taciau
norint tiksliai atsakyti, kokie aminoriigsiy skirtumai galbiit lemia baltymu skirtingas
konformacijas, reikia nustatyti kristalines jy struktiras. Sito iki $iol padaryti nepavyko. Dél
skirtingo pasiskirstymo organizme ir evoliucijos netolygumo manoma, kad CA VA ir CA VB
atlieka skirtingus fiziologinius vaidmenis (Shah et. al., 2000), taciau detalesniais tyrimais tai

dar nejrodyta.

QY200 CA VEAT-317 1 MY YMESLRY | LOASPGKLLWRKFQ IPRFMBARPES LY TETY KEREMR A ESY &5
P35218_CA_VAM-300 1MLGRETWKTSAF SF LVEQM@MAF LWSRSMREBG QR SEAWIINSENT TWP 85
QAY2D0 CA VBM-317 56 DL D R G TI DPATEEH MG S B L EBSH 110
P35218 CA VAM-3056 4B WS T N Q RS EABSEEY | TENLES DEAM 110
QIYZD0 CA_VET-317 111 DKEVIRK] HM | DA SKCF AMRFE 165
P35218 CA_VAM-305 111 EABIGHIS MH WNEG GHAY SMIKYQ 165
QAY2D0 CA VET-317 166 NFEDEALE < 1< E B TIBRS LVEFGS CiE 220
P35218_CA_VAM-305 166 @Y KE@YYG ARRC TIEGR | E RAAMRP T8 220
QAY2D0 CA VEBT-317 221 M P s S KA DHODERBE Q TSEEEK 274
P35218 CA VAM-306 221 L Al T QE APSEIES A SALEBEE 275
QAY2D0 CA VEAT-317 276 RESIDNF TMRSEERHDYY LNYQAKPKPATSQATP 37
P35218 CA VAM-305 276 IS KEWASRCOATNEGTRS 305

3 pav. Mitochondriniy karboanhidraziy seky palyginimas. Mélynai pazymétos aminortigStys identiskai sutampa
abejose sekose.

Abi mitochondrinés izoformos nepasizymi dideliu kataliziniu aktyvumu (Fujikawa-
Adachi et. al.,, 1999). Tai buty galima paaiskinti atsizvelgiant i aminoriigstis, esancias
aktyviajame centre ir lyginant jas su aukSta (CAIl) bei Zema (CAI, CA III) katalizini
aktyvuma turinciy karboanhidraziy aminoriigS§timis (4 pav.). Karboanhidraziy fermentiniam
aktyvumui reikalingas cinko jonas, koordinuojamas trimis histidiny lieckanomis (94, 96, 119
pozicijos, remiantis CA [ nomenklatiira) ir vandens molekulés ar hidroksido jono.
Nukleofilinés atakos metu susidaro bikarbonatas, koordinuojamas cinko jono. Bikarbonatas
atpalaiduojamas tirpale, o ji kei¢ia vandens molekul¢. Susidariusi riigs§tiné fermento forma
regeneruojama | aktyvia bazing forma vykstant protono pernasai i§ aktyviojo centro i aplinka.
Sia pernasa gali palengvinti aktyviajame centre esanti histidino lickana (His 64) (5 pav.),

kurios neturi mitochondrinés CA. Tai viena 1§ priezasCiy, kuri galéty lemti baltymo Zzema
12



katalizini aktyvuma. Toje pacioje pozicijoje histidino nebuvimas CA III buvo aiSkinamas,
kaip veiksnys, kodél pastaroji karboanhidrazé nepasizymi aukstu kataliziniu aktyvumu (Sly
WS, et al, 1995). Antroji priezastis galéty buti konservatyvaus tirozino +7 pozicijoje,
sudaran¢io vandenilinius rySius ir padedancio koordinuoti hidroksido jona pakeitimas
treoninu. Remiantis literatira CA VB pasizymi didesniu kataliziniu aktyvumu nei CA VA
(Vullo et al., 2006), todél CA VB igyja didesng svarba jvairiuose biocheminiuose bei

biofizikiniuose tyrimuose.

+ + + + +zz +++12 + + + + + +

Aminﬂrﬂgﬁtiﬁ‘ numeris T 29 61 62 64 65 66 67 68 91 92 94 96 106107117119 121131 141143 145192194198199200201 202 204206207 209 211244 246

Q9Y200_CA_VB  |TSNNYSFLEKQHHEHAHVELVONYLTTPPSSVWINR
P35218_CA_VA  TSNTY|LFQEKQHHEHAHVYLVGAYLTTPPTSVWINR
PO0915_CA[ YSNVHS FHNFQHHEHAHALLVGAYLTHPPYSVWINR
PO0916_CA_ I YSNNHAFNE | QHHEHAHVF LVGAYLTTPPLCVIWNR
POT41_CA_III [ YSNNKITCRVRQHHEHAHVE I VGAYFTTPPEC TWLNR

4 pav. CA VB, CA VA, CA [, CA 1I, CA III aktyviajame centre esanciy aminoriig§¢iy palyginimas. Raudonai
apibréztos aminortigStys, kurios sudaro vandenilinius rySius bei skiriasi tarp aukstu kataliziniu aktyvumu
pasizymincios CA II ir tyrimo objekto CA VB; + pazymétos aminoriigstys sudaro vandenilinius rySius; z — cinko
jona koordinuojantys histidinai.

Tyr7 Thr200

His64
Trp209

-----

Asn62

Val143

AsnB67
Val121

5 pav. CA 11 aktyvusis centras (Alterio et al., 2012)
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Mitochondrinés CA funkcija buvo pasitlyta tuomet, kai buvo irodyta, jog
mitochondrijos iSoriné membrana nepralaidi ~ jonams. Karboanhidrazés VA ir VB

katalizuoja griztamaja hidratacija iki ~ jonuy, kurie dalyvauja oksalacetato sintezéje
1§ piruvato katalizuojant piruvato karboksilazei (6 pav.). Todél penktoji karboanhidrazé yra
svarbi tokiuose procesuose, kaip gliukoneogenez¢ ar amoniako detoksifikacija kepenyse.
Manoma, jog mitochondrinés karboanhidrazés susijusios su insulino reguliacija organizme.
Citozolinis NADPH reikalingas palaikyti normalioms [-lasteliu funkcijoms, taip pat ir
insulino sekrecijai jose. NADPH susidaro vykstant malato konvertacijai i piruvata. Malatas
citozolyje susidaro tuomet, kai trikarboksolity pernasos sistema oksalacetata, kuriam
susidaryti padéjo CA V, perneSa pro mitochondrijos membrang (Parkkila AK, et. al., 1998).

Siuo metu mitochondrinés karboanhidrazés, kaip galimi vaisty taikiniai, minimi esant keletui

Gliukozé
Gliukoneogeneze
Glikolize
LDH

Transaminacija

Alaninas ——) Piruvat351_) Laktatas
CITOPLAZMA

susirgimy.

MITOCHONDRIJA " PDH
CHs3CO-SKoA
Piruvato .
karboksilazeé Rlebalq
€O, + H,0 == HCO; +H* rugstys
Karboanhidraze \
Krebso ciklas
Karbamido
cikdas “= Aspartatas<=Qksalacetatas

6 pav. Mitochondriniy karboanhidraziy vaidmuo (adaptuota i§ Price et. al., 2012).

Pirmas i§ jy, tai nutukimas. Pasaulio sveikatos organizacija pranasauja, jog 2015
metais daugiau, kaip 2,3 milijjardo Zmoniy kankins vir§svoris, 1§ ju daugiau nei 700
milijonams bus diagnozuotas nutukimas. Jis lemia padid€jusi sergamuma dislipidemija,
hipertenzija, aterogeneze bei 2 tipo diabetu. Nutukimas taip pat yra véziniy susirgimy

priezastis: gaubtinés zarnos, krities, inksty, virSkinamojo trakto. Vir§svoris susijgs ir su

14



psichologinémis problemomis, tokiomis, kaip depresija ar savgs nuvertinimu (Heal et al.,
2013). Irodyta, jog riebaly riigsciy biosintez¢ lipogenezés metu organizme padidéja iSaugus
acetil-KoA  kiekiui.  Acetil-KoA  susidaro  mitochondrijose piruvato oksidacinio
dekarboksilinimo metu. Vidiné mitochondrijy membrana yra nelaidi acetil-KoA, todé¢l jis yra
perneSamas citrato forma, kurios susidarymui reikalingas oksalacetatas. Pastarojo
koncentracija mitochondrijoje gali biiti maZinama, slopinant CA V veikla, tokiu budu mazéty

ir riebaly riigs¢iy susidarymas (Supuran, 2008).

Sergant cukriniu diabetu pastebétas pericity maz¢jimas, kuris gali lemti kraujagysliy
pazeidimus bei biiti diabetinés retinopatijos ar pataloginiy pokyCiy smegenyse priezastimi.
Nustatyta, jog pericity mazéjimui daro itaka oksidacinis lasteliy stresas, kurj sukelia aktyviuyju
deguonies formy (ROS) padidéjimas mitochondrijy kvépavimo grandin¢je. Esant
hiperglikemijai, nuo insulino nepriklausomy audiniy lasteléese padidéja gliukozés
koncentracija, o tai, vykstant Krebso ciklui, padidina elektrony donory (redukuoto FADH, bei
redukuoto NADH) kiekj. Elektrony donorai generuoja protony gradienta per viding
mitochondrijy membrana, o esant dideliam elektrocheminiam potencialy skirtumui —
prailginama superoksidy gyvavimo trukmé. [rodyta, jog superoksidy kiekis lasteléje mazeja
slopinant mitochondring karobanhidraze VB. D¢l §ios priezastie keliama hipoteze, jog CA VB
gali biiti taikinys gydant su oksidaciniu stresu susijusias centrinés nervy sistemos ligas (Price

et. al., 2012).

