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`VADAS

Termodinamikos taikymas vaistł kßrime Ægauna vis svarbesnÆ vaidmenÆ akademinºse ir
pramoninºse laboratorijose. Susidomºjimas termodinamika ðioje srityje iðaugo pradºjus su-
prasti biomolekulił sàveikos energijas, atsiradus ypaŁ jautriems mikrokalorimetrams, bei
Ærodþius praktinæ termodinamikos panaudojimo naudà. Nors termodinaminił duomenł pri-
taikymas didºja, dar nºra iki galo suprasta, kodºl ir kaip ið tikrłjł molekulºs sàveikauja ir
kaip interpretuoti sàveikos termodinaminius duomenis. Svarbiausia, kad susidomºjimas ðiuo
mokslu auga ir termodinamika Ægauna vis didesnæ svarbà vaistł kßrime ir vystyme (Garbett
and Chaires, 2012).

Istoriðkai vaistł kßrimas rºmºsi struktßriniu komplementarumu tarp kuriamos chemi-
nio junginio struktßros ir makromolekulºs-taikinio aktyvaus centro. Struktßriniai jungimosi
duomenys buvo gaunami rentgenostruktßrinºs kristalogra�jos arba branduolił magnetinio
rezonanso metodais. Deja, struktßrinº informacija nieko nepasako apie energetines jºgas,
kurios varo komplekso susidarymà. Bßtina molekulił erdvinæ struktßrà susieti su termo-
dinamika ir kinetika, norint iðsamiai suprasti biochemines reakcijas ir bandyti reguliuoti
làstelºs komponentł aktyvumà (Ladbury and Doyle, 2005). —iame darbe didþiausias dºme-
sys kreipiamas Æ termodinamikà, taŁiau taip pat aptariama kinetika.

Vaisto kßrime labai svarbu identi�kuoti tinkamà makromolekulæ�taikinÆ. Didþiàjà dalÆ
taikinił sudaro su G baltymu susijæ receptoriai (angl. G Protein related receptors, GPCR),
jonł kanalai ir fermentai, Æskaitant proteazes, kinazes, ATPazes ir kt. —iame darbe tirtos
karboanhidrazºs, kurios taip pat yra pripaþinti terapiniai taikiniai (Alterio et al., 2012).
Karboanhidrazºs (CA) yra fermentai, katalizuojantys �ziologiðkai esminæ grÆþtamà anglies
dioksido hidratacijos reakcijà. Sutrikusi CA veikla siejama su glaukomos, epilepsijos, vºþio ir
kitomis ligomis. —iuo metu farmacijos rinkoje yra apie 30 CA slopiklił, taŁiau jie nºra atran-
kßs nº vienai ið 12 CA izoformł ir sukelia Ævairius paðalinius poveikius. Dºl ðios prieþasties
aktualu kurti naujus, didesniu atrankumu pasiþyminŁius CA slopiklius.

Viena ið tyrimł krypŁił Biotermodinamikos ir vaistł tyrimo skyriuje (Vilniaus universi-
teto Biotechnologijos institute) yra naujł prieðvºþinił taikinił - karboanhidraził ir karðŁio
ðoko baltymł - slopiklił kßrimas. Kßrimas apima slopiklił sintezæ, rekombinantinił fermen-
tł gamybà, baltymł�ligandł bio�zikinius jungimosi tyrimus ir kompiuterinÆ modeliavimà.
Bakalauro studijł metu atlikau baltymł�ligandł jungimosi matavimus ir tapau 4 mokslinił
publikacijł (Dudutienº et al., 2013; Jogaitº et al., 2013; Petrauskas et al., 2013; Zubrienº
et al., 2013) bendraautore. Straipsnił kopijos pridedamos priede. Baigiamajame bakalauro
darbe apraðomi dalis mokslinio projekto

"
4-pakeisti-2,3,5,6-tetra�uorbenzensulfonamidai �

karboanhidraził I, II, VII, XII, XIII slopikliai \ rezultatai. Projektà vykdº aðtuoni autoriai �
Dr. V. Dudutienº (slopiklił sintezº), A. Smirnov, Dr. E. Manakova, Dr. S. Graþulis (rentge-
nostruktßrinº kristalogra�nº analizº), Dr. A. Zubrienº, dokt. D. Timm (slopiklił jungimosi
tyrimai), J. Gylytº (benzensulfonamidł jungimosi ir slopinimo tyrimai) ir Dr. D. Matulis
(vadovas). ` projektà Æneðiau naujumo pirmoji pradedama vykdyti karboanhidraził akty-
vumo ir slopinimo tyrimus sustabdytos srovºs CO2 hidratacijos metodu. Metodà iðmokau
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staþuotºs metu Florencijos universitete, kur mane mokº dr. D. Vulo ir prof. dr. C. Supu-
ranas. —ie tyrimai papildº skyriaus veiklà, kadangi buvo charakterizuotas karboanhidraził
fermentinis aktyvumas ir parodyta, kaip junginiai slopina fermentà esant substratui. Iki tol
skyriuje buvo vykdomi tik bio�zikiniai matavimai, kuriuose substratas nebuvo naudojamas.
Fermentiniu ir bio�zikiniais metodais gauti duomenys sutapo, todºl buvo patvirtinta, kad
bio�zikiniai metodai nustato teisingas jungimosi konstantas.

Baigiamajame darbe pristatau ðeðił slopiklił, turinŁił labai panaðià cheminæ struktßrà,
struktßros�termodinamikos sàryðio tyrimà, kuris leidþia Ævertinti junginio atomo ar funkci-
nºs grupºs indºlÆ Æ jungimosi stiprumà su biomolekule-taikiniu. Eksperimentiniai jungimosi
termodinaminiai parametrai priklauso nuo buferinio tirpalo sudºties irpH , todºl struktßros�
termodinamikos sàryðis neturi prasmºs, jei atsiþvelgiama tik Æ vieno eksperimento, atlikto
tam tikrose sàlygose, duomenis. Tyrime sàryðis nustatytas remiantis

"
tikriniais \ termodina-

miniais parametrais, kuriems ðioms eksperimentinºs sàlygos neturi Ætakos. Taip pat junginił
slopiklinis efektyvumas Ævertintas fermentiniu metodu. Struktßros�termodinamikos sàryðio
tyrimais remiasi racionalus vaistł kßrimas, kadangi tik vieno atomo ar funkcinºs grupºs pri-
jungimas prie vaisto-kandidato gali turºti didelæ Ætakà sàveikos su makromolekule-taikiniu
stiprumui. —iame baigiamajame bakalauro darbe parodoma, kad �uoro atomł Ævedimas Æ
benzensulfonamidł þiedà gali padidinti jungimosi stiprumà net 1000 ir daugiau kartł, bei
lemti atrankumà karboanhidraził izoformoms.

Baigiamojo bakalauro darbo tikslas � 4-pakeistł-benzensulfonamidł ir 4-pakeistł-2,3,5,6-
tetra�uoro-benzensulfonamidł, kaip rekombinantinił þmogaus karboanhidraził I, II, VII,
XII, XIII slopiklił, struktßros�termodinamikos sàryðio tyrimas. Tikslui Ægyvendinti buvo
iðkelti ðie uþdaviniai:

1. Sustabdytos srovºs CO2 hidratacijos metodu iðmatuoti karboanhidraził aktyvumà ir
patikrinti, ar benzensulfonamidai slopina ðił fermentł veiklà.

2. Izoterminio titravimo kalorimetrijos ir terminio poslinkio metodais iðmatuoti benzen-
sulfonamidł jungimosi su karboanhidrazºmis svarbiausius termodinaminius paramet-
rus: entalpijà � H , entropijà � S, ir laisvàjà Gibso energijà � G;

3. Nustatyti prie CAII aktyviajame centre esanŁio cinko jono prisijungusios vandens mo-
lekulºs ir benzensulfonamidł pKa ir jonizacijos entalpijà � Hprot: ;

4. `vertinti karboanhidraził, slopiklił ir buferinio tirpalo protonizacijos/deprotonizacijos
Ætakà stebimiesiems termodinaminiams parametrams ir apskaiŁiuoti tikrinius jungimosi
parametrus, kurie nepriklauso nuo buferinio tirpalo sudºties irpH ;
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1. LITERATÛROS APÞVALGA IR ANALIZ¸

1.1. Biotermodinamika vaistł kßrime

Vaistł kßrimas apima ko gero visas biomokslł sritis, kadangi vaistinº molekulº privalo
pasiþymºti geromis ADMET (absorbcija, distribucija, metabolizmas, toksiðkumas), farma-
kokinetinºmis/farmakodinaminºmis savybºmis, bei bßti tirpi ir atranki taikiniui. Ieðkoma
bßdł, padedanŁił identi�kuoti potencialł vaistà-kandidatà ankstyvajame vaistł kßrimo eta-
pe, tam kad sutaupyti laiko ir lºðł atliekant daugybæ vaisto savybił tyrimł. Prieð kelis
deðimtmeŁius mokslinºse ir pramoninºse vaistł kßrimo laboratorijose iðaugo susidomºjimas
biotermodinamikos mokslu, kadangi biotermodinamika apibßdina energetines jºgas, varan-
Łias vaisto jungimàsi su makromolekule-taikiniu.

1.1.1. Molekulił sàveikos termodinaminiai parametrai

Svarbiausias molekulił sàveikà apibßdinantis termodinaminis dydis yra laisvoji Gibso
energija � G. Tiek dydþio vertº, tiek ir þenklas apibßdina reakcijos eigà. Neigiama � G

vertº (egzergoninis procesas) nurodo, kad molekulił jungimasis yra energetiðkai palankus,
o teigiama � G vertº (endergoninis procesas) � prieðingai. � G dydis apibßdina sàveikos
stiprumà. Kai � G = 0 , tai sistema yra pusiausvyrinºse sàlygose ir jokie pokyŁiai nevyksta.
� G gali bßti lengvai perskaiŁiuojama ið jungimosi konstantosK b pagal sàryðÆ:

� G = � RT ln(K b) (1)

Medicininºs chemijos specialistai slopiklio�baltymo sàveikos stiprumui Ævertinti daþnai var-
toja dydÆ - disociacijos konstantàK d, kurios skaitinº vertº gali bßti lyginama su inhibicijos
konstanta K i . K d yra atvirkðtinis K b dydis:

K d = 1=Kb (2)

Laisvoji Gibso energija susideda ið entalpinio� H ir entropinio � S komponentł ir tik
dalinai apibßdina molekulił sàveikà. Entalpijos pokyŁiai susijæ ryðił nutrßkimu arba naujł
ryðił formavimusi. Jungimosi entalpija susideda ið polinił grupił desolvatacijos ir neko-
valentinił ryðił (Garbett and Chaires, 2012). Molekulił jungimosi entalpija � H gali bßti
tiesiogiai matuojama naudojant kalorimetrà arba netiesiogiai apskaiŁiuojama pagal van’t
Hofo lygtÆ, kuri apraðo jungimosi konstantosK b priklausomybæ nuo temperatßros:

d ln(K b)
dT

=
� H
RT 2

(3)

—ios diferencialinºs lygties sprendinys turi kelias iðraiðkas:

ln(K b) = �
� H
RT

+
� S
R

(4)
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arba
K b2

K b1
= �

� H
R

�
1
T2

�
1
T1

�
(5)

Daugeliu atvejł van’t Hofo lygtis neteisingai prognozuoja entalpijas plaŁiame temperatßrł
intervale, kadangi lygtyje neatsiþvelgiama Æ ðiluminæ talpàCp, priklausanŁià nuo temperatß-
ros:

� Cp =
d� H
dT

(6)

—iluminæ talpà Cp galima nustatyti kalorimetriðkai atlikus keletà eksperimentł skirtingose
temperatßrose.