1.1.4 Karboanhidrazés — vaisty kiirimo taikinys

Tyrimai atskleidé, jog CA atlieka svarby vaidmeni fiziologiniuose procesuose, o ju
padidéjusi ekspresija ar aktyvumas lemia skirtingus susirgimus. Be pries tai minéty su CA V
veikla susijusiy ligy, nustatyta, kad karboanhidrazés atsakingos uz jvairaus tipo anemija, o ju
slopikliai gali biiti naudojami, kaip indikatoriai autoimuninés hemolitinés anemijos
identifikavimui. CA II padidéjusi raiSka lemia osteoporozés vystymasi, taip pat ji naudojama,
kaip zymé nustatant virSkinamojo trakto auglius. CA III sutrikusi veikla siejama su sunkiaja
miastenija — autoimunine neuroraumenine liga. CA IV veiklos pakitimai lemia tinklainés
uzdegima, Zmonéms pasireiSkia periferinio matymo defektas. CA IX ir CA XII padidéjusi

ekspresija siejama su véziniais susirgimais (Supuran, 2008).

Bandant veikti su CA veikla susijusias ligas, karboanhidrazés tampa aktualiu
vaistiniy medziagy kirimo taikiniu. Naujy vaisty kiirime vis svarbesné¢ CA slopikliy paieska,
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kurie neturéty farmakologiniy apribojimu: biity selektyvis, tirpiis ir be pasalinio veikimo.
Karboanhidrazés yra slopinamos dvieju klasiy junginiais: anijonais ir sulfonamidais.
Struktiiriniai duomenys parodé, jog sulfonamidai jungiasi prie aktyviajame centre
deprotonizuotoje formoje esancio cinko jono, sudarydami tetraedring geometrija: ligando
azoto atomas prisijungia prie Zn>" bei suformuojami vandeniliniai ry3iai su baltymo Thr 199
aminorigsties liekana, kuri vandeniliniais rySiais susijungusi su Glu 106 (CA II atveju).
Dauguma karoanhidraziy slopinamos aromatiniy ir heterocikliniy sulfonamidy (Supuran

2008, Krishnamurthy et al., 2008).

kalny liga, gerybinius kauly pazeidimus. Metazolamidas vartojamas kaip diuretikas, be to turi
mazesni Salutini poveiki inkstams nei acetoazolamidas. Dorzolamidas, etokzolamidas,
dichlorfenamidas vartojami gydant akiy ligas (Supuran, 2008). Manoma, jog topiramato
veikimo mechanizmas gali biiti aiSkinamas tuo, jog jis slopina CA V veikla. Iki Siol
topiramatas buvo naudojamas epilepsijos ir bipolinio sutrikimo gydymui. Taciau topiramatu
epilepsija besigydantiems Zmonéms nustatytas svorio kritimas (Ben-Menachem et. al., 2003).
Gydant maniaking depresija olanzapinu ir valproatu pastebétas svorio augimas, tuo tarpu
vartojant topiramata tos pacios ligos gydymui pacienty svoris éme¢ mazéti (Milano et. al.,
2012). Preparatas pradétas naudoti klinikiniuose tyrimuose, kaip galimas vaistas pries§
nutukima, taciau ilgalaikis jo vartojimas siejamas su parastezija, skonio pojii¢io pakitimais,
atminties pablogéjimu bei teratogeniniu poveikiu. Manoma, jog topiramato Salutini poveiki
biity galima sumazinti ji vartojant kartu su fenteraminu. Vartojant kompleksini vaista
reikalingos mazesnés sudedamyjy daliy dozés, todé¢l stebimas mazesnis juy Salutinis poveikis,

be to didesnis svorio kritimas nei preparatus vartojant atskirai (Powell et. al., 2012).
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7 pav. Vaistiniuose preparatuose naudojamy sulfonamidy struktiirinés formulés: 1 — acetazolamidas, 2 —
metazolamidas, 3 — etokzolamidas, 4 — dichlorofenamidas, 5 — topiramatas (Supuran, 2010).

Sulfonamidiniy CA slopikliy panaudojima farmacin€je intervencijoje stabdo tai, jog
jie neturi atrankaus selektyvumo konkreciai karboanhidraziy izoformai. Vaistai sukurti
sulfonamidiniu pagrindu difunduodami i§ vieny audiniy 1 kitus gali slopinti ne tik su liga
susijusiy CA veikla, bet ir zmogui svarbius fiziologinius procesus. Galbit ateityje
nanotechnologijos padés iSpresti lokalizuota preparaty patekima i lastele, taciau selektyviy ir
farmokologiniy apribojimy neturin€iy slopikliy paieska turéty likti aktuali ir toliau (Supuran,
2010).

1.2 Termodinamikos taikymas baltymy tyrimams

1.2.1 Baltymy ir ligandy saveikos termodinamika

Tiriant baltymo ir ligando saveika yra svarbu suprasti molekulinius baltymy ir
ligandy specifiSkumo ir atpazinimo reiSkinius. TipiSka ligando (L) jungimosi reakcija su
baltymu (P) galima uzraSyti taip:

(1)
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Fundamentalus supratimas apie baltymo ir ligando saveika reikalauja supratimo apie

jungimosi proceso pusiausvyros konstanta (Kp) :

2)

Zinodami jungimosi konstanta, galime apskaiiuoti laisvaja Gibso energija, kuri apibiidina

reakcijos gimininguma:
AG = —RT - InK, 3)

Baltymy natyvios struktiros stabiluma uztikrina labai didelis skaiCius silpny,
nekovalentiniy ryS$iy, kuriy rySio energija yra maZesné, negu kovalentinio rySio, bet bitent
didelis skaiCius rySiy ir lemia komplekso stabiluma. Tokiy rySiu sudaryma arba suardyma
(nekovalentiniy jung€iy persiskirstyma) baltymui pereinant i§ laisvos 1 surista biisena nusako

reakcijos entalpija (AH).

Entropija (AS) yra reakcijos netvarkingumo matas. Teigiama entropija arba padidéjes
sistemos laisvés laipsniy skaiCius siejamas su vandens molekulés atpalaidavimu nuo
susidariusio bimolekulinio komplekso pavir§iaus. Zinodami reakcijos entalpija ir laisvaja

Gibso energija entropija nesunkiai galime apskaiciuoti:

AS = (AH — AG)/T (4)

Termodinaminiy parametry naudojimas biologiskai svarbiy saveiky supratimui yra
svarbi ir farmacinés intervencijos kirimo dalis. Tiriant baltymy jungimasi su ligandais
modeliuojami nauji junginiai, kurie gali biiti panaudojami, kaip vaistinés medziagos gydant

tvairius susirgimus (Ladbury 2010, Cooper et al., 2001).
1.2.2 Termodinaminiai metodai vaisty kiirime

Baltymo jungimosi su ligandu termodinamikai tirti taikomi fluorescenciniai,
liuminescenciniai, spektroskopiniai, masiy spektroskopijos, ziedinio dichroizmo, pavirSiaus
plazmony rezonansy ir kt. metodai. IS visy termodinaminiy parametry lengviausia
eksperimentiskai pamatuoti ligando jungimosi entalpija, t.y. entalpijos pokyti, kuris
nustatomas baltymui pereinant i§ laisvos (neprijungtos) i su ligandu susijungusia biisena. Siuo
metu populiariausias ir lengviausiai atlieckamas yra izoterminio titravimo kalorimetrijos
metodas, kuriuo tiesiogiai ir pakankamai tiksliai matuojama beveik bet kurio bimolekulinio
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proceso saveikos entalpija. Priklausomai nuo eksperimento salygu gali biiti nustatoma ir

jungimosi konstanta bei reakcijos stechiometrija (Baranauskieng et. al., 2009, Matulis, 2008).

Entalpiniai ir entropiniai duomenys atskleidzia tiriamos sistemos energetinius
virsmus. Tai gali biiti naudinga norint apibiidinti bimolekuling saveika ir kaip ja biity galima
keisti siekiant didesnio afiniSkumo tarp molekuliy. Pavyzdziui, pasirenkant jungini su
palankiausia entalpija galima teigti, jog tokios struktiiros molekulé lemia geriausia saveika su
tirlamuoju objektu, todél giminiSkumo jvertinimas modeliuojant rySius tampa maZiau
reikSmingas. Termodinaminiy parametry nustatymas gali atlikti svarby vaidmenj kuriant

vaisty paieskos programas (Ladbury, 2010).

Terminio poslinkio metoda galima naudoti ivertinant baltymo stabiluma bei nustatant
ligando jungimosi afiniSkuma. Nustacius, kokiomis salygomis reikia laikyti konkrety baltyma,
kokio buferinio tirpalo pH reikia ji saugant, kokiy stabilizatoriy reikéty pridéti, kad baltymas
i8likty stabilus, galima optimizuoti baltymo gryninima, kristalinima, t.y. tuos metodus, kurie
naudojami naujy vaisty sudedamyjy daliy identifikavimui (Nettleship et. al., 2008). Nauju
ligandy atradimas taip pat svarbi dalis vaistiniy medziagy sudedamyjy daliu paieskoje
(Gruliani et. al.,, 2008). Pastebéta koreliacija tarp baltymo denatiiracijos temperatiiros ir
jungimosi su slopikliu giminiSkumo (Bullock et. al., 2005, McDonnell et. al., 2009). Taikant
terminio poslinkio metoda kartu su kitais biocheminiais /Cs, metodais, galima suprasti

molekuliy jungimosi energetinius pokycius (Zhang, Monsma, 2010).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos, rinkiniai, terpés, buferiniai tirpalai ir kitos naudotos

priemoneés

Naudotos medZiagos ir rinkiniai pateikti pagal gamintoja:

o Aldrich: ANS, EZA;

e BioRad: TEMED, glicinas, B-merkapto etanolis;

e Boehringer Mannheim: DTT;

e Ferak Berlin: Tritonas—X100;

e Fluka: bisakrilamidas, Coomassie Brilliant Blue R-250, etidzio bromidas, guanidino
hidrochloridas, HC1, NaOH, Na,B407, Na;PO,4, NaH,PO4, Na,HPO4 12H,0;

e GE Healthcare: sefarozeé, p-aminometilbenzeno sulfonamidais modifikuota agaroze;

e  Matheson Coleman & Bell: bromfenolio mélis;

e Peaxum: ZnSO4 MnCl,-4H,0;

e Roche: chloramfenikolis, glicerolis, peptidaziy slopikliy tabletés, PMSF;

e Roth: akrilamidas, ampicilinas, APS, CaCl,'2H,0,, DMSO, HEPES, PIPES,
LB mitybiné terpe, BHI mitybiné terpé, MgCl,, mieliy ekstraktas, NaCl, triptonas;

o Sigma: AAZ, CH;COOH, EDTA, 80 % H3PO4, imidazolas, KCl, MES, MgSOs,
topiramatas;

o Thermo Fisher Scientific: agaroze, IPTG, baltymy dydzio Zzymuo (Protein Molecular
Weight Marker), DNR dydzio zymuo (GeneRuler™ DNA Ladder Mix), dazas DNR
méginiy uzneSimui ant agarozés gelio (6X Orange Loading Dye), fermentai
klonavimui: restrikcijos endonukleazés (Ndel, Xhol), krevefiy Sarminé fosfatazé
(SAP), T4 DNR ligaze ir jy buferiniai tirpalai, ANTP miSinys, Pfu DNR polimerazé ir
jos buferinis tirpalas, DNR gryninimo rinkiniai: ,GeneJET™ Gel Extraction Kit*,
,,GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit*, ,,GeneJETTM PCR Purification Kit*,

E.coli kamienai:

Plazmidés DNR i$skyrimui naudotas E. coli bakterijy kamienas XL1-blue (Stratagene).
Karboanhidrazés VB raiskai naudoti E.coli bakterijy kamienai:

e BL21 (DE3) (Novagen)
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e Rosetta 2 (DE3) (Novagen)
e BL21 (DE3)-CodonPlus-RIL (Stratagene)

Genetinés konstrukcijos:

pCMV-SPORT6-CA VB:plazmidé, turinti pilno ilgio CA VB baltymo gena.
pET15b-6xHis-CAVB (40-317): plazmidé, turinti CASB gena, kuris koduoja CA VB
baltyma nuo 40 iki 317 aminortigsties bei N’ — gale turi SeSiy histidiny uodegelg.
pET21b-CAVB-6xHis (40-317): plazmidé, turinti CASB gena, kuris koduoja CA VB
baltyma nuo 40 iki 317 aminortigsties bei C’ — gale turi SeSiy histidiny uodegelg.
pET21b-CAVB-6xHis (34-317): plazmidé, turinti CASB gena, kuris koduoja CA VB
baltyma nuo 34 iki 317 aminoriigsties bei C’ — gale turi $esiy histidiny uodegéle. Si genetiné
konstrukcija sukurta VU Biochemijos instituto Molekulinés mikrobiologijos ir

biotechnologijos skyriuje (dr. V.Casaité).
Genetiniy konstrukcijy kiirimui naudoti pradmenys:

T1(5’-CAAGCAACCCCCTAACTCGAGCATATC-3’): tiesioginis pradmuo naudotas
pET15b-6xHis-CA VB (40-317) plazmidés kiirimui.
A1(8’-GATATGCTCGAGTTAGGGGGTTGCTTG-3’): atvirkstinis pradmuo naudotas
pET15b-6xHis-CA VB (40-317) plazmidés kiirimui.
T2 (8’-CTATCATATGACTTACAAAACCCGGACC-3’): tiesioginis pradmuo naudotas
pET21b-CA VB-6xHis (40-317) plazmidés kiirimui.
A2 (5-GAATCTGGAGGGGGGTTGCTTGGCT-3’): atvirkstinis pradmuo naudotas
pET21b-CA VB-6xHis (40-317) plazmidés kiirimui.
T3 (5*-TTCTCGAGGGGGGTTGCTTGGCTGGT-3’): tiesioginis pradmuo naudotas
pET21b-CA VB-6xHis (34-317) plazmidés kiirimui.
A3 (5°-GTCATATGTGCAGCCTCTATACTTGTA-3): atvirkStinis pradmuo naudotas
pET21b-CA VB-6xHis (34-317) plazmidés kiirimui.

Genetiniy konstrukcijy kiirimui naudoti vektoriai (Novagen):

e pET 15b
e pET2Ib
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Terpés:

Terpés paruostos remiantis laboratorijos vadovu (Green, Sambrook, 2012):
e Agarizuota 1,5 %LB (Luria/Miller) mitybiné terpé
e LB mitybiné terpé
e SOC mitybiné terpé

BHI (Brain Heart Infusion) mitybiné terpé — ruosta pagal gamintojo nurodymus.

Buferiniai tirpalai ir tirpalai:

Buferiniai tirpalai ir tirpalai paruosti remiantis laboratorijos vadovu (Green, Sambrook, 2012):
e Akrilamidas/Bis — akrilamidas 30%
e 1,5SMTRIS, pH 8,8
e 0,5MTRIS, pH 6,8
e 10% amonio persulfatas
e 10% natrio dodecilsulfatas
e 0,5 % bromfenolio mélis
e Coomassie Brilliant Blue R-250 daZo tirpalas
e PavyzdZio buferinis tirpalas 6x
e Elektroforezés buferinis tirpalas 10x

e TAE DNR elektroforezés buferinis tirpalas 50x

1 M IPTG tirpalas: 5 g IPTG tirpinama 21 mL dejonizuoto vandens.

Kompetentiniy lasteliy transformacijos buferinis irpalas: 15 mM CaCl,-2H,0, 250 mM
KCl, 55 mM MnCl,-4H,0, 10 mM PIPES. Tirpalas be PIPES filtruojamas ir laikomas -20°C
temperatiiroje. PIPES 1 bendra kompetentiniy lasteliy ruoSimo tirpala dedamas prie§ pat
naudojima.

Biomasés ardymo buferinis tirpalas: 25 mM TRIS, 0,1 M NaCl, 0,1 M imidazolo, 1%
tritono, 2 mM B-merkapto etanolis, proteaziy slopikliy tableté, 1 mM PMSF, pH 7,50.
Gryninimo buferinis tirpalas A: 25 mM TRIS, 0,1 M NaCl, 0,1 M imidazolo, 10%
glicerolio, 2 mM B-merkapto etanolis, pH 7,50.

Gryninimo buferinis tirpalas B: 25 mM TRIS, 0,1 M NaCl, 0,5 M imidazolo, 10%
glicerolio, 2 mM B-merkapto etanolis, pH 7,50.

22



Saugojimo buferinis tirpalas: 25 mM TRIS, 0,1 M NaCl, 10% glicerolio, ImM DTT, pH
7,50.

2.2 Metodai

2.2.1 Klonavimas, ekspresija, gryninimas
Genetiniy konstrukcijy kiirimas:

Polimeraziné grandininé reakcija, DNR elektroforez¢ 1,5 % agarozés gelyje, PGR
produkto ir vektoriaus restrikcija — restrikcijos endonukleazémis Nde I ir Xho I, linearizuoto
vektoriaus defosforilinimas kreveciy Sarmine fosfataze (SAP) ir ligavimas T4 DNR ligaze
buvo atlikti naudojantis laboratorijos vadovu (Green, Sambrook,, 2012). PGR produktas 1§
PGR misinio buvo iSgrynintas naudojant ,,GeneJET'™™ PCR Purification Kit* rinkinj.
Sukarpytas PGR produktas bei linearizuota plazmidé UV Sviesoje buvo iSpjauti i§ agarozes
gelio ir gryninami naudojant ,,GeneJET™™ Gel Extraction Kit* rinkin{. Dirbta pagal gamintojo
pateikta protokola. ISskirtos DNR ir i§gryninty produkty koncentracija matuota ,,NanoDrop*
spektrofotometru (A = 260 nm).

Kompetentiniy E. coli 1asteliy paruosimas

1. E. coli lastelés steriliai uzs€¢jamos ant kietos agarizuotos LB mitybinés terpés su selektyviu
kiekvienam kamienui antibiotiku Petri lékstel¢je ir auginamos per nakti 37°C temperatiiroje,
kol susiformuoja pavienés kolonijos.