Entropija � S yra ne maþiau svarbus uþ entalpijà dydis, kuris apibßdina sistemos tvarkà.
Neigiama � S vertº parodo, kad tvarka sistemoje didºja ir prieðingai. Jungimosi entropija
susideda ið dviejł dalił � desolvatacijos entropijos, susijusios su slºpimusi nuo tirpiklio hibro-
fobinił grupił, ir konformacinºs entropijos, apibßdinanŁios molekulºs konformacinił laisvºs
laipsnił skaiŁił (Ruben et al., 2006). Entropija nºra tiesiogiai matuojama, taŁiau lengvai
apskaiŁiuojama þinant � G ir � H vertes:

� S = (� H � � G)=T (7)

Daþnai kelił molekulił sàveikos su viena biomolekule-taikiniu � G (K b ar K d) vertºs bßna
labai panaðios ar netgi vienodos, taŁiau� H ir � S labai skiriasi. —is fenomenas vadinamas
entropijos-entalpijos kompensavimu. Siekiant detaliai apibßdinti jungimosi reakcijà labai
svarbu iðskirti kiekvieno termodinaminio parametro indºlÆ.

1.1.2. Termodinaminio optimizavimo strategijos

Termodinamika apibßdina jºgas, varanŁias biomolekulił susijungimà ir suteikia infor-
macijos apie sàveikos prigimtÆ. Nemaþai tyrimł Ærodº, kad termodinaminiai jungimosi duo-
menys, apibßdinantys potencialios vaistinºs molekulºs ir makromolekulºs taikinio sàveikà,
gali palengvinti naujł vaistł kßrimo procesà. Pasißlytos bent kelios vaisto termodinaminio
optimizavimo strategijos.

Entalpijos optimizavimo strategijà apraðº Ernestas Freiris. Mokslininkas iðtyrº JAV
maisto ir vaistł administracijos patvirtintas dvi vaistł grupes � ÞIV-1 proteaził slopiklius
ir statinus, kurie maþina cholesterolio kiekÆ. Tyrimai parodº, kad pirmosios rinkoje pasiro-
dþiusios molekulºs (angl. �rst-in-class ) buvo termodinamiðkai nesubalansuotos. Disociacijos
konstantosK d buvo nanomolinºs eilºs, o entalpijos buvo nepalankios. Geriausił klasºs (angl.
best-in-class) molekulił K d buvo jau pikomolinºs eilºs, o dominuojantis faktorius buvo en-
talpija (Freire, 2008). Vaistł vystymas uþtruko apie 10 metł, siekiant pagerinti preparato
jungimosi stiprumà, atrankumà taikiniui, farmakokinetines savybes, o galiausiai paaiðkºjo,
kad geriausi vaistai pasiþymi palankiausia jungimosi entalpija. Vyrauja bendra nuomonº,
kad palanki entalpija parodo nekovalentinił ryðił komplementarumà tarp baltymo ir slopik-
lio (Ladbury et al., 2010). —is pavyzdys parodo, kad entalpijos optimizavimas yra efektyvi
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strategija naujł vaistł kßrimo ankstyvuosiuose etapuose.
Junginił optimizavimui taip pat buvo pasißlyta

"
entalpinio piltuvºlio \ (angl. enthalpic

funnel) koncepcija. Termodinaminił duomenł taðkai, pavaizduoti paveiksle, kaip entalpijos
ir Gibso energijos santykio (� H=� G) priklausomybº nuo asociacijos/jungimosi konstantos
(K a arba K b) deðimtainio logaritmo, sudaro piltuvºlio formà (1 pav.). Piltuvºlio virðuje
iðsidºsto silpnu giminingumu pasiþymintys junginiai, kadangi egzistuoja daugybº entalpi-
jos/entropijos kombinacijł. Silpnas jungimasis atsiranda dºl Ævairił hidrofobinił ir polinił
grupił tarpusavio sàveikł. Jungimosi giminingumui stiprºjant, entalpijos/entropijos kombi-
nacijł maþºja, todºl piltuvºlio forma siaurºja.

1 pav. Entalpinis
"
piltuvºlis \ . 71 slopiklio jungimosi su plasmepsinu termodinaminiai

duomenys (Ruben et al., 2006).

Ernestas Freiris papildº termodinaminio optimizavimo strategijà, taip pat pasißlydamas

"
termodinaminio optimizavimo kreivæ\ (angl. thermodynamic optimization plot, TOP)(Freire,

2009). Vaistł-kandidatł grupº charakterizuojama kalorimetriðkai ir tuomet termodinaminiai
duomenys pavaizduojami termodinaminio optimizavimo kreivºje y aðyje atidedant jungimosi
entalpijà, o x aðyje � jungimosi entropijà ( � T� S iðraiðkoje)(2 pav.). Visł taðkł, esanŁił
vienoje tiesºje, jungimosi Gibso energija� G (arba K b, K d) vienoda. AukðŁiau kreivºs esan-
Łił taðkł giminingumas yra maþesnis (labiau teigiama � G), o þemiau kreivºs � didesnis
(labiau neigiama� G). Termodinaminio optimizavimo tikslas � pasiekti didþiausià giminin-
gumà, esant palankios entalpijos ir palankios entropijos sumai. Didþiausia suma ne visada
reiðkia stipriausià jungimàsi, kadangi ðie dydþiai kompensuoja vienas kità.
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2 pav. Termodinaminio optimizavimo kreivºs pavyzdys.

Kità termodinaminio optimizavimo strategijà apibßdina entalpijos efektyvumo ( EE ) pa-
rametras, kuris sieja nekovalentinił ryðił susidarymà su molekulºs dydþiu (Ladbury et al.,
2010):

EE =
� H
N

(8)

¨ia N - nevandenilinił atomł skaiŁius arba molekulinº masº. Daþnai vaistł kßrime siekiant
padidinti junginio giminingumà prijungiamos hidrofobinºs grupºs, kurios padidina molekuli-
næ masæ ir lemia didesnæ entropijà. Svarbu optimizuoti ne sàveikos kiekybæ, o kokybæ, kurià
apibßdinaEE parametras (Garbett and Chaires, 2012). —is dydis ypaŁ svarbus fragmentinia-
me (angl. fragment-based) vaistł kßrime, kurio metu ieðkoma stipriai su taikiniu sàveikau-
janŁił funkcinił grupił. Maþesnºs molekulinºs masºs junginiai Æprastai pasiþymi maþesniu
giminingumu, taŁiau EE yra tinkamas parametras jł efektyvumui vertinimui. Entalpijos
efektyvumas padeda ið vienos junginił klasºs iðskirti geriausius vaistinius kandidatus.

Aptartos optimizavimo strategijos akcentuoja, kad svarbiausia palanki jungimosi ental-
pija. Entalpija yra tiesiogiai susijusi su entropija, todºl keiŁiant vienà dydÆ, kinta ir kitas.
Entalpijos ir entropijos optimizavimas yra ypatingai sunkus uþdavinys, neturintis paprasto
sprendimo bßdo.

1.1.3. Termodinaminił parametrł optimizavimo sunkumai

Vaisto-kandidato funkcinił grupił modi�kavimas gali lemti atsiradusÆ didesnÆ palankios
entalpijos indºlÆ, taŁiau tuo paŁiu padidinti nepalankià entropijà, arba atvirkðŁiai. Paprastai
tokiais atvejais grupił modi�kavimas turi maþà Ætakà arba visai neturi Ætakos jungimosi� G

(arba K b, K d).
Kai vaistas sàveikauja su makromolekule veikia dviejł tipł jºgos � procesà varanŁios

jºgos, kurił pagrindas yra van der Valso ir vandeniliniai ryðiai, ir procesà stabdanŁios jº-
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gos, tokios kaip hidrofobinis efektas, kuris stengiasi iðstumti vaistà ið vandeninºs aplinkos
Æ hidrofobinæ kiðenæ (Freire, 2008). Vienas jungimosi jºgas pakankamai lengva konstruoti
ir optimizuoti, o kitas nepaprastai sunku. Tradiciðkai sintetiniai vaistai buvo kuriami re-
miantis komplementarumu tarp ligando ir taikinio aktyvaus centro, ir didinant giminingumà
hidrofobiðkumo sàskaita (Ruben et al., 2006). Pradinis junginio

"
skeletas\ (angl. sca�old )

buvo konformaciðkai
"
Ækalinamas\ aktyviajame centre ir jo funkcinºs grupºs modi�kuojamas,

kol pasiekiamas didþiausias giminingumas per entropijos optimizavimà. Hidrofobinił grupił
prijungimas didina palankià desolvatacijos entropijà, kuri siejama su struktßrizuotł vandens
molekulił persitvarkymu susidarant ligando�biomolekulºs kompleksui (Garbett and Chai-
res, 2012). Kita vertus, hidrofobiðkumo optimizavimà limituoja junginio tirpumas, kadangi
vaistinºs molekulºs privalo bßti tirpios (Ruben et al., 2006).

Entalpijà optimizuoti þymiau sunkiau, nei entropijà. Jungimosi entalpijà sudaro du prie-
ðingi veiksniai � palanki entalpija, kurios ðaltinis yra nekovalentiniai vandeniliniai ir van der
Valso ryðiai, ir nepalanki entalpija, ateinanti ið polinił grupił desolvatacijos, bßtinos jun-
gimosi reakcijose (Garbett and Chaires, 2012). Van der Valso sàveika didþiausia, kai yra
idealus geometrinis atitikimas tarp vaisto ir taikinio, o vandeniliniai ryðiai stipriausi, kai
atstumai ir kampai tarp akceptorił ir donorł yra optimalßs. Jei kampai ir atstumai yra pu-
siau optimalßs, tai vandenilinił ryðił stiprumas sumaþºja tampa nepalankus. —io reiðkinio
prieþastis � ligando vandenilinił ryðił donorai ir akceptoriai prieð jungimàsi bßna suformavæ
ryðius su vandens molekulºmis. Stiprus vaisto jungimasis su taikiniu vyksta tik tada, kai
palanki van der Valso sàveikł ir vandenilinił ryðił entalpija yra pakankamai didelº ir ga-
li kompensuoti nepalankià desolvatacijos entalpijà. Nepalanki entalpija rodo, kad polinºs
junginio grupºs nesudaro stiprił ryðił su taikiniu ir vyrauja desolvatacijos efektas (Freire,
2008).

Struktßra paremtame vaistł kßrime dar nepavyksta sukonstruoti erdvinio vaisto-taikinio
modelio, kuris leistł vieno angstremo tikslumu suplanuoti vandenilinił ryðił susidarymo
poras ir iðloðti palankios entalpijos Ænaðà. Kita vertus, struktßros�termodinamikos sàryðio
analizº padeda atpaþinti ir optimizuoti funkcines grupes, atsakingas uþ stiprł jungimàsi.

1.2. Karboanhidrazº � modelinis baltymas

—iame tyrime nagrinºta slopiklił jungimosi su terapiniais taikiniais�karboanhidrazºmis
termodinamika. Karboanhidrazº (CA) yra patrauklus modelinis baltymas bio�zikiniuose
ir biocheminiuose tyrimuose. CA turi daugybæ privalumł, lyginant su kitais modeliniais
baltymais. Tai stabilßs ir labai aktyvßs fermentai, kuriuos pakankamai lengva iðgryninti ið
E.coli bakterijł dideliais kiekiais. Karboanhidraził slopiklius taip pat nesunku sintetinti ir jie
jungdamiesi drastiðkai nekeiŁia CA struktßros. Didelis privalumas, kad yra daugybº metodł
CA�slopiklio sàveikai tirti. Taip pat nesudºtinga iðspræsti komplekso kristalinæ struktßrà
(Krishnamurthy et al., 2008).

Karboanhidrazºs dalyvauja svarbiuose �ziologiniuose ir patologiniuose procesuose � kvº-
pavime, pH ir CO2 homeostazºje, elektrolitł sekrecijoje, kaulł rezorpcijoje, kalci�kacijoje,
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biosintetinºse reakcijose, auglił vystymesi ir kt. Ið viso þmogaus organizme yra 12 aktyvił
CA izoformł, pasiþyminŁił skirtingu aktyvumu, pasiskirstymu làstelºje ir organuose. Taip
pat yra trys Æ karboanhidrazes panaðßs baltymai (angl.carbonic anhydrase related proteins,
CARP VIII, CARP X, CARP XI), kurie neatlieka katalizinºs funkcijos. —ie baltymai Ætrau-
kiami Æ karboanhidraził numeracijà, todºl tarp 12 aktyvił izoformł sutinkamos ir CAXIII,
CAXIV, CAXV. Sutrikusi karboanhidraził veikla sukelia rimtus susirgimus. —iuo metu far-
macijos rinkoje yra apie 30 karboanhidraził slopiklił, naudojamł glaukomos, Alzheimerio,
nutukimo ir kt. ligł gydymui. Nº vienas ðił slopiklił nºra atrankus kuriai nors izoformai,
todºl pacientams pasireiðkia ðalutiniai poveikiai. Dºl ðios prieþasties aktualu kurti naujus,
didesniu atrankumu pasiþyminŁius CA slopiklius.

—iame darbe tyrimai atlikti su penkiomis karboanhidraził izoformomis � I, II, VII, XII
ir XIII. Izoformos pasirinktos dºl praktinił prieþasŁił � skyriuje jos gaminamos dideliais
kiekiais, pakankamais izoterminio titravimo kalorimetrijos eksperimentams. CAI, II, VII,
XIII yra aptinkamos citozolyje, o CAXII � prikibusi prie membranos (Supuran, 2008). CAI
dalyvauja renalinºs ir celebrinºs edemos, CAII � glaukomos, edemos, epilepsijos, kalnł ligos,
CAVII � epilepsijos, CAXII � vºþio, glaukomos, CAXIII � sterilumo ligł vystymesi (Alterio
et al., 2012). Atrankßs ðił karboanhidraził slopikliai galºtł gydyti paminºtas ligas.

1.2.1. Katalizinis mechanizmas

Karboanhidrazºs katalizuoja grÆþtamàjà anglies dioksido hidratacijos reakcijà:

CO2 + H2O 
 HCO�
3 + H+

Karboanhidraził aktyviajame centre esantis cinko jonas � esminis katalizºs elementas. Rent-
genostruktßrinº kristalogra�nº analizº parodº, jog cinko jonas yra 15 ¯ gylio kiðenºje ir jÆ
koordinuoja trys histidinł grupºs (His94, His96 ir His119), dalyvaujanŁios protonł pernaðos
procese. Prie cinko jono taip pat yra prisijungusi vandens/hidroksido jono molekulº, kuri
sudaro vandenilinius ryðius su Thr199 hidroksido grupe, sàveikaujanŁia su Glu106 karboksilo
grupe. —ios sàveikos didina vandens molekulºs, prisijungusios prie cinko jono, nukleo�liðku-
mà ir orientuoja substratà (CO 2) Æ tinkamà pozicijà nukleo�linei atakai. Fermentas aktyvus
bazinºje formoje, kai prie cinko prisijungæs hidroksido jonas (3a pav.). —is stiprus nukleo�las
atakuoja CO2 molekulæ, esanŁià hidrofobinºje kiðenºjº (CAII atveju substratà suriða Val121,
Val143 ir Leu198 liekanos)(3b pav.)ir leidþia susidaryti bikarbonato�cinko kompleksui (3c
pav.). Tuomet bikarbonato jonas pakeiŁiamas vandens molekule ir atpalaiduojamas Æ tirpalà.
Susiformuoja rßgðtinº fermento forma, kuri yra kataliziðkai neaktyvi (3d pav.).
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3 pav. CAII katalizinio mechanizmo schema (Smith and Simons, 2004).

Karboanhidrazº vºl tampa aktyvi, kai protonà ið aktyvaus centro pasiima aminorßgðŁił
liekanos (pavyzdþiui His64 karboanhidraził izoformose I, II, IV, VII, IX, XII-XIV) arba
buferinis tirpalas. Protonł pernaða, verŁiant fermentà ið neaktyvios rßgðtinºs formos Æ bazinæ
aktyvià formà, limituoja reakcijos greitÆ. —is mechanizmas gali paaiðkinti, kodºl CAII yra
vienas aktyviausił þinomł fermentł ( kkat =KM = 1:5 � 108 M � 1s� 1) (Supuran, 2008).

1.2.2. Sulfonamidiniai slopikliai ir jungimosi mechanizmas

Sulfonamidai yra klasikiniai karboanhidraził slopikliai. 1940 m. pirmà kartà buvo nu-
statyta, kad sulfanilamidas slopina karboanhidraził aktyvumà (Mann and Keilin, 1940).
—io slopiklio pagrindu buvo sukurti keturi, iki ðiol glaukomos gydymui vartojami vaistai �
acetazolamidas, metazolamidas, etokzolamidas ir dichlorofenamidas. Pirmoji CA slopiklił
kßrimo strategija buvo aromatinºs sistemos, prijungtos prie sulfonamidinºs grupºs, modi�-
kavimas. —i strategija buvo pavadinta

"
þiedo modi�kavimu \ (angl.

"
ring approach\ )(Smith

and Simons, 2004). Sukurta daugiau nei 500 CA slopiklił, kurił þiedà sudaro furanas,
tiofenas, tiadiazolas, indolas, benzofuranas, benzotiofenas, benzotiazolas, tienofuranas, tie-
notiofenas, tienopiranas arba tienotiazolas (Krishnamurthy et al., 2008). Vºliau pateikta

"
uodegos modi�kavimo\ (angl.

"
tail approach\ ) strategija (Smith and Simons, 2004). —ios

taktikos tikslas - parinkti
"
uodegà\ , kuri didintł junginio tirpumà, atrankumà izoformai ir

gerintł kitas vaistinei molekulei bßdingas savybes. Pavyzdþiui, CA slopiklis dorzolamidas
tirpsta tik rßgðtinºje aplinkoje (Krishnamurthy et al., 2008). Daþnai

"
uodegoje\ bßna galinti

jonizuotis cheminº grupº - karboksi arba amino, nes jos didina tirpumà. Slopiklił atranku-
mà daugeliu atveju didina hidrofobinºs grupºs, taŁiau jos maþina junginio tirpumà ir negali
bßti pagrindiniu junginio elementu.
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Sulfonamidai labai stipriai riðasi su karboanhidrazºmis, nes yra substrato CO2 hidra-
tacijos nuostoviosios bßsenos (angl.transition state) analogai. Karboanhidraził struktßra
aktyviajame centre su prisijungusiu sulfonamidu atkartoja struktßrà komplekse su natyvio-
mis substrato formomis - hidroksidu ir CO2 (atskirai) arba HCO�

3 (Krishnamurthy et al.,
2008). Sulfonamidai yra konkurentiniai CA slopikliai.

4 pav. Sulfonamidinił slopiklił jungimosi su karboanhidraze mechanizmo schema. (Smith
and Simons, 2004).

Slopiklis jungiasi su karboanhidraze deprotonizuotoje formoje, pakeisdamas vandens mo-
lekulæ ir sudarydamas ryðÆ su Zn(II) jonu, esanŁiu aktyviajame centre (4 pav.). Kompleksui
bßdinga tetraedro forma. Slopiklio NH grupº sudaro vandenilinÆ ryðÆ su Thr199 O atomu,
kuris taip pat sàveikauja su Glu106 karboksiline grupe. Taip pat vienas ið SO2NH2 grupºs
deguonies atomł sudaro vandenilinÆ ryðÆ su Thr199 NH grupe. Sulfonamido benzeno þiedas
sàveikauja su hidrofobine kiðene. —ie struktßriniai elementai apsprendþia stiprł sulfonamidi-
nºs grupºs jungimàsi su cinko jonu karboanhidrazºs aktyviajame centre (Smith and Simons,
2004).

Benzensulfonamidł jungimosi stiprumà su CA lemia sulfonamidinºs grupºspKa. Nuo
pKa vertºs priklauso slopiklio deprotonizuotos formos frakcija tirpale ir Levis baziðkumas
(Krishnamurthy et al., 2008). Kuo didesnº deprotonizuotos formos koncentracija tirpale tuo
stipresnis stebimas jungimasis. Didþiausias vaisto giminingumas stebimas, kai slopikliopKa

vertº artima �ziologiniam pH . BenzensulfonamidłpKa � 10, todºl ieðkoma bßdł ðiai vertei
sumaþinti. Vienas ið jł � elektroneigiamł pakaitł Ævedimas Æ benzeno þiedà (Smith and
Simons, 2004).