2. Perkeliama viena E. coli bakterijy kolonija 1§ Petri 1ekstelés 1 10 mL LB mitybing terpg su
selektyviu kiekvienam kamienui antibiotiku, auginama termostatuojamoje 16 val.,, 37°C
temperatiiroje esant 250 aps/min.

3. I kolba su LB mitybine terpe ir selektyviu kiekvienam kamienui antibiotiku perkeliama
pradiné kulttura, skiedziant ja santykiu 1:100. Auginama termostatuojamoje purtykléje 37°C
temperatiiroje esant 250 aps/min, kol lasteliy suspensijos optinis tankis (A = 600 nm) pasiekia
apie 0,55.

4. Kolba perkeliama i ledo vonia, kur laikoma 10 min.

5. Lastelés centrifuguojamos 10 min esant 1500 g 4°C temperatiiroje.

6. PaSalinamas supernatantas.

7. Lastelés atsargiai suspenduojamos Saltame transformacijos buferiniame tirpale (80 ml).

8. Pakartojami 5 ir 6 etapai.
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9. Lastelés atsargiai suspenduojamos Saltame transformacijos buferiniame tirpale (20 ml).
Pridedama 1,5 mL DMSO, sumaiSoma ir inkubuojama 10 min ledo vonioje.
10. Kompetentinés lastelés iSpilstomos 1 atSaldytus ependorfinius mégintuvelius (po 100 uL)

bei uzSaldomos skystame azote. Laikomos -80°C temperatiiroje.

Kompetentiniy XL1-blue, BL21 (DE3), Rosetta 2 (DE3), BL21 (DE3)-CodonPlus-RIL

Iasteliy transformacija:

1. Paruostos Petri 1ékstelés su agarizuota LB terpe bei atrankiu antibiotiku, Sildomos 37°C
temperatiiroje apie 1 val.

2. 150 pl kompetentiniy lasteliy idedama 1 pl plazmidés (1pg/pl plazmidés).

3. Transformacijos miSinys inkubuojamas 30 min ledo vonioje.

4. Vykdomas temperatirinis Sokas 90 s 42°C temperatiiroje.

5. Mégintuvelis su miSiniu perkeliamas i ledo vonia ir ten laitkomas 2 min.

6. | reakcijos miSini pridedama 400 ul skystos SOC terpés bei atlickama inkubacija
termostatuojamoje purtykléje 37°C temperatiiroje 45 min esant 220 aps/min.

7. 50 pl transformuoty kompetentiniy lasteliy tiiris steriliai uzséjamas ant paSildytos Petri
leksteles.

8. Lékstelé inkubuojama termostate 37°C temperatiiroje 16 val.

Plazmidinés DNR gryninimas sekoskaitai nustatyti:

Plazmidinés DNR i8skyrimui 1§ E. coli XL1 blue kamieno bakterijy biomasés
naudojamas ,,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit*“ rinkini. Gryninta pagal standartinj protokola.
DNR koncentracija nustatyta ,,NanoDrop* spektrofotometru (A = 260 nm).

CA VB baltymo raiska E. coli kamienuose:

1. Mitybiné terpé (LB arba BHI) su atrankiu antibiotiku (50 mg/ml ampicilino bei 20 mg/ml
chloramfinikolio (chloramfinikolis naudojamas, kai transformuojamos Rosetta 2 (DE3) ir
BL21 (DE3)-CodonPlus-RIL kompetentinés lastelés)) uzsé¢jama viena kolonija 1§ Petri
IekSteleés ir auginama per nakti 37°C temperattiroje esant 250 aps/min.

2. Per nakt] auginta kultiira pers¢jama i nauja terp¢ (LB arba BHI, skiedziant ja santykiu
1:100) su atrankiu antibiotiku (50 mg/ml ampicilino bei 20 mg/ml chloramfinikolio
(chloramfinikolis naudojamas, kai transformuojamos Rosetta 2 (DE3) ir BL21 (DE3)-

CodonPlus-RIL kompetentinés lastelés)) ir 0,1 mM ZnSO,.
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3. Auginama termostatuojamoje purtykléje (180 aps/min) 37°C temperatiroje, kol optinis
tankis pasiekia ~0,5 (A=600 nm).

4. Prie§ CA VB raiSkos indukcija paruoSiamas kontrolinis méginys, rodantis lastelés baltymy
raiSka prie$ tikslinio baltymo raiSkos indukcija. Paimama 300 pl lasteliy suspensijos,
nucentrifuguojama, supernatantas nupilamas, biomasé¢ suspenduojama 30 ul pavyzdzio
buferiniame tirpale, kaitinama 5 min 95°C temperatiiroje.

5. Tikslinio baltymo raiSkos indukcija atlickama pridedant IPTG tirpalo (galutiné
koncentracija 0,1 mM) ir 0,1 mM ZnSO,. Biomas¢ auginama 4 val. 30°C temperatiiroje.

6. Tikslinio baltymo raiSkos ivertinimui po indukcijos paruoSiamas visy lastelés baltymy
meéginys. Norint paimti vienoda lasteliy kieki prie§ ir po indukcijos, pamatuojamas lasteliy
optinis tankis pasibaigus auginimo laikui ir padalinamas 1§ optinio tankio, buvusio pries§
tikslinio baltymo indukcija. Gautas santykis parodo, kiek karty reikia skiesti lasteliy
suspensija mitybine terpe, kad jos optinis tankis biity lygus kontrolinio lasteliy baltymuy
meéginio optiniam tankiui. Meéginys centrifuguojamas, vandeniné frakcija paSalinama,
nuosédos suspenduojamos 30 pl pavyzdzio buferiniame tirpale ir kaitinamas 5 min 95°C
temperatiiroje.

7. Uzauginta bakterijy kultiira centrifuguojama 15 min 6000 aps/min grei¢iu, supernatantas
pasalinamas, biomas¢ laitkoma —20°C temperatiiroje.

8. Méginiai (pries indukcija ir po jos) analizuojami NDS-PAAG budu.
CA VB baltymo tirpumo nustatymas:

Biomasé tirpinama ardymo buferiniame tirpale maisant 1 val., 4°C temperatiiroje.
Ardoma ultragarsu (,,Bandolin Sonopuls®“, VS 70T angalis) 10 min, kas 60 s darant 60 s
pertrauka, esant 70% amplitudei. Lizatas centrifuguojama 20 min 20000 aps/min grei¢iu 4°C
temperatliroje. Supernatantas leidZziamas per maza (1 ml) chromatografijos kolon¢leg
(Sepharose 6B-CL IDA) su imobilizuotais Ni*? jonais. Baltymas desorbuojamas gryninimo
buferiniu tirpalu B. Bradfordu metodu nustatoma ar frakcijose yra baltymo. Frakcijos, kuriose

buvo kiekybiSkai nustatytas baltymas analizuojamos NDS-PAAG biidu.
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CA VB baltymo gryninimas:

Biomasé tirpinama ardymo buferiniame tirpale maiSant 1 val., 4°C temperatiiroje.
Ardoma ultragarsu (,,Bandolin Sonopuls®“, VS 70T angalis) 15 min, kas 60 s darant 60 s
pertrauka, esant 70% amplitudei. Centrifuguojama 20 min 20000 aps/min greiciu.

Supernatantas leidZziamas per chromatografijos kolonélg (Sepharose 6B-CL IDA) su
imobilizuotais Ni*? jonais. Baltymas desorbuojamas didinant konkurentinio ligando
(imidazolo) koncentracija (gryninimo buferinis tirpalas A ir B). Baltymo koncentracija
nustatoma Bradfordo metodu. Chromatografijos frakcijos tikrinamos NDS-PAAG budu,
remiantis elektroforegrama ir chromatograma sujungiamos tikslini baltyma turin¢ios frakcijos.
Baltymas koncentruojamas, po to atlickama dializé saugojimo buferiniame tirpale. Saugoma —

80°C temperatiiroje.
Baltymy elektroforezé:

Elektroforezeé 12% NDS-PAAG, denatiiruojant baltymo molekules atlieckama Lemlio
metodu (Laemlli 1970).

Kiekybinis baltymy nustatymas:

Baltymy koncentracija méginiuose buvo nustatyta Bradfordo metodu (Bradford,

1976).
2.2.2 Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodas

Eksperimentai atlickami Microcal VP-ITC kalorimetru. Kiuvetés tiris 1,4 ml,
Svirksto tiiris — 250 pl. RuoSiami du méginiai po 2 ml: baltymo tirpalas, kuris pilamas i
kiuvetg ir slopiklio tirpalas, kuriuo uzpildomas Svirkstas. Prie§ pradedant ITK eksperimenta

palaukiama, kol nusistovés baziné linija.