Didelæ perspektyvà turi �uorł Ævedimas Æ benzeno þiedà. Fluoro atomai vaistui suteikia
unikalias savybes, kurił negalima iðgauti panaudojant kitus elementus. Du geriausi �uorintł
vaistinił molekulił pavyzdþiai yra 1950 m. susintetinti 9 � -�uorohidrokortisonas (prieðuþde-
giminis) ir 5-�uorouracilas (prieðvºþinis). Vieno �uoro atomo Ævedimas Æ natßralaus junginio
struktßrà labai stipriai pagerino ðił vaistł farmakologines savybes. Per pastaràjÆ penkiasde-
ðimtmetÆ �uoro Ævedimas Æ vaistinÆ junginÆ tapo standartu, siekiant pagerinti farmakologines
savybes (Ojima and Taguchi, 2009).
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Vertinant junginił slopiklinÆ efektyvumà labai svarbu pasirinkti tinkamà tyrimo metodà
ir atidþiai analizuoti gautus rezultatus. Kai naudojami du ir daugiau metodł, maþºja tikimy-
bº klaidingai interpretuoti rezultatus. Slopiklił jungimosi ir slopinimo su karboanhidrazºmis
tyrimuose naudojama daugybº metodł, Æskaitant kapiliarinæ elektroforezæ, magnetinÆ bran-
duolił rezonansà, apskritiminÆ dichroizmà, masił spektrometrijà ir kt. —iame darbe taikyti
metodai, aparatßra ir medþiagos apraðomi sekanŁiame skyriuje.
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2. PRIETAISAI, MEDÞIAGOS IR METODAI

2.1. Prietaisai

Darbe naudoti prietaisai:

1. analitinºs svarstyklºs
"
AND GR-200\ ;

2. realaus laiko termocikleris
"
Corbett Rotor-Gene 6000\ ;

3. kalorimetras
"
ITC-200\ ;

4. kalorimetras
"
VP-ITC \ ;

5. maiðyklº
"
BIOSAN\ ;

6. pH-metras
"
LaboChema�

7. sustabdytos srovºs spektrofotometras
"
Applied Photophysics SX.18MV-R\ ;

8. spektrofotometras
"
Agilent 89090A\ .

2.2. Medþiagos

Darbe naudotos medþiagos:

1. rekombinantinºs þmogaus karboanhidrazºs I, II, VII, XII ir XIII. Fermentai rekombi-
nantinºs DNR technologijos bßdu iðskirti ið Escherichia coli bakterijł. Baltymai pa-
gaminti Vilniaus universiteto Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaistł
tyrimo skyriuje pagal mokslinºse publikacijose nurodytà metodikà: CAI - (Baranau-
skienº et al., 2010), CAII - (Cimmperman et al., 2008) CAVII ir CAXIII - (Sßdþius
et al., 2010), CAXII - (Jogaitº et al., 2013);

2. nekomerciniai CA slopikliai: A(1-3) ir B(1-3). Junginiai buvo susintetinti Vilniaus
universiteto Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaistł tyrimo skyriuje
(Dr. V. Dudutienº). Slopiklił sintezº apraðyta (Dudutienº et al., 2013) ðaltinyje;

3. komerciniai CA slopikliai (gamintojas): acetazolamidas (Sigma-Aldrich), etokzolami-
das (Sigma-Aldrich);

4. indikatorius (gamintojas): bromtimolio mºlynasis (Allied chemical);
5. �uorescentinis daþas (gamintojas): 1,8-anilino naftaleno sulfonatas (Sigma-Aldrich);
6. tirpiklis (gamintojas): DMSO (ROTH).
7. druskos (gamintojas): Na2HPO4 (Sigma-Aldrich), NaH2PO4(Sigma-Aldrich), Na3PO4

(Sigma-Aldrich), Hepes (ROTH), NaCl (Sigma-Aldrich), TrisHCl (Sigma-Aldrich),
Tris bazº (Sigma-Aldrich);

8. ðarmai ir rßgðtys (gamintojas): NaOH (Sigma-Aldrich), HNO3 (Sigma-Aldrich) ;

2.3. Metodai

—iame tyrime eksperimentai atlikti naudojant bio�zikinius ir fermentinÆ metodus � izo-
terminio titravimo kalorimetrijos, terminio poslinkio ir sustabdytos srovºs CO2 hidratacijos.
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Visł matavimł paklaidos apskaiŁiuotos pagal Stjudento metodà, kai pasikliaujamoji tikimy-
bº yra 0,95.

2.3.1. Izoterminio titravimo kalorimetrija

Izoterminio titravimo kalorimetrija (ITC, angl. isothermal titration calorimetry ) yra
efektyvus metodas biomolekulił sàveikai tirti. Kalorimetras �ksuoja ðilumos pokyŁius pa-
stovioje temperatßroje, kai vyksta bimolekulinis jungimasis. Atlikus 1�2 valandł trukmºs
eksperimentà ið karto galima nustatyti jungimosi laisvàjà Gibso energijà � G, entalpijà � H ,
entropijà � S ir stechiometrijà n. ITC metodu galima tirti beveik visł biomolekulił sà-
veikà, kadangi jungimosi energijos pokytis yra universali visł biocheminił reakcijł savybº.
Kalorimetrijos metodu tiriamł biomolekulił nereikia nei þymºti, nei chemiðkai modi�kuoti,
nei imobilizuoti. Naudojami vandeniniai reagentł tirpalai. Tai pagrindinis ITC privalumas
lyginant su fermentiniais, làstelił ar kitais biologiniais metodais.

Kalorimetrà sudaro 2 celºs (palyginamoji ir darbinº) ir ðvirkðtas (5 pav.) . Palyginamoji
celº uþpildoma vandeniu ir termostatuojama eksperimentinºje temperatßroje. Darbinº celº
uþpildoma reagentu A, o ðvirkðtas reagentu B. Reagentas B ið ðvirkðto titruojamas Æ darbinæ
celæ su reagentu A. Po kiekvienos injekcijos iðsiskiriamas arba sugeriamas ðilumos kiekis, ka-
dangi susidaro A�B kompleksas. Reikalingas galios pokytis (µcal/s) tam, kad suvienodinti
temperatßras abiejose celºse. Ligandui jungiantis su baltymu iðsiskiria egzoterminº ðiluma ir
galia sumaþºja. Eksperimento eigoje smailºs maþºja, kadangi baltymas sotinasi ligandu. Kai
baltymas visiðkai prisisotina, ligandas nebegali prisijungti ir eksperimento pabaigoje mato-
mos maþos smailºs dºl skiedimosi ðilumos. Suintegravus smailił plotus nustatoma reakcijos
suminº jungimosi entalpija.

5 pav. ITC veikimo principinº schema. Modi�kuota pagal (Ladbury, 2004).

Jungimosi termodinaminiams parametrams apskaiŁiuoti ðiame darbe buvo naudojami
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vienos ir dviejł jungimosi vietł modeliai. Vienos jungimosi vietos modelis:

Q = nFM t � HV (9)

Dviejł jungimosi vietł modelis:

Q = M tV(n1F1� H1 � n2F2� H2) (10)

Abiejuose modeliuose F iðraiðka:

F =
1
2
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¨ia Q - bendras ðilumos kiekis,n - stechiometrija, F - ligando uþimtł vietł frakcija, M t

- bendra (angl. total) makromolekulºs koncentracija, L t - bendra (angl. total) ligando
koncentracija, � H - entalpija, K b - jungimosi konstanta,V - celºs tßris. Lygties iðvedimas ir
detalesnis paaiðkinimas pateikiamas (ITC, 2004) ðaltinyje. Duomenims apdoroti naudojama
Origin programos 5.0 arba 7.0 versija.

Jungimosi konstantosK b nustatymà riboja bendra makromolekulºs koncentracijaM t . —Æ
sàryðÆ apibßdina Wisemanc-faktorius (Wiseman et al., 1989):

c = nM tK b (11)

Kokybiðkai nustatyti reakcijos K b galima tik tada, kai 1 < c < 1000. Kai c faktorius
nepatenka Æ ðÆ intervalà ið eksperimentinºs kreivºs galima Ævertinti tik entalpijà.

Labai silpnai ar stipriai besijungianŁił ligandł K b ITC metodu galima Ævertinti konku-
rencinºs titracijos bßdu (Krainer et al., 2012). Deja, ðiame darbe konkurentinºs titracijos
eksperimentai nebuvo atlikti. Jungimosi konstantoms nustatyti naudotas terminio poslinkio
metodas, kuris apraðomas sekanŁiame skyriuje.

2.3.1.1. Eksperimentinºs sàlygos. Eksperimentai atlikti naudojant
"
VP-ITC \ ir

"
ITC-200\ kalorimetrus.

"
VP-ITC \ celºs tßris yra 1,4 ml, ðvirkðto � 300 µl.

"
ITC-200\

celºs tßris yra 200 µl, o ðvirkðto � 40 µl. Atrodytł, kad
"
ITC-200\ kalorimetras yra eko-

nomiðkesnis, nes reikalingi maþesni reagentł tßriai. Deja, jo jautrumas maþesnis, todºl
reikalingos didesnºs reagentł koncentracijos.

"
VP-ITC \ kalorimetru gaunami kokybiðki re-

zultatai naudojant 5�10 µM koncentracijos tirpalà celºje, o
"
ITC-200\ atveju analogiðkam

signalui suþadinti reikalingas 15�20 µM baltymo tirpalas. Karboanhidraził titravimo slopik-
liu eksperimentuose

"
VP-ITC \ prietaisu buvo darytos 25 injekcijos, kas 200 s, o

"
ITC-200\

prietaisu � 19 injekcijł, kas 120 s. Eksperimentai atlikti �ziologinºje 37 ‰ temperatßroje,
iðskyrus modelinius vaistinio preparato etokszolamido (EZA) jungimosi su CAII skirtinguose
buferiniuose tirpaluose eksperimentus, kurie daryti 25‰.
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2.3.1.1.1. Karboanhidraził jungimosi su slopikliais tyrimas. Kalorimetro celº
buvo uþpildyta 5�20 µM CA tirpalu, o ðvirkðtas 50�200 µM slopiklio tirpalu. Slopiklio
koncentracija ðvirkðte buvo 10 kartł didesnº, nei CA koncentracija celºje. Reakcijos buferinis
tirpalas � 50 mM Pi ( pH 7,0), 100 mM NaCl ir 2% DMSO. Prieð titravimà atlikta fermentł
dializº reakcijos buferiniame tirpale. Matavimai pakartoti 2�3 kartus. Termodinaminiai
parametrai nustatyti prie eksperimentinił duomenł derinant vienos jungimosi vietos modelÆ
(Lyg. 9).