Naudojamas baltymo ir ligando koncentracijy santykis 1:10. Toks koncentracijy
santykis rekomenduojamas tam, kad biity galima iSmatuoti jungimosi ir skiedimosi Silumas,
t.y. visi baltymo aktyvieji centrai turi biiti {sotinti ligandu mazdaug eksperimento viduryje.
ITK eksperimentuose kiekvienos pridétos ligando injekcijos sukeltas Silumos pokytis

priklauso nuo reakcijos tiirio, koncentracijuy, jungimosi entalpijos pokycio, jungimos
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konstantos, skiedimosi Silumos, stechiometrijos ir nuo prie§ tai pridéto slopiklio kiekio. Po
kiekvienos injekcijos sumaZzéja neuZzimty ligando prisijungimo centry ir todél mazéja Silumos
pokytis. Visas Silumos kiekis po i-tosios injekcijos apskaiiuojamas, kai V, — meéginio
kiuvetés turis, AH — saveikos entalpija, [ML]; — susidariusio komplekso koncentracija po i-

tosios injekcijos:
Q = V,AH X A[ML]; = V,AH[ML]; 5)

Atliekant eksperimentus baltymo koncentracija 5 uM, o slopiklio 50 uM, ju tirpalus
sudaro vienodos pagalbiniy medziagy koncentracijos: 50 mM Tris buferinio tirpalo, 100 mM
NaCl ir 1% DMSO. Eksperimentuose taikytas maiSymo greitis 260 aps/min, atlickamos 25
injekcijos, vienos injekcijos turis 10 pl, o tarpas tarp injekcijy — 200 s. Eksperimentai atlikti

25°C temperatiroje.
2.2.3 Terminio poslinkio metodas

Pries atliekant eksperimentus terminio poslinkio metodu slopiklis iStirpinamas
DMSO, tuomet skiedziamas iki norimos koncentracijos buferiniu tirpalu (DMSO galutiné
koncentracija tirpale 2%). Baltymo ir ligando tirpalai ruoSiami atskirai, po to 1 mégintuvélius
i8pilstomi po 10 pl baltymo ir tam tikros koncentracijos ligando tirpalai. Eksperimentai atlikti
esant pastoviai galutinei baltymo koncentracijai — 5 puM ir kintamoms slopikliy
koncentracijoms (200 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,13 uM ir 0 pM).
Matavimams naudotas universalus buferinis tirpalas (pH nuo 5,0 iki 9,5) bei fosfatinis
buferinis tirpalas (pH 7,0), turintis 100 uM NaCl ir 100 pM ANS. ANS paskirtis — dazas
reporteris, kurio fluorescencija kinta i§sivyniojant baltymui. I$ baltymo iSsivyniojimo kreivés
galima nustatyti jo denatiracijos temperatira (7T, ), kuriai esant baltymo i$sivyniojimo
griztamoji reakcija yra pusiausvyros biisenoje, o natyvaus ir iSsisukusio baltymo struktiiry
koncentracijos yra lygios. Eksperimentai atlieckami R-Corbet fluorimetru, keliant temperatiira
1°C per minut¢ intervale nuo 25°C iki 100°C. Fluorescencijos priklausomybg nuo

temperatiros aproksimuojame kreive:

T
—AH,™ 1 1\ ACpu Ty, T
Py (1 TN P Ug (DY Im

(Yn+mpT)+(yy+m,T)xe R (7 Tm) R (Tm) T~

—AHTM AC
tre R T TR n(g) + T )

(6)
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kur T — absoliucioji temperatiira; AHZm — baltymo i8sivyniojimo entalpinis pokytis,; ACp,, —
Siluminé talpa; y, ir y, — atitinkamai natyvaus ir denatiiravusio baltymo fluorescencija
(ikitranzitiné ir potranzitiné linijos priklausomos nuo temperatiiros); m, ir m,, - atitinkimai

natyvaus ir denatiiravusio baltymo fluorescencijos tiesiy nuokrypio kampai.

Pateiktuose rezultatuose baltymo denatiiracijos temperatiros nuo ligando

koncentracijos apraSoma modeliu, kuris remiasi formule:

1

TmTm
K. Kb,‘n

Le=(1— K™+ ) )

u

Kur L; — bendra ligando koncentracija; P, — bendra baltymo koncentracija; KZ’" — baltymo

- .o . T, . . . .
denatiracijos pusiausvyros konstanta; K" — jungimosi pusiausvyros konstanta.

Lygtis nusako priklausomybe tarp jungimosi ir denatiiracijos pusiausvyros konstanty bei

bendry ligando ir baltymo koncentracijy.
2.2.4 Aktyvumo matavimas sustabdytos tékmés metodu

Fermento aktyvumo nustatymui buvo naudota sustabdytos tékmés (angl. stopped-
flow) technika (,,Applied Photophysics®). Matavimy metu naudojami du tirpalai: pirmaji
sudaro karboanhidraz¢, buferinis tirpalas (20 mM HEPES, 20 mM NaCl, pH 7,4) ir
indikatorius (bromtimolio mélynasis), antraji - CO, prisotintas dejonizuotas vanduo. Bégant
laikui H,CO; riigstis mazina tirpalo pH, todél indikatoriaus Sviesos sugertis mazéja iki
pastovios vertés. Pagal indikatoriaus Sviesos sugerties pokyti ivertinamas karboanhidrazés
aktyvumas. Tiriant savaiming CO, hidratacijos reakcija 1 pirmaji tirpala nededama

karboanhidrazés.
2.2.5 Duomeny apdorojimas, statistiné analizé

CA VB geno klonavimas planuotas naudojantis programomis: A plasmid Editor
v1.17 (ApE) ir pPDRAW32 1.0. Izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu gauti rezultatai
apdoroti Microcal™Origin™v5,0 programa. Terminio poslinkio metodu gauti rezultatai

apdoroti ThermoFluor++1.4.2 programa. Grafikai nubraizyti GraphPad Prism 6 programa.
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ReikSmés, kuriy jvertinta matavimu standartiné paklaida, pateikiamos, kaip triju
matavimy vidurkis (terminio poslinkio ir izoterminio titravimo kalorimetrijos metodais gauti

duomenys). Statistiné analiz¢ atlikta GraphPad Prism 6 programa.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 CA VB genetiniy konstrukcijy kiirimas, ekspresija ir gryninimas

Moksliniame tiriamajame darbe CA VB tikslinio baltymo gavimui buvo naudotos
trys genetinés konstrukcijos, kurios viena nuo kitos skyrési aminoriig8¢iy skaiciumi,

heksahistidino uodegéelés pozicija bei raiSkos vektoriais (8 pav.).

Lyderinéseka
1-33 -
e 34-317 aminoragstys
pET21b-CAVB-6xHis l 34-317 a.r. ,—'HHHHHH
pET15b-6xHis-CAVB HHEHAE—| 40317 a.x |
PET21b-CAVB-6xHis \ 40-317 a.x J—HHHHHH

8 pav. Genetinés konstrukcijos naudotos tikslinio CA VB baltymo gavimui.

Naudojant pirmaja pateikta geneting konstrukcija nepavyko gauti stabilaus baltymo,
su kuriuo bty galima atlikti tolimesnius tyrimus. Todél buvo nusprgsta sukurti dvi naujas
genetines konstrukcijas (9 pav.), kurios atitinka UniProt duomeny baz¢je pateikta (Q9Y2DO0)
zmogaus CA VB baltymo seka nuo 40 iki 317 aminoriigSties. Nuo pirmosios genetinés
konstrukcijos likusios dvi skyrési tuo, kad ju ekspresuojamy tiksliniy baltymy sekos SeSiomis
aminortgstimis trumpesnés. Nusprgsta sutrumpinti baltymo seka, nes tarp paSalinty
aminorigs¢iy buvo du cisteinai, kurie galbut galé¢jo oksiduotis, sudaryti tarpusavyje
disulfidinius tiltelius ir lemti tai, jog baltymas buvo nestabilus bei sudarydamas agregatus

krito | nuosédas.
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M13 replikatorius 6606...6151

AmpR 5665...5006

/pCMV-SportG-CAVB
6608 bp

A VB 729...3013

CMV promotorius 3742...3216

PGR

324 Xhol
330 Nde I 158 Xho 238 Nde I

CA VB (40-317)

[ 0 ac0.. 4:

AmpR 4646...3987

/4

AmpR 5665...5006 lacO 307...285

T7326...307

ColEl1 replikatorius 4545...3863 ColE T replikatorius 3889...3207

324 Xhol

STOP 332...330 (\PR 5408...474 STOP 139...137

ﬂ 158 Xhol
A VB 1166...330
1167 Nde I / pET21b-cAvE-6xtis JCA VB 997...164

START 1229...1227 , 6204 bp
lacO 1297...1275

1316...1297

AmpR 6139...5480

PET15b-6xHis-CAVB
6545 bp

TART 1000...998

lacO 1069...1047

T7 1088...1069

ColE1 replikatorius 5383...4700 ColE1 replikatorius 4651...3969

9 pav. Klonavimo schema. Nuo pCMV-SPORT6—-CAVB plazmidés PGR metodu gautas CA VB fragmentas,
koduojantis baltyma nuo 40 iki 317 aminoraigsties, {siuvamas i baltymy raiskos vektorius pET15b ir pET21b.
Gautos dvi genetinés konstrukcijos: pET15b—6xHis-CAVB ir pET21b-CAVB-6xHis.
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Pries§ patikrinant baltymy raiska tiksliniy genuy sekos nustatytos VU Biotechnologijos
instituto sekvenavimo centre. Apskaiiuotos baltymy molekulinés masés, teoriniai
izoelektriniai taskai (pI) bei ekstinkcijos koeficientai naudojant Sveicarijos bioinformatikos

instituto internetiniame puslapyje pateiktu ,,ProtParam* jrankiu (1 lentele).

1 lentelé. Rekombinantiniy CA VB baltymuy molekulinés masés, teoriniai p/ taskai ir ekstinkcijos koeficientai.