2.3.1.1.2. CAII jungimosi su EZA priklausomybºs nuo pH tyrimas. CAII
jungimasis su EZA tirtas Pi ir Tris buferiniuose tirpaluose,pH 5,5�9,5 intervale, 25‰. Skir-
tingł pH verŁił tirpalai paruoðti tarpusavyje maiðant NaH 2PO4 su Na2HPO4, Na2HPO4 su
Na3PO4, ir TrisHCl su Tris baze. Tirpalł pH pamatuoti po titravimo eksperimento. Celº
buvo uþpildyta 5�20 µM CAII, o ðvirkðtas � 50�200 µM EZA. Reakcijos buferinis tirpalas
- 50 mM Pi arba Tris, 100 mM NaCl ir 2% DMSO. Prieð titravimus atlikta CAII dializº 2
mM Pi ( pH 7,0), 10 mM NaCl tirpale. Matavimai buvo daryti vienà kartà, taŁiau Ævertintos
duomenł apdorojimo paklaidos. Buvo atlikta 17 matavimł, kurił rezultatai atitinka ma-
tematinÆ modelÆ, todºl matavimł kartojimas nebuvo bßtinas. Termodinaminiai parametrai
apskaiŁiuoti prie eksperimentinił duomenł vienos jungimosi vietos modelÆ (Lyg. 9).

2.3.1.1.3. Slopiklił deprotonizacijos entalpijos nustatymas. Kalorimetro celº
buvo uþpildyta 250 µM slopiklio, sumaiðyto su 1,5 ekvivalento NaOH tirpalu, o ðvirkðtas
uþpildytas 2,5 mM HNO3. —virkðto ir celºs tirpaluose buvo po 2% DMSO. Atliktos 56 injek-
cijos kas 200 s. Matavimai pakartoti 3 kartus. Slopiklio protonizacijos entalpija nustatyta
taikant dviejł jungimosi vietł modelÆ (Lyg. 10).

2.3.2. Terminio poslinkio metodas

Termino poslinkio metodu (TSA, angl. thermal shift assay) netiesiogiai matuojamas
makromolekulºs terminis stabilumas. Terminio poslinkio metodais galima vadinti visus me-
todus, kuriuose temperatßros pokytis sukelia ðviesos sugerties, �uorescensijos ar cirkuliaci-
nio dichroizmo signalus (Pantoliano et al., 2001). —iame darbe buvo naudotas �uorescentinis
TSA metodas, sukurtas 1998�2001 m.

"
3-Dimensional Pharmaceuticals\ kompanijoje (da-

bar
"
Janssen Pharmaceuticals, Inc.\ ) ir pavadintas ThermoFluor�. ThermoFluor� iðvys-

tytas kaip greitas,
"
miniatißrizuotas\ , universaliai pritaikomas 384-ðulinºlił mikroplokðtelºs

formato terminio poslinkio metodas (Pantoliano et al., 2001). ThermoFluor� gali bßti at-
liekamas ne tik naudojant plokðtelił skaitytuvus, bet ir realaus laiko PGR termociklerius.
Metodas kasmet vis plaŁiau naudojamas daugelyje farmacijos kompanijł ir mokslinºse labo-
ratorijose visame pasaulyje.

Baltymł stabilumo tyrimai ypatingai svarbßs optimizuojant kristalinimo, gryninimo ir
saugojimo sàlygas. Kitas svarbus panaudojimas � dviejł molekulił jungimosi konstantosK b

nustatymas, kadangi terminis poslinkis tarp laisvos ir prisijungusios molekulºs yra proporcin-
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gas jungimosi stiprumui. Baltymł�ligandł sàveikos tyrimuose pagrindinis TSA privalumas,
kaip ir ITC yra tas, kad metodas yra nepriklausomas nuo biomolekulºs�taikinio (Garbett
and Chaires, 2012). TSA metodu galima tirti Ævairias makromolekules, neturint apie jas jo-
kios iðankstinºs informacijos. —is privalumas ypatingai aktualus atliekant junginił bibliotekł
patikrinimà (angl. screening) prieð makromolekules-taikinius.

Tyrimuose daþniausiai naudojami �uorescentiniai daþai - Sypro oranþinis (King et al.,
2011; Layton and Hellinga, 2011) arba 1,8-anilino naftaleno sulfonatas (ANS) (Matulis et al.,
1999; Matulis and Lovrien, 1998). Taip pat baltymo stabilumà galima Ævertinti pagal triptofa-
no indolo grupºs �uorescencijà kintant temperatßrai, nenaudojant iðorinił þymił. Fluoroforo
�uorescencijos pokyŁiai kylant temperatßrai atspindi baltymo denatßracijos pro�lÆ (6 pav.)
—iame darbe eksperimentai atlikti su ANS daþu, kadangi jo efektyvumas didþiausias. ANS
yra stiprus anijonas, kurio sulfoninº grupº sudaro joninius ryðius su tirpił baltymł katijoni-
nºmis grupºmis. ANS�baltymo sàveikos stiprumas priklauso nuo baltymo katijoninio krßvio
ir tirpalo pH (Matulis and Lovrien, 1998). ANS molekulº ne�uorescuoja vandeninºje fazºje,
taŁiau stipriai �uorescuoja hidrofobinºje aplinkoje, pavyzdþiui organiniuose tirpikliuose ar
baltymo hidrofobinºse kiðenºje. Atlikus ANS jungimosi su jauŁio serumo albuminu tyrimus
nustatyta, kad kai tirpalo pH yra 4,0 ið 100 prisijungusił ANS molekulił �uorescuoja tik 5,
esanŁios baltymo hibrofobinºje srityje, o kitos 95, esanŁios baltymo iðorºje, ne�uorescuoja
(Matulis et al., 1999).

6 pav. Terminio poslinkio metodo principinº schema. Modi�kuota pagal (Pantoliano et al.,
2001).
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Baltymo denatßracijos kreivºs vidurio taðkas yra baltymo lydymosi temperatßraTm (6
pav.). Ji nustatoma prie eksperimentinił duomenł maþiausił kvadratł metodu derinant
modelÆ:

y = yN;T m + mN (T � Tm ) +
yU;Tm � yN;T m + ( mU � mN )(T � Tm )

1 + e
� U H Tm � U C p ( T � Tm ) � T ( � U STm +� U C p( ln ( T

Tm )))
RT

(12)

¨ia y - �uorescencija,yN;T m - natyvaus (angl. native) baltymo maþiausia �uorescencija,yU;Tm

- iðsivyniojusio (angl. unfolded) baltymo didþiausia �uorescencija, mN ir mU - natyvaus ir
iðsivyniojusio baltymo �uorescencijos pokrypio kampai,Tm - baltymo lydymosi temperatßra,
� UH , � US, � UCp - baltymo iðsivyniojimo (angl. unfolding) entalpija, entropija ir ðiluminº
talpa. Lygties iðvedimas apraðomas (Matulis, 2008) ðaltinyje.

Slopikliui prisijungus prie baltymo padidºja lydymosi temperatßra Tm . Kuo didesnº
slopiklio koncentracija L t , tuo didesnº Tm . Slopiklio jungimosi konstanta K b nustatoma
gra�ko x aðyje atidºjus Tm , y aðyje - L t , ir prie eksperimentinił duomenł priderinus modelÆ:

L t =

 

1 � e
� U H Tr � U C p ( T � Tr ) � T ( � U STr +� U C p( ln ( T

Tr )))
RT

!

�

�

0

B
@
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2
+

1

e
� U H Tr � U C p ( T � Tr ) � T ( � U STr +� U C p( ln ( T

Tr )))
RT e�

� bH T0 � bCp (T � T0 )� T
�
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�
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�
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���

RT

)

1
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A

(13)
¨ia L t - bendra (angl. total) slopiklio koncentracija,Pt � bendra (angl. total) baltymo kon-
centracija, Tr � baltymo lydymosi temperatßra, kai nºra pridºto ligando, T0 � palyginamoji
temperatßra, ðiame tyrime � 37 ‰, R - universalioji dujł konstanta, � bH , � bS, � bCp �
baltymo jungimosi (angl. binding) entalpija, entropija ir ðiluminº talpa atitinkamai. Lygties
iðvedimas apraðomas (Matulis, 2008) ðaltinyje. Jungimosi konstantaK b gali bßti perskai-
Łiuojama Æ laisvàjà Gibso energijà� G pagal 1 lygtÆ arba disociacijos konstantàK d pagal 2
lygtÆ.

2.3.2.1. Eksperimentinºs sàlygos. Terminio poslinkio eksperimentams naudota rea-
laus laiko PGR sistema �Corbett Rotor-Gene 6000� (suþadinimas - 365 nm, detekcija - 460
nm). Mºginił tirpalus sudarº 5 µM CA, 0�200 µM slopiklio (12 skirtingł koncentracijł, se-
rijinis skiedimas - 1,5 karto), 50 µM ANS, 50 mM Pi (pH 7,0), 100 mM NaCl ir 2% DMSO.
Bendras tirpalo tßris - 20 µl. Mºginiai buvo kaitinami 1 ‰/min greiŁiu keliant temperatßrà
nuo 25‰ iki 99 ‰. Matavimai pakartoti 2�3 kartus.

2.3.3. Sustabdytos srovºs CO 2 hidratacijos metodas

Karboanhidrazºms katalizuojant CO2 hidratacijos reakcijà tirpale generuojasi H+ jonai ir
maþºja tirpalo pH . Esant neutraliampH , H2CO3 skyla Æ ekvivalentiðkus H+ ir HCO �

3 kiekius.
Dºl ðios prieþastes reakcijos metu matuojantpH pokytÆ galima apskaiŁiuoti, kiek produkto
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(HCO�
3) fermentas pagamino. Kadangi karboanhidrazºs yra vieni efektyviausił biologinił

katalizatorił ( kkat = 106 s� 1 ), reakcijos greiŁiui matuoti reikalinga speciali Æranga, leidþianti
�ksuoti kelił sekundþił trukmºs reakcijas.