Genetinés konstrukcijos pavadinimas iRleL oty | Aty Ekstinkeijos
mase, kDa pl koeficientas,
pET21b-CAVB-6xHis 33,10 6,33 55920
pET15b-6xHis-CAVB 34,19 6,57 56045

Atlikta kompetentiniy E.coli BL21(DE3), Rosetta 2 (DE3), BL21(DE3)-CodonPlus-
RIL lasteliy transformacija, naudojant DNR plazmides, ir patikrinta baltymy raiska (10 pav.).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

116.0
66.2

we | [ |

25.0

18.4

14.4

10 pav. CA VB baltymo raiskos patikrinimas NDS-PAAG, kai transformuojami skirtingi E. coli kamienai,
naudojant skirtingas DNR plazmides. M — baltymu dydzio Zzymuo SM0431; 1,2 — Iasteliy suspensijos méginiai
po ir prie§ CA VB raiskos indukcija, kai tansformuotos BL21(DE3)-CodonPlus-RIL lastelés, naudojant pET21b-
CAVB-6xHis; 3,4 — lasteliy suspensijos méginiai po ir prie§ CA VB raiskos indukcija, kai tansformuotos Rosetta
2 (DE3) lastelés, naudojant pET21b-CAVB-6xHis; 5,6 — lasteliuy suspensijos méginiai po ir pries CA VB raiskos
indukcija, kai tansformuotos BL21(DE3) lastelés, naudojant pET21b-CAVB-6xHis;7,8 — lasteliy suspensijos
méginiai po ir prie§ CA VB raiskos indukcija, kai tansformuotos BL21(DE3)-CodonPlus-RIL lastelés, naudojant
pET15b-6xHis-CAVB; 9,10 — lasteliu suspensijos méginiai po ir pries CA VB raiSkos indukcija, kai
tansformuotos Rosetta 2 (DE3) lastelés, naudojant pET15b-6xHis-CAVB; 11,12 — lasteliuy suspensijos méginiai
po ir prie§ CA VB raiskos indukcija, kai tansformuotos BL21(DE3) lastelés, naudojant pET15b-6xHis-CAVB.

Remiantis NSD — PAAG rezultatais galima teigti, jog transformavus skirtingus E.coli
kamienus, naudojant pET21b-CAVB-6xHis ir pET15b-6xHis-CAVB plazmides, stebima CA
VB baltymo biosintezeé, o raiSkos lygis yra pakankamas norint atlikti tolimesnius tyrimus.

Taciau atlikus baltymy tirpumo patikrinima nustatyta, jog, kai tikslinio baltymo gavimui
32



naudojama pET21b-CAVB-6xHis plazmidé, CA VB baltymas sintetinamas intarpiniais
kiineliais, tuo tarpu naudojant pET15b-6xHis-CAVB — gautas tirpus baltymas (11 pav.). D¢l
Sios priezasties CA VB tikslinio baltymo biomasés auginimui pasirinkta genetiné
konstrukcija, turinti CASB gena, koduojant; CA VB baltyma nuo 40 iki 317 aminoriigSties bei
N’ — gale turinti SeSiy histidiny uodegele (pET15b-6xHis-CAVB).

pET15b-6xHis-CAVE/ BL21 (DE3)  pET15b-6xHis-CAVB/ Rosetta 2 (DE3) PET15b-6xHis-CAVE/ B1.21 (DE3)-
CodonPlus-RIL
M 1 2 3 4 1 2 3 4 ™M 1 2 3 4 M
B 116.0 - C
-
66.2
' ! -
. 450
5.0 — 4590
- w R - = |- 35.0
350 i : . 35.0
—
25.0 - 25.0
- 250
184 - 18.4
. 184
14.4
. 14.4

11 pav. CA VB baltymo tirpumo patikrinimas NDS-PAAG, kai transformuoti skirtingi E. coli kamienai,
naudojant pET15b-6xHis-CAVB geneting konstrukcija. A — CA VB baltymo tirpumo patikrinimas, kai
transformuotos BL21 (DE3) lastelés; B — CA VB baltymo tirpumo patikrinimas, kai transformuotos Rosetta 2
(DE3) lastelés; C — CA VB baltymo tirpumo patikrinimas, kai transformuotos BL21(DE3)-CodonPlus-RIL
lastelés. M — baltymy dydzio zymuo SM0431; 1 (A), 4 (B), 4 (C) — suardyty lasteliy méginiai; 2-4 (A), 1-3 (B) ir
1-3 (C) — tirpiy baltymy frakcijy méginiai.

Biomasés auginimo salygas buvo stengiamasi parinkti tokias, kad baltymas biity ne
tik tirpus, bet ir jo gaunamas kiekis biity kuo didesnis. Todél po indukcijos IPTG biomasé
buvo auginama skirtinga laiko tarpa (12 pav.), kad biity galima jvertinti, kuriuo pasirinktu

biidu baltymo ekspresija yra didesné.
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184

14.4

12 pav. CA VB baltymo raiskos patikrinimas, biomasg auginant skirtinga laiko perioda (Rosetta 2 (DE3)
lastelés). M — baltymy dydzio zymuo SM0431; 1 — lasteliy suspensijos méginys po 20 val. indukcijos 20
temperatiroje; 2 — lasteliy suspensijos méginys po 4 val. indukcijos 30  temperatiiroje; 3 — lasteliy suspensijos
méginys pries indukcija.

IS 12 paveiksle pavaizduotos elektroforegramos daroma iSvada, jog baltymo raiska

geresné, kai indukcija atlickama 4 val. 30  temperatiiroje, o ne 20 val. 20  temperatiiroje.

Baltymo gryninimas atlickamas pasitelkiant metalo chelating chromatografija,
baltyma desorbuojant linijiniu gradientu didinant konkurentinio ligando koncentracija (Zr.
metodai 2.2.1). Biomasé buvo auginama dviejose skirtingose mitybinése terpése (LB ir BHI),
ju itaka baltymo raiskai pastebéta nebuvo. Taciau atlikus gryninima vienodomis salygomis
matome, jog, kai biomasé¢ auginama LB mitybinéje terpéje, tikslinis baltymas gaunamas su

priemaiSomis, kuriy nepastebime naudojant BHI mitybing terpe (13 pav.).
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M 1 2 3 4 S 6 1 2 3 4 5 6 7 M
— 116.0
116.0 pai A B
66.2 "—- " ‘:“'t 66.2
450 - W G 450
350 — . - ——— - 350
250 —— g 250
184 - . 184
144 - & 144

13 pav. CA VB gryninimo metalo chelatinés chromatografijos metodu rezultatai NDS-PAAG. A — biomasé
auginta LB mitybingje terpéje (Rosetta 2 (DE3) lastelés); B - biomasé auginta LB mitybinéje terpéje (Rosetta 2
(DE3) lastelés). M — baltymu dydzio zymuo SM0431; 1 (A), 7 (B) — suardyty lasteliy méginiai prie§ baltymo
gryninima; 2 (A), 6 (B) — nesisorbavusios baltymo frakcijos; 3-6 (A) ir 1-5 (B) — baltymo frakcijos po
gryninimo.

Biomasés auginimui naudojant ta pacia mitybing terp¢ (BHI), taiau skirtingus
transformuotus E.coli kamienus, ir gryninima atliekant tomis paciomis salygomis, pastebéta,
jog baltymas be priemaiSy gaunamas tik tuomet, kai CA VB raiskai buvo naudotos Rosetta 2

(DE3) lasteles (13 B-14 pav.).

1 2 3 4 M 1 2 3 4 M
116.0
i A B
! 662 116.0
662
a 45.0
45.0
35.0
- 35.0
25.0 25.0
L™
18.4 18.4
14.4 14.4

14 pav. CA VB gryninimo metalo chelatinés chromatografijos metodu rezultatai NDS-PAAG. A — CA VB
baltymo raiskai naudotos BL21(DE3)-CodonPlus-RIL lastelés; B — CAVB baltymo raiskai naudotos BL21(DE3)
lastelés. M — baltymu dydzio zymuo SMO0431; 4 (A), 4 (B) — suardytu lasteliy méginiai prie§ baltymo
gryninimag; 1-3 (A) ir 1-3 (B) — baltymo frakcijos po gryninimo.
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Atsizvelgiant 1 gautus rezultatus, toliau CA VB baltymo gavimui buvo naudojama
BHI mitybin¢ terpé, kompetentinés E.coli Rosetta 2 (DE3) lastelés bei pET15b-6xHis-CAVB
genetine konstrukcija. Gauto baltymo molekuliné mas¢ buvo nustatyta masiy spektroskopijos
metodu (,,Agilent Technologies 6520* skys¢iu chromatografijos ir masiy spektroskopijos
aparatiira, atliko dr. V.Smirnovas) bei atitiko prie$ tai teoriSkai apskaiCiuota (1 lentele).

Gautas baltymo kiekis ~7 mg, o jo grynumas daugiau nei 95 % (nustatyta NDS-PAAG).
3.2 Fermentinio aktyvumo nustatymas sustabdytos t¢ekmés metodu

Sustabdytos tékmés metodas — tai spektroskopinis metodas, kurio déka galima
nustatyti fermento aktyvuma. Metodas patrauklus tuo, jog imanoma detektuoti greitai
vykstancias reakcijas. Be to reakcijoje dalyvaujantys komponentai sumaiSomi labai greitai
(maziau nei per 1 ms), o ju kiekiai nedideli. Metodo ekonomiSkumas iSskiria ji 18 kity tekmeés

metody ir lemia tai, kad jis placiai naudojamas biocheminiy reakcijy grei€iy tyrime.

Sustabdytos tékmés metodu buvo iSmatuotas CO, hidratacijos greitis. Norint
isitikinti, jog gautas baltymas yra aktyvus ir ji bus galima naudoti termodinaminiuose

tyrimuose, atlikti matavimai ir su juo (15 pav.).
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15 pav. Karboanhidrazés VB aktyvumo jvertinimas.

Pateiktame paveiksle matome, kad CO, hidratacija iki bikarbonato jono vyksta
greiCiau, kai reakcijoje dalyvauja CA VB. Reakcijos didesni greiti lemia ir didéjanti fermento
koncentracija. Daroma iSvada, jog gautas fermentas yra aktyvus ir ji bus galima naudoti

tolimesniuose tyrimuose.
3.3 Baltymo stabilumo jvertinimas

Terminio poslinkio metodu, keliant temperatiira nuolatiniu per 1 minute greiiu,
buvo ivertinta buferiniy tirpaly, ju pH, druskos koncentracijos bei slopikliy itaka
rekombinantinés CA VB stabilumui. Metodo esmé — fluorescencinis baltymo temperatiirinis
stabilumo tyrimas, esant skirtingoms baltymo laikymo salygoms. Kuo didesné baltymo

denatiiracijos temperatiira (75,), tuo stabilesnis baltymas tiriamose salygose (16-18 pav.).
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16 pav. Tipinis fluorescencijos priklausomybés nuo temperatiros grafikas esant skirtingoms NaCl
koncentracijoms, kai CA VB koncentracija pastovi.
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17 pav. CA VB denatiiracijos temperattiros priklausomybé nuo pH esant skirtingiems buferiniams tirpalams.

Remdamiesi 16 paveikslu galime teigti, jog NaCl druskos buvimas buferiniame

tirpale stabilizuoja CA VB, todél buferinio tirpalo joninés jégos palaikymui naudojama biitent
38



$1 druska. Taip pat matome, kad baltymo stabilumas didéja, didéjant buferiniy tirpaly pH (17
pav.). Didziausias baltymo denatiiracijos temperatiiros pokytis stebimas naudojant MES
buferini tirpala (pH 6,0-7,0). AuksCiausias 7, , kai baltymas yra fosfatiniame buferiniame
tirpale. Nors baltymo stabilumas ir didéja didéjant pH, taCiau saugojimui nepasirinktos
aukStos pH reikSmés, todel, jog bity iSlaikytas vienodas buferinio tirpalo komponenty

santykis ir nesumazéty buferiné talpa.

70-
= 50 uM
65- - 125uM
= 625 uM
60- <
O - 3,13 uM
(=}
£ 55 -
50-
45-
40 T T T T T 1
4 5 6 7 8 9 10

18 pav. Baltymo denatiiracijos temperatiiros priklausomybé nuo buferinio tirpalo pH jungiantis su komerciniu
slopikliu EZA.

TPM eksperimenty metu didinant temperatiira, baltymas denatiiruoja, taciau baltyma
gali stabilizuoti prie jo natyvios biisenos besijungiantis ligandas. 18 paveiksle matome, jog
besijungiantis ligandas EZA stabilizuoja CA VB. Taip pat matome, kad baltymo stabilumui
itakos turi ir buferinio tirpalo pH, iki pH 8,0 baltymo stabilumas did¢ja, véliau ima mazéti.
Jeigu ligandas bty junggsis stipriau prie i§sivyniojusios baltymo formos nei natyvios, tuomet
matytumeéme baltymo destabilizacija. Did¢jant baltymo slopiklio koncentracijai, denatiiracijos

temperatira mazéty.
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3.4 CA VB sgveikos su slopikliais tyrimas taikant terminio poslinkio

metodg

CA VB jungimasis su sulfonamidiniais ligandais buvo iSmatuotas taikant terminio
poslinkio metoda. Atlikus eksperimentus gaunamos ANS fluorescencijos priklausomybés nuo
temperatiiros kreivés (19 pav.). IS gauty TPM kreiviy nustatoma baltymo denatiiracijos
temperatiira (T;,,) bei stebimosios jungimosi konstantos (K}, sep) esant skirtingoms ligando

koncentracijoms (20 pav.).

12 200 uM

——
——
——
——

Fluorescencijos intensyvumas

6 T T T T T 1
30 40 50 60 70 80 90

T,°C

19 pav. Tipinis fluorescencijos priklausomybés nuo temperatiiros grafikas esant skirtingoms komercinio ligando
topiramato koncentracijoms, kai CA VB koncentracija pastovi.

Kol temperatiira nedidel¢ ir baltymas natyvios formos, fluorescencija yra labai
nezymi. Fluorescencija intensyvéja, kai baltymas pradeda iSsivynioti ir atsiveria hidrofobinés
sritys, prie kuriy jungiasi daZas. Pasiekus tam tikra temperatiira, visas baltymas denatiiruoja.
Tuomet fluorescencija pradeda mazéti, kadangi dazo fluorescencija mazéja did€jant

temperatiirai.
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20 pav. CA VB baltymo 7,, priklausomybé nuo ligandy koncentracijos. Taskai zymi eksperimentinius
rezultatus, ties¢ — modelj (7 formulé). Violetine spalva — saveika su VD12-05; mélyna — topiramatu; zalia —
AZA, raudona — VD10-6.

leSkant CA VB selektyviy slopikliy terminio poslinkio metodu buvo iSmatuotos
baltymo stebimosios jungimosi konstantos su komerciniais slopikliais (topiramatu, EZA,
AZA) bei Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriuje susintetintais (susintetino dr.
V.Dudutien¢) sulfonamdiniais slopikliais (21 pav.). 20 paveiksle matome, jog sintetinis
slopiklis VDI12-05 pakelia baltymo denatiiracijos temperatiira stipriau negu komerciniai
slopikliai: topiramatas ar AZA, ir daug labiau negu silpnai besijungiantis VDI10-6.
Stebimosios jungimosi konstantos gautos ivertinus baltymo denatiiracijos temperatiiros

priklausomybg nuo sulfonamidiniy slopikly koncentracijos pateikiamos 22 paveiksle.
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21 pav. Darbe naudoti sintetiniai sulfonamidiniai slopikliai.

= HoN-NH
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22 pav. CA VB saveikos su sulfoamidiniais slopikliais stebimosios jungimosi konstantos (K}, s¢ep)-

CA VB stipriausiai jungiasi su komerciniu slopikliu topiramatu ir sintetiniu VD12-05.
Silpniausia saveika stebima tarp CA VB ir VDI10-23. I$ sintetiniy slopikliy dar buty galima
isskirti  VD12-43, VDI12-47, VDI2-25-2, VDI12-23, VDI12-32, VDI2-34, geriausiai
besijungian¢ius su CA VB, taciau $ie slopikliai taip pat gerai saveikauja ir su kitomis
karboanhidraziy izoformomis. Nors saveika tarp CA VB ir VD10-46 néra stipriausia, taciau
Sis junginys 1§ visy CA izoformy, geriausiai saveikauja su karboanhidraze VB (stebimosios
jungimosi pusiausvyros konstantos su kitomis karboanhidraziy izoformomis nustatytos
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje). VD10-46 galéty buti potencialus CA VB
atrankus slopiklis, kuris su kitomis karboanhidraziy izoformomis nesaveikauty arba ju

slopinimas bty silpnas.

3.4 CA VB aktyviajame centre esancio hidroksido jono pKa reikSmés

nustatymas

Ieskant nauju karboanhidraziuy slopikliy, svarbis ne tik termodinaminiai parametrai,

bet ir struktiriniai baltymo-ligando komplekso duomenys. Stebimieji termodinaminiai
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parametrai nesuteikia informacijos apie baltymo ir ligando saveika, kuri koreliuoty su
struktiirine analize. Norint {vertinti sasaja tarp struktiiriniy ir termodinaminiy duomeny, reikia
nustatyti tikruosius termodinaminius parametrus, t.y. parametrus, kurie apibiidinty ne tik
jungimosi reakcija, bet ir kitas tuo metu vykstancias reakcijas. Karboanhidraziy ir
sulfoamidiniy slopikliy jungimosi reakcijas lydi maziausiai dar dvi reakcijos: hidroksido jono
koordinuojancio Zn2* protonizacijos ir slopiklio sulfonamidinés grupés deprotonizacijos.
Sulfonamidinio ligando ir karboanhidraziy jungimasis yra stipriausias pH intervale, kuriame
ligandas yra deprotonizuotas, karboanhidrzés aktyviajame centre, esantis hidroksido jonas
protonizuotas. Tikroji jungimosi konstanta (K} ) yra susijusi su stebimaja jungimosi konstanta
(Kp step) 1r deprotonizuoto ligando bei baltymo, turin€io cinko jona koordinuojanc¢ia vandens

mo lekulq frakCijomiS (atltlnkamal fRSOZ NH™ > fCAZTlHZ 0):

Kp = Kb,steb /fRSOZNH_ fCAZnH2 (8)
Tuomet stebimoji laisvoji Gibso energija yra lygi:
AGgtep = _RTln(Kb/fRSOZNH_ fCAZnHz) )

Deprotonizuoto sulfonamido ir protonizuotos CA frakcijos apskai¢iuojamos:

10PH~PKa—suifonamido 10
fRSOzNH_ T 1+10PHPKa—suifonamido (10)

10PH~PKa-cAaznHy0
fCAZnHZO =1- 1+10PHPKa—caznH,0 (1 1)

IS pateikty formuliy matome, kad sulfonamidiniy junginiy dalies tirpale
deprotonizacija, o karboanhidrazés protonizuota, esant tam tikram pH, priklauso nuo pK,

(Baranauskien¢, Matulis, 2012).