—iame tyrime buvo naudota sustabdytos srovºs Æranga (angl.stopped-�ow). Eksperimen-
to metu labai greitai sumaiðomi A ir B tirpalai. A tirpalà sudarº karboanhidrazº, buferinis
tirpalas ir indikatorius, o B tirpalà � CO 2 dujomis prisotintas dejonizuotas vanduo. A ir B
tirpalł miðinyje matuojama indikatoriaus ðviesos sugerties priklausomybº nuo laiko. Bºgant
laikui H2CO3 rßgðtis maþina tirpalo pH , todºl indikatoriaus ðviesos sugertis maþºja iki pa-
stovios vertºs. Pagal indikatoriaus ðviesos sugerties pokytÆ per laiko vienetà apskaiŁiuojami
karboanhidrazºs kinetiniai parametrai. Tiriant savaiminæ CO2 hidratacijos reakcijà Æ A tir-
palà nededama karboanhidrazºs. Nustatant junginił slopiklinÆ efektà Æ tirpalà A dedamos
skirtingos slopiklio koncentracijos. Slopiklis maþina katalizºs greitÆ, kol jis susilygina su CO2

savaiminºs hidratacijos reakcijos greiŁiu.
Katalizuojamos reakcijos greitis yra lygus susidariusił protonł [H+ ] kiekiui per laiko

vienetà:

d[H+ ] =
d[H+ ]

dt
(14)

Protonł H + kiekis apskaiŁiuojamas pagal Dr. D. Matulio iðvestà lygtÆ:

[H+ ] = [buf]
�

1 �
1

10lg(( k
k � A � 1)+ pK a� ind: � pK a� buf: ) + 1

�
(15)

¨ia [buf] - buferinio tirpalo koncentracija, pKa� ind: ir pKa� buf: - indikatoriaus ir buferinio
tirpalo druskos pKa, A - optinis tankis (angl. absorbance), k - indikatoriaus koncentracijos
pataisos koe�cientas, kuris yra lygus pradinio optinio tankioA ir deprotonizuotos indikato-
riaus formos santykiui:

k =
A

1 � 1

10(pH � pK a� ind: ) +1

(16)

Didþiausias greitis prilyginamas 100 % CA aktyvumui. Didinant slopiklio koncentracijà, CA
aktyvumas maþºja. Slopiklio koncentracija, kuri sumaþina CA aktyvumà 50 %, kitaip IC 50,
nustatoma prie eksperimentinił duomenł maþiausił kvadratł metodu derinant dozavimo
kreivæ:

CA aktyvumas; % = 1 �
100

1 + ( IC 50
[I ] )h

(17)

¨ia [I ] - slopiklio koncentracija,h - Hilo koe�cientas, apibßdinantis dozavimo kreivºs pokry-
pio kampà. Hilo koe�cientas yra susijæs su stechiometrija, todºl kai vyksta 1 : 1 jungimasis
Hilo koe�cientas turºtł bßti 1.

Sulfonamidai yra konkurentiniai karboanhidraził slopikliai, todºl inhibicijos konstantai
K i apskaiŁiuoti naudojama Cheng-Pruso� lygtis (Cheng and Pruso�, 1973):

K i =
IC 50

1 + [CO2 ]
K M

(18)
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¨ia [CO2] � CO 2 koncentracija, K M - Michaelis-Menten konstanta.

2.3.3.1. Eksperimentinºs sàlygos. Karboanhidraził hidratacinis aktyvumas buvo
matuotas naudojant Applied Photophysics SX.18MV-R sustabdytos srovºs spektrofotometrà
25 ‰ temperatßroje. Reakcijos buferinÆ tirpalà sudarº 10 mM Hepes (pH 7,4), 10 mM NaCl
ir 40 µM indikatoriaus bromtimolio mºlynojo. Prisotintas CO 2 tirpalas buvo paruoðtas 1 val.
leidþiant dujas Æ milli-Q vandenÆ 25‰ temperatßroje. —ioje temperatßroje CO2 tirpumas
yra 34 mM. CA koncentracija buvo 5�400 nM, priklausomai nuo CA aktyvumo. Slopiklił
koncentracijos buvo 0.01�10000 nM, priklausomai nuo giminingumo karboanhidrazei. DMSO
kiekis tirpale buvo maþesnis nei 0.04%, todºl CA aktyvumui neturºjo Ætakos. Matavimai
pakartoti 2 kartus.
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3. TYRIMO REZULTATAI IR JØ APTARIMAS

—iame darbe buvo tirti p-pakeisti-benzensulfonamidai ir p-pakeisti-2,3,5,6-tetra�uorbenzen-
sulfonamidai. Jł cheminºs struktßros pateiktos 7 paveiksle. Junginiai tarpusavyje skiriasi
[2-hidroksietil]tio, propiltio arba [2-feniletil]tio pakaitu para- padºtyje.

7 pav. Darbe tirtł junginił cheminºs struktßros.

Slopiklił jungimasis su karoanhidrazºmis buvo iðtirtas bio�zikiniais metodais, o slopik-
linis efektyvumas � fermentiniu metodu. —iame darbe didþiausias dºmesys skiriamas termo-
dinaminiams tyrimams, o fermentinis metodas buvo naudojamas siekiant Æsitikinti, kad nau-
dojamos karboanhidrazºs yra aktyvios ir tiriami junginiai slopina jł aktyvumà.

3.1. Aktyvumo ir slopinimo tyrimai

Sustabdytos srovºs CO2 hidratacijos metodu (SFA) buvo iðmatuotos CAI, II, VII, XII ir
XIII reakcijos greiŁił priklausomybºs nuo skirtingł fermento ir slopiklił koncentracijł. Taip
pat tirta savaiminº CO 2 hidratacijos reakcija. Nustatyta, jog tiesioginºs CO2 hidratacijos
reakcijos greiŁio konstantakCO2

= 0,038 (� 0,005) s� 1, o karboanhidrazºs ðià reakcijà pa-
greitina apie 106 kartł. GreiŁio konstantos vertº sutapo su literatßros duomenimis � kCO2

= 0,037 (� 0,002) s� 1 (Khalifah, 1971). Karboanhidrazºs katalizuojamos reakcijos greitis
tiesiðkai priklauso nuo fermento koncentracijos (8 pav.).
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8 pav. Reakcijos greiŁio priklausomybº nuo CAXII koncentracijos. Paveiksle a pateiktos
pirminºs kreivºs, o b � apdoroti duomenys.

Tyrimo metu buvo apskaiŁiuotos karboanhidraził izoformł katalizinºs konstantoskcat ir
palygintos tarpusavyje bei su literatßros duomenimis (9 pav.). Lyginant su prof. C. Supu-
rano duomenimis, tirtos CA pasiþymi apie 10 kartł maþesniu fermentiniu aktyvumu. Viena
ið prieþasŁił � nevienodas reakcijos tirpalo pH . Tyrimai atlikti pradiniame pH 7,4, o litera-
tßroje nurodomas CA aktyvumas optimaliamepH , taŁiau jo vertº nepateikta. Kita galima
prieþastis � làstelił prigimtis, ið kurił iðskirti fermentai. `prastai þinduolił làstelºse ekspre-
suojami fermentai yra aktyvesni, nei ekspresuojami bakterijose. Tyrime naudoti fermentai
gauti ið E. coli, o literatßros ðaltinyje fermentł prigimtis nenurodoma. Pagal aktyvumà nuo
didþiausio iki maþiausio tirtos CA iðsidºsto Æ tokià paŁià eilæ, kaip ir nurodyta literatßros
ðaltinyje � CAII, CAVII, CAXII, CAI ir CAXIII.

9 pav. Karboanhidraził aktyvumo palyginimas tarpusavyje ir su literatßros duomenimis
(Supuran, 2008).

Benzensulfonamidai slopina karboanhidraził aktyvumà. Kuo didesnº slopiklio koncent-
racija, tuo reakcijos greitis maþºja, kol susilygina su CO2 savaiminºs reakcijos greiŁiu ir
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fermentas praranda 100% aktyvumo (10 pav.).

10 pav. Karboanhidraził slopinimo acetazolamidu SFA duomenys. Paveiksle a pavaizduoti
CAXII slopinimo pirminiai duomenys, o b - CAII (N), CAVII ( � ), CAXII ( � ) dozavimo
AZM kreivºs.

SFA, kaip ir kituose fermentiniuose metoduose,IC 50 arba K i verŁił nustatymà riboja
fermento aktyvumas ir koncentracija tirpale. Buvo iðtirtas CAII slopinimas B1 junginiu
esant skirtingoms CAII koncentracijoms ir nustatyta, kadIC 50 tiesiðkai priklauso nuo CAII
koncentracijos, IC 50 = Pt /2 (11 pav.). Apie fermento perteklił byloja Hilo koe�ciento h

vertº. Kai h>1, tirpale baltymo koncentracija yra per didelº, o nustatomaIC 50 � neteisinga.
11 pav. pateiktame pavyzdyje, kai CAII koncentracija[CAII ] = 80 nM, tai h = 2 ir IC 50

= 40 nM. Taip pat, kai [CAII ] = 20 nM, tai h = 1,5 ir IC 50 = 10 nM. Teisingai nustatyta
IC 50 = 4 nM, kadangi [CAII ] = 5 nM, o h = 1. Teisingos IC 50 vertºs nustatomos tik
tada, kai tirpale esanŁio aktyvaus fermento koncentracijaPt < IC 50. CAII yra aktyviausia
karboanhidrazº (9 pav.), todºl pavyko nustatyti ðio slopiklio IC 50. Kitł karboanhidraził
sàveikos su stipriais junginiaisIC 50 nustatymà riboja jł maþesnis fermentinis aktyvumas.

11 pav. IC 50 priklausomybº nuo CAII koncentracijos. Paveiksle a pavaizduotos dozavimo
B1 slopikliu kreivºs, o b � tiesinº IC 50 priklausomybº nuo CAII konc.

Karboanhidraził aktyvumo ir slopinimo tyrimai patvirtino, kad naudojamos karboan-

35



hidrazºs yra aktyvios ir benzensulfonamidai slopina jł aktyvumà. Slopinimo konstantos
nustatymà riboja fermento aktyvumas ir koncentracija tirpale.

3.2. Stebimoji termodinamika

—iame darbe naudojami du terminai termodinamikai apibßdinti �
"
Stebimoji\ (angl. ob-

served) ir
"
Tikrinº \ (angl. intrinsic ). Stebimaisiais parametrais vadinami tie, kurie nustatyti

atliktus eksperimentus tam tikrose sàlygose � þinomos sudºties irpH buferiniame tirpale bei
temperatßroje. Tikriniais parametrais vadinami nuo buferinio tirpalo sudºties irpH nepri-
klausantys parametrai.

Terminio poslinkio (TSA) ir izoterminio titravimo kalorimetrijos (ITC) metodais buvo
iðmatuoti A(1-3), B(1-3) ir vaistinił preparatł acetazolamido (AZM) ir etokzolamido (EZA),
naudojamł glaukomai gydyti, sàveikos su rekombinantinºmis þmogaus karboanhidrazºmis I,
II, VII, XII, XIII stebimieji termodinaminiai parametrai sàlygose, artimose �ziologinºms (50
mM Pi, 100 mM NaCl, pH 7, 37‰). TSA metodu nustatytos jungimosi konstantosK b vertºs
pateiktos 12 paveiksle.

12 pav. A(1-3), B(1-3) ir vaistinił preparatł AZM ir EZA jungimosi su CAI, II, VII, XII,
XIII stebimosios jungimosi konstantosK b (pH 7, 37‰)

.

Nustatyta, kad �uorinti benzensulfonamidai (B(1-3)) su visomis karboanhidrazºmis jun-
giasi 10�1000 kartł stipriau, nei ne�uorinti slopikliai (A(1-3)), o jungimosi konstantos siekia
1010 eilæ. Taip pat ðie slopikliai su CAI, CAII, CAVII, CAXIII jungiasi stipriau nei acetazo-
lamidas, o su CAI ir CAXIII stipriau nei etokzolamidas. Etokzolamidas yra stipresnis CA
slopiklis nei acetazolamidas, nes jungimosi konstanta su visomis CA yra didesnº. B1 ir B2
junginiai yra atrankßs CAI, kadangi jł K b su CAI yra apie 100 kartł didesnº, nei su kitomis
CA. 13a paveiksle pateiktos CAI denatßracijos kreivºs, esant skirtingoms B1 junginio kon-
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centracijoms. Laisvo baltymo lydymosi temperatßraTm = 58,0 ‰, o prisijungus slopikliui
Tm pakyla. Pridºjus 200 µM slopiklio stebimas 13,6‰ terminis poslinkis. 13b paveiksle
pavaizduotos A1 ir B1 slopiklił dozavimo kreivºs. Didþiausia junginio A1 koncentracija (200
µM) pakelia Tm iki 65,0 ‰, o B1 - net iki 72,1‰. Lydymosi temperatßros nustatymo paklai-
da yra 0,2 ‰. Baltymo terminis poslinkis yra proporcingas jungimosi konstantaiK b. Kuo
didesnis terminis poslinkis, tuo didesnºK b. A1 ir B1 slopiklił jungimosi konstantos skiriasi
daugiau nei 1800 kartł.

13 pav. A1 ir B1 slopiklił jungimosi su CAI TSA duomenys. Paveiksle a pavaizduotos
CAI�B1 komplekso denatßracijos kreivºs, esant skirtingoms slopiklio koncentracijoms - 0
µM ( � ), 11 µM ( N), 39 µM ( � ) , 200 µM ( � ), o paveiksle b - A1 (N) ir B1 ( � ) junginił
dozavimo kreivºs.

Izoterminio titravimo kalorimetrijos eksperimentiniai duomenys patvirtino TSA rezulta-
tus, kad �uorinti slopikliai jungiasi stipriau, nei ne�uorinti. Deja, ITC metodu kokybiðkai
galima iðmatuoti tik tuos K b dydþius, kurie patenka Æ Wiseman c-faktoriaus ribas 1< c < 1000
(Lyg. 11). 14 paveiksle pateikti B1 ir A1 slopiklił jungimosi su CAII ITC duomenys. A1
jungimosi su CAII eksperimentai atlikti su

"
VP-ITC \ , o B2 - su

"
ITC200\ kalorimetru. A1

junginio atveju c = 23, o B1 � c = 2250. A1 slopiklio jungimosi konstantà galima nusta-
tyti tiksliai, K b = 3,4� 106, nes c-faktorius patenka Æ ribas, taŁiau B1 junginioc > 1000,
todºl þinoma, kad K b > 1� 108, o tikslios vertºs ið ðios kreivºs nustatyti neÆmanoma. Ka-
dangi tiesioginis ITC metodas labai riboja stiprił sàveikł K b nustatymà, tai tolimesniuose
skaiŁiavimuose buvo naudotos TSA metodu nustatytosK b vertºs.
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14 pav. A1 (a) ir B1 (b) slopiklił jungimosi su CAII ITC duomenys. Paveikslo virðuje
pateikti pirminiai, o apaŁioje - integruoti duomenys.

TSA ir ITC metodu nustatytos K b pakankamai gerai koreliuoja tarpusavyje. 15 paveiksle
pavaizduoti ne�uorintł benzensulfonamidł, kurił jungimasis silpnesnis, � G duomenys, gau-
ti TSA (x aðis) ir ITC (y aðis) metodais. Eksperimentinił taðkł determinacijos koe�cientas
R2 = 0;77. Didþiausias neatitikimas tarp TSA ir ITC duomenł buvo iðmatavus A2 ir A3
jungimàsi su CAI. Prieþastys, dºl kurił skiriasi rezultatai, nºra þinomos, taŁiau Ædomu tai,
kad ðie junginiai yra atrankßs CAI slopikliai.
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15 pav. Ne�uorintł slopiklił A(1-3) jungimosi su CAI ( � ), CAII ( N), CAVII ( � ), CAXII
(� ) ir CAXIII( H) Gibso energijł, iðmatuotł TSA ir ITC metodais, palyginimas. Punktyrinº
linija þymi 1:1 modelÆ, o tiesi - eksperimentinił taðkł tendencijos linijà, kurios determinacijos
koe�cientas R2 = 0:77.

—ie stebimieji parametrai nustatyti sàlygose, artimoms �ziologinºms, todºl galima tikºtis,
kad þmogaus organizme junginiai su karboanhidrazºmis sàveikaus tokiu paŁiu giminingumu.
Þinoma, Ædomu iðsiaiðkinti, kodºl vieni slopikliai jungiasi stipriau, nei kiti. Nustatyti gimi-
ningumo prieþastis padeda tikrinºs termodinamikos analizº.

3.3. Tikrinº termodinamika

Labai svarbu atkreipti dºmesÆ Æ tai, kad kalorimetrija matuoja tirpale vykstanŁił proce-
sł suminius termodinaminius parametrus, Æskaitant tirpiklio reorganizacijà ir protonizacijos
reiðkinius (Garbett and Chaires, 2012). —ie procesai privalo bßti atskirti nuo bendros jł
sumos tam, kad teisingai Ævertinti tik slopiklio jungimosi su taikiniu reakcijà. Tirpiklio reor-
ganizacija dar kol kas yra maþai suprastas ir iðtirtas procesas. —iame darbe toliau nagrinºjami
protonizacijos reiðkiniai, kurie turi didelæ Ætakà stebimiesiems termodinaminiams paramet-
rams. Kaip pavyzdys pateikiami etokzolamido jungimosi su CAII stebimieji termodinaminiai
duomenys, gauti izoterminio titravimo kalorimetrijos (ITC) metodu eksperimentus atlikus
skirtinguose buferiniuose tirpaluose irpH .
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16 pav. EZA jungimosi su CAII ITC integruotos kreivºs, esant skirtingampH ir buferiniui
tirpalui. Taðkai þymi eksperimentinius duomenis, o linija � vienos vietos jungimosi modelÆ
(Lyg. 9). Paveiksle a pateikti duomenys, gauti Tris buferiniame tirpale, kaipH 6,0 (N) ir
pH 9,4 (� ), o paveiksle b � pH 8,6 arbapH 9,0, kai buferinis tirpalas - Pi (� ) ir Tris ( � ).

Atlikus eksperimentus Tris buferiniame tirpale, kaipH 6,0 ir 9,4, iðmatuotos entalpijos
reikðmºs skyrºsi 1,8 kartus dºl to, kad skirtinguosepH yra skirtingos reaguojanŁił medþiagł
frakcijos protonizuotoje/deprotonizuotoje formoje (16a pav.). Eksperimentus atlikus tame
paŁiame ar panaðauspH tirpale, taŁiau skirtinguose buferiniuose tirpaluose� H skyrºsi 1,6
kartus (16b pav.). —iuo atveju reakcijos ðilumos pokytis priklauso nuo buferinio tirpalo
deprotonizacijos entalpijos.

Sulfonamidinis slopiklis jungiasi su karboanhidraze tik bßdamas deprotonizuotoje formo-
je, o CA aktyviajame centre esanti vandens molekulº privalo bßti protonizuotoje formoje.
Priklausomai nuo molekulºspKa ir buferinio tirpalo pH ðił formł frakcija tirpale keiŁiasi.
Siekiant Ævertinti tik CA�slopiklio jungimosi reakcijos tikrinius termodinaminius parametrus,
bßtina prieð tai nustatyti buferinio tirpalo, slopiklio ir prie CA aktyviajame centre esanŁio
cinko jono prisijungusios vandens molekulºspKa ir jonizacijos entalpijà � Hprot: . Buferinił
tirpalł parametrai skelbiami þinynuose ir internete. Naujai susintetintł junginił parametrai
nustatomi atlikus titravimo rßgðtimi/ðarmu eksperimentus arba naudojantis kompiuterinº-
mis skaiŁiavimł programomis. Karboanhidraził pKa ir � Hprot: nustatymas sudºtingiausias,
nes reikia atlikti CA jungimosi su gerai charakterizuotu slopikliu izoterminio titravimo kalo-
rimetrijos eksperimentus keliuose buferiniuose tirpaluose ir plaŁiamepH intervale. Slopiklił
ir CAII jonizacijos parametrł nustatymas apraðomas sekanŁiuose skyreliuose.

3.3.1. Slopiklił pKa ir deprotonizacijos entalpijos nustatymas

Slopiklił protonizacijos parametrams nustatyti naudojami keli bßdai. JunginiopKa vertæ
galima suskaiŁiuoti naudojant programas Marvin, Maestro ir kt. arba Ævertinti eksperimen-
tiðkai atlikus titravimo ðarmu/rßgðtimi eksperimentus. —iame tyrime tokie eksperimentai
nebuvo atlikti, todºl remtasi darbo konsultantºs Dr. A. Zubrienºs nustatytais duomenimis:
�uorintł junginił pKa = 8,1, o ne�uorintł � pKa = 9,9 (25 ‰). Junginił protonizacijos ental-
pijai Hprot: nustatyti atlikti ITC eksperimentai. Junginys buvo maiðomas su 1,5 ekvivalento
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natrio ðarmo tirpalu, siekiant visiðkai deprotonizuoti sulfonamidinæ grupæ, ir titruojamas
azoto rßgðtimi. B3 junginio titravimo kreivº pavaizduota 17 paveiksle. Pirmasis perºjimas
reiðkia natrio ðarmo pertekliaus titravimà, o antrasis - junginio titravimà.

17 pav. B3 junginio titravimo rßgðtimi ITC duomenys. Paveiksle a pavaizduoti pirminiai
duomenys, o b - integruoti duomenys.

Nustatyta, kad 37 ‰ temperatßroje visł tirtł �uorintł benzensulfonamidł deprotoniza-
cijos entalpija yra vienoda,Hprot: = �26,1 � 1,1 kJ/mol (6,2 � 0,3 kcal/mol). —ios vertºs yra
panaðios, kaip ir klasikinił CA slopiklił, Hprot: (AZM) = �18,8 kJ/mol (Baranauskienº and
Matulis, 2012),Hprot: (EZA) = �27,6 kJ/mol (Matulis et al., 2005). Ne�uorintł benzensulfo-
namidł Hprot: nepavyko nustatyti, nes nesimato antrojo perºjimo dºl jł aukðtos pKa vertºs
( pKa = 9,7 (37 ‰)). Daryta prielaida, kad ne�uorintł slopiklił Hprot: yra tokia pati, kaip ir
�uorintł junginił, nes visi benzensulfonamidai pasiþymi panaðia deprotonizacijos entalpija.