Saveikos stebimosios AGg;,;, reikSmés pavaizduotos 23 paveiksle. Simuliuojant K, ir
PKa—caznm,o » kai EZA pK, yra lygi 8,0 (Remko, 2004), eksperimentiniai duomenys
aproksimuoti teorine kreive atitinkancia 9 lygti. Nustaius K, galima apskaiciuoti tikraja AG

reikSme.
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23 pav. CA VB ir EZA saveikos AGg,, priklausomybé nuo pH. TaSkai zZymi eksperimentinius duomenis;
mélyna kreivé — modelj, aprasyta 9 formule; horizontali juoda linija — tikraja jungimosi AG; zalia — EZA
sulfonamidinés grupés deprotonizacijos stebimaja AG; violetiné - hidroksido jono, esan¢io CA VB aktyviajame
centre, protonizacijos stebimaja AG.

Apskai¢iuotos tikroji A G = —51,1kj/mol , o K, = 9x108M™ . Nustatyta
Karboanhidrazés vandens molekulés pKa=8,0. Ekspermentiniai duomenys ne visai atitinka

modelj, nes eksperimentais sunku gauti tikslias jungimosi Kj o, esant mazoms pH

reikSméms.

3.5 CA VB jungimosi su sulfonamidiniu slopikliu matavimas taikant

izoterminio titravimo kalorimetrija

I8siskirianti Siluma saveikaujant CA VB ir sulfonamidiniui slopikliui EZA buvo
iSmatuota izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu, esant skirtingoms pH reikSméms. 24-
27 paveiksluose pavaizduotos jungimosi kreivés, virSuje pateikiami pirminiai ITK duomenys,
kuriuose raudona linija pazyméta baziné linija, apacioje — ITK eksperimenty metu iSmatuoti
galios pokyciai, perskaiCiuoti | Silumos kiekio pokycius. TaSkai atitinka eksperimentinius

duomenis, kurie aproksimuoti teorine kreive.
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24 pav. ITK metodu gautos kreivés jungiantis CA VB ir EZA, esant skirtingoms TRIS buferinio tirpalo pH
reikSméms. A paveikslas atitinka duomenis gautus esant pH 5,5, B paveikslas — 6,0. [L]/[P] — ligando ir baltymo
molinis santykis.
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25 pav. ITK metodu gautos kreivés jungiantis CA VB ir EZA, esant skirtingoms TRIS buferinio tirpalo pH
reikSméms. A paveikslas atitinka duomenis gautus esant pH 6,5, B paveikslas — 7,0. [L]/[P] — ligando ir baltymo
molinis santykis.
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26 pav. ITK metodu gautos kreivés jungiantis CA VB ir EZA, esant skirtingoms TRIS buferinio tirpalo pH
reikSméms. A paveikslas atitinka duomenis gautus esant pH 7,5, B paveikslas — 8,0. [L]/[P] — ligando ir baltymo

t, min
10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

15

T
20

0,0+

*0,1 -

P, pcalis

_02 _

~

i

Il lq

I

-03
5

4_
5]

o4
5]

54
5]
10 4
R
4 ]

oH, kcal/mol

16 4

00

0.4

T
1.0

[LVIP]

1.5

20

27 pav. ITK metodu gautos kreivés jungiantis CA VB ir EZA, esant skirtingoms TRIS buferinio tirpalo pH
reikSméms. A paveikslas atitinka duomenis gautus esant pH 8,5, B paveikslas — 9,0. [L]/[P] — ligando ir baltymo

molinis santykis.
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Remiantis gautais grafikais matome, kad eksperimentuose ligando ir baltymo santykis n ~

0,45. CA VB jungimosi su EZA parametrai pateikti 2 lentel¢je.

2 lentelé. CA VB jungimosi su EZA ITK metodu gauti parametrai, esant skirtingoms pH reik§méms, 25°C
temperatiiroje.

pH Kystop MY AGypop, kJ/mol — AHyop,, kJ/mol — TAS, kJ/mol
5,5 1,93 107 41,59 -100,21 -58,00
6,0 1,65 107 -41,20 -95,40 -54,20
6,5 5,72% 107 -44.28 -98,16 -53,88
7,0 5,39% 107 44,14 -96,69 78,45
7,5 4,24x 107 43,54 77,15 28,82
8,0 7,49% 107 -44,95 -69,29 21,32
8,5 5,36x 107 44,12 47,78 -3,66
9,0 6,38% 107 44,55 -58,16 -13,61

IS gauty duomeny galime teigti, jog karboanhidraz¢ VB geriausiai jungiasi su EZA,
kai TRIS buferinio tirpalo pH yra 8,0 (K sep= 7,49% 107 M™1). Matome, jog stebimoji

jungimosi konstanta did¢ja didéjant buferinio tirpalo pH, véliau stebimas jos mazéjimas.

Jungimosi stebimosios entalpijos varijuoja nuo -100,21 kJ/mol (pH 5,5) iki -47,78
(pH 8,5), o stebimieji termodinaminiai parametrai yra priklausomi nuo pH (28 pav.). Tikroji
jungimosi entalpija (AH) yra jvertinama Zzinant stebimaja (AHgp) jungimosi entalpija,

slopiklio (AH;), CA (AHc,) ir buferinio tirpalo (AHp, ) protonizacijos entalpijas:

AH = AHSfEb - nlAHl - nCAAHCA + nAHbuf (12)
Jungimosi metu paimama arba atiduodama protony skai¢iy (n) galima apskaiciuoti 1§
zinomy ligando ir baltymo pK, reikSmiy (Matulis, 2008):

10PH~PKa—caznH,0
nCA - 1 - (1 - 1+10pH_pKa—CAZnH20 (13)

10PH~PKa—suifonamido

n = ~1 (14)

L 1+10PH"PKg—sulfonamido

n=mncy+n (15)
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Ncy - protony skaicius, paimamas protonizuojantis baltymo hidroksido jonui;
n; - protony skaicius, kuri atpalaiduoja ligando sulfonamidiné grupé deprotonizacijos metu;

n - bendras protony skai¢ius jungiantis baltymui ir sulfonamidiniui ligandui.
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28 pav. Entalpijos priklausomybé nuo pH jungiantis CA VB ir EZA. Taskai zymi eksperimentinius duomenis,
mélyna linija — modelj, aprasyta 12 lygtimi, raudona — tikraja entalpija.

Nustatyta tikroji jungimosi entalpija lygi -80,0 kJ/mol. Taciau norint tiksliai ja
tvertinti reikty Zinoti entalpijos priklausomybg nuo pH skirtingos protonizacijos buferiniame
tirpale (fosfatiniame). Taip reikéty atlikti daugiau eksperimenty skirtingose temperatiirose, jog

biity galima nustatyti reakcijos Siluming talpa.
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ISVADOS

1. Sukiirus geneting konstrukcija, koduojan¢ia mitochondrinés karboanhidrazés VB baltyma
nuo 40 iki 317 aminortgsties bei parinkus tinkamiausias ekspresijos salygas iSgrynintas

aktyvus ir stabilus fermentas.

2. Terminio poslinkio metodu nustatyta, jog CA VB stabilumas priklauso nuo naudojamy

buferiniy tirpaly pH, o NaCl druskos buvimas juose stabilizuoja baltyma.

3. Remiantis terminio poslinkio metodu gautais duomenis galima teigti, kad CA VB geriausiai
jungiasi su komerciniu slopikliu topiramatu (Kj seep = 1,2 X 10%) ir sintetiniu VD12-05
(Kp,step = 1,2 x 10%). Nors sintetinis junginys VD10-46 nepasizymi tokia stipria saveika
(Kpstep = 2% 107), taiau jis i§ visy CA izoformy, geriausiai saveikauja butent su

mitochondrine karboanhidraze VB.

4. Terminio poslinkio metodu iSmatuota zmogaus karboanhidrazés VB jungimosi su
etokzolamidu tikroji laisvoji Gibso energija (AG = —51,1 kJ/mol) bei ivertinta baltymo
aktyviajame centre esancio hidroksido jono pK, (8,0). Izoterminio titravimo kalorimetrijos
metodu iSmatavus stebimasias jungimosi entalpijas nustatyta tikroji saveikos entalpija

AH = —80,0 kJ/mol.
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Cloning, expression, purification and inhibition studies of mitochondrial
carbonic anhydrase VB

SUMMARY

Mitochondrial carbonic anhydrase VB has been shown to convert CO, produced by TCA
cycle. Still it is very little known about CA VB, however it plays an important role in
mitochondrial pH regulation and biosynthetic reactions. Inhibition of these processes by
sulfonamide inhibitors provided pharmacological evidence that mitochondria need CA for the
metabolic processes. Also, mitochondrial CA may provide a new therapeutic target for

oxidative stress related illnesses of the central nervous system or for obesity treatment.

During this thesis work were created expression plasmids, which showed expression of
recombinant mitochondrial carbonic anhydrase VB, the protein has been purified.
Thermodynamics of enzyme‘s binding with commercial and synthetic inhibitors was
determined by thermal shift assay and isothermal titration calorimetry. This thesis also
described under which inhibitor most strongly interacts with carbonic anhydrase VB.
Furthermore, the observed thermodynamic parameters were evaluated, protonation pKa and

the intrinsic binding parameters, independent of pH, were calculated.
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