3.3.2. Karboanhidrazºs II aktyviajame centre esanŁios vandens molekulºs pKa

ir protonizacijos entalpijos nustatymas

Prie karboanhidrazºs II aktyviajame centre esanŁio cinko jono prisijungusios vandens
molekulºs (CAZnH2O) pKa ir protonizacijos entalpija Hprot: nustatyta atlikus jungimosi su
etokzolamidu ITC eksperimentus dviejuose stipriai protonizacijos entalpija besiskirianŁiuose
buferiniuose tirpaluose � Tris (� Hprot: = 47,5 kJ/mol, 25 ‰ (Matulis, 2008)) ir Pi (( � Hprot:

= 5,1 kJ/mol, 25 ‰ (Matulis, 2008)), pH 5�10 intervale. Stebimosios jungimosi entalpijos
� Hsteb: priklausomybº nuo pH pateikta 18 paveiksle.
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18 pav. EZA jungimosi su CAII � Hsteb: priklausomybº nuo buferinio tirpalo sudºties irpH .
Taðkai þymi eksperimentinius taðkus skirtinguose buferiniuose tirpaluose � Tris (� ) ir Pi( H),
linijos þymi matematinÆ modelÆ (Lyg. 19), o punktyrinº linija � tikrinæ jungimosi entalpijà.

Stebimoji jungimosi entalpija � Hsteb: yra bent kelił entalpijł suma - tikrinºs � H tikr: ,
sulfonamidinio slopiklio deprotonizacijos� HRSO2NH 2 , vandens molekulºs, prisijungusios prie
cinko, protonizacijos� HCAZnH 2O ir buferinio tirpalo protonizacijos/deprotonizacijos� Hbuf: :

� Hsteb: = � H tikr: + n1� HRSO2NH � + n2� HCAZnH 2O + ( n1 + n2)� Hbuf : (19)

¨ia n1, n2 - protonł skaiŁius, kuris apskaiŁiuojamas pagal lygtis:n1 = 1 � f RSO2NH � , n2 =

f CAZnH 2O + 1 . Slopiklio deprotonizuotos formos ir CA protonizuotos formos frakcija tirpale
apskaiŁiuojama pagal modi�kuotà Hendersono ir Haselbacho lygtÆ:

f RSO2NH � =
10pH � pK a� RSO 2NH 2

1 + 10pH � pK a� RSO 2NH 2
(20)

f CAZnH 2O =
10pH � pK a� CAZnH 2O

1 + 10pH � pK a� CAZnH 2O
(21)

CAII jungimosi su EZA stebimoji jungimosi entalpija � Hsteb: tame paŁiamepH , taŁiau skir-
tinguose (Tris ir Pi) buferiniuose tirpaluose gali skirtis net 40 kJ/mol. Tikrinº jungimosi
entalpija � H tikr: gali skirtis net 20 kJ/mol nuo � Hsteb:. Stebimoji entalpija Tris ir Pi bufe-
riniuose tirpaluose sutampa, kaipH 7,5 ir ðiame taðke � Hsteb: vertº yra artimiausia � H tikr:

vertei. Tikrinº jungimosi entalpija, bei fermento pKa ir � Hprot: nustatoma prie ðił eksperi-
mentinił duomenł derinant 19 lygties modelÆ. —iame tyrime nustatyta, kad CAII jungimosi
su EZA � H tikr: = �73,0 kJ/mol � 2,1 kJ/mol, CAII aktyviajame centre esanŁios, prie cin-
ko jono prisijungusios vandens molekulºspKa = 7,1 � 0,2, � Hprot: = �26,0 kJ/mol � 2,8
kJ/mol (25 ‰). Jungimoji laisvoji Gibso energija, kaip ir entalpija, taip pat priklauso nuo
tirpalo pH , taŁiau nepriklauso nuo buferinio tirpalo sudºties.� Gsteb: priklausomybº nuopH

pateikta 19 paveiksle. Jame pavaizduoti ITC metodu gauti duomenys Pi ir Tris buferiniuo-
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se tirpaluose, kaic-faktorius patenka Æ ribas tarp 1 ir 1000, bei palyginimui parodyti TSA
rezultatai, gauti universaliame buferiniame tirpale. TSA matavimus atliko Dr. A. Zubrienº,
Dr. L. Baranauskienº ir M. Kiðonaitº. Gibso energijos priklausomybæ nuo pH apibßdina

"
U\ formos modelis, kurio lygtis:

� Gsteb: = � RT ln(K b� tikr: f RSO2NH � f CAZnH 2O) (22)

Stebimoji � G didþiausia neutraliame pH , dºl didelił deprotonizuotos EZA ir protonizuotos
CAZnH2O formł frakcijł. Didºjant pH maþºja protonizuotos CAZnH2O frakcija, o maþº-
jant pH maþºja deprotonizuotos EZA formos koncentracija, todºl abiem atvejais stebimas
silpnesnis jungimasis. ITC metodu nepavyko tiksliai iðmatuotiK b (arba � G) pH intervale
6,5�8,5 dºl pernelyg stipraus jungimosi. TSA metodu nºra ribł K b nustatymui, todºl vertºs
nustatytos plaŁiamepH intervale. Tuose paŁiuosepH TSA metodu nustatytos � G yra ðiek
tiek didesnºs, nei ITC nustatytos. Derinant matematinÆ modelÆ (Lyg. 22) prie eksperimen-
tinił duomenł nustatoma fermento pKa ir jungimosi su slopikliu tikrinº jungimosi laisvoji
Gibso energija� Gtikr: . —iame tyrime patvirtinta, kadCAZnH2O pKa = 7,1 � 0,2 ir nusta-
tyta, kad � Gtikr: = -58,2 kJ/mol � 3,2 kJ/mol. Nei vienamepH taðke � Gsteb: nºra lygi
� Gtikr: , o skirtumas tarp ðił dydþił yra maþiausiai 7,1 kJ/mol.

19 pav. EZA jungimosi su CAII � Gsteb: priklausomybº nuo buferinio tirpalo ir pH . Rezul-
tatai gauti TSA ( � ) ir ITC, dviejuose buferiniuose tirpaluose : Pi(H) ir Tris ( � ), metodais.

CAII�EZA jungimosi tikriniai parametrai buvo palyginti su publikuotais EZA jungimosi
su CAXII ir CAXIII duomenimis (1 lent.). EZA jungimosi su CAXII ir CAXIII K b (arba
� G) beveik nesiskiria, taŁiau junginys stipriau sàveikauja su CAXII, nes entalpinis indºlis
yra didesnis. EZA su CAII jungiasi apie 10 kartł stipriau nei su CAXII ir CAXIII. Be
to entalpija yra 22,4 kJ/mol ir 30,9 kJ/mol didesnº nei jungimosi su CAXII ir CAXIII
atitinkamai ir entropija yra stipriai neigiama. —ie duomenys parodo, kad vaistas yra labiau
atrankus CAII, nei CAXII ir CAXIII.
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1 lentelº. EZA jungimosi su CAII, CAXII ir CAXIII tikrinił parametrł palyginimas.

CA K b, M � 1 � G, kJ/mol � H , kJ/mol T� S, kJ/mol
CAII 1,6 � 1010 -58,2 -73,0 -14,8

CAXII a 2,3 � 109 -53,5 -50,6 2,9
CAXIII b 1,8 � 109 -52,8 -42,1 10,7

a Vertës paimtos ið (Jogaitë et al., 2013) ðaltinio;
b Vertës paimtos ið (Baranauskienë and Matulis, 2012) ðaltinio;

3.3.3. Tikrinił parametrł skaiŁiavimai

Karboanhidraził sàveikos su sulfonamidiniais slopikliais tikrinił termodinaminił para-
metrł nustatymui nºra bßtina atlikti eksperimentus skirtinguose buferiniuose tirpaluose ir
plaŁiame pH intervale. Juos galima apskaiŁiuoti prieð tai nustaŁius slopiklił ir baltymł
pKa ir � Hprot: , ir taikant 19, 22 lygtis. SkaiŁiavimł pavyzdys gra�ðkai pavaizduotas 20
paveiksle. Pirmiausia apskaiŁiuojamas protonł skaiŁiusn1 ir n2 pagal tirpalo pH ir slopiklił
bei CAZnH2O pKa vertes (Lyg. 20, 21). Tuomet nustatoma kiekvienos tirpale vykstanŁios
protonizacijos reakcijos entalpija� Hprot: (schemoje� Hprot: skaiŁiavimai parodyti po rodyk-
lºmis). Kalorimetriðkai iðmatuota stebimoji entalpija yra visł tirpale vykstanŁił protoniza-
cijos entalpijł suma (Lyg. 19). Tikroji slopiklio jungimosi su fermentu entalpija nustatoma
ið tikrinºs jungimosi entalpijos atºmus kiekvienos protonizacijos reakcijos entalpijas. —iuo
atveju stebimoji � Hsteb: = �36,2 kJ/mol, o tikrinº � H tikr: = -45,3 kJ/mol. —ił entalpijł
skirtumas (9,1 kJ/mol) nºra labai didelis, nes B2 ir CAII pKa vertºs yra artimos pH .

20 pav. B2 slopiklio jungimosi su CAII schema (pH 7, 37‰).
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—iame tyrime eksperimentiðkai nustatyti tik CAII ir naujai susintetintł junginił pKa ir
jonizacijos � Hprot: , taŁiau termodinaminº analizº atlikta ir su karboanhidraził I, VII, XII,
XIII izoformomis bei klasikiniais slopikliais. —ił CA ir slopiklił minºtus parametrus anksŁiau
buvo nustatæ kolegos. Parametrł vertºs pateikiamos 2 lentelºje.

2 lentelº. Karboanhidraził aktyviajame centre esanŁios, prie cinko prisijungusios van-
dens molekulºsCAZnH2O ir slopiklił sulfonamidinºs grupºs pKa ir protonizacijos entalpijos
� Hprot: vertºs 25 ‰ ir 37 ‰ temperatßrose. Pajuodintu ðriftu paþymºti darbe nustatyti
parametrai, o pasvirusiu � apskaiŁiuoti. Kiti parametrai paimti ið literatßros ðaltinił.

CA/slopiklis pKa (25 ‰) pKa (37 ‰) � Hprot: (25 ‰) � Hprot: (37 ‰)
CAI-Zn-H2O 8,5a 8,3 � 33a �30,5

CAII-Zn-H 2O 7,1 6,9 �26 � 23,5

CAVII-Zn-H 2O 7;1b 6,9 � 33b � 30,5

CAXII-Zn-H 2O 7;0c 6,8 � 28c � 25,5

CAXIII-Zn-H 2O 8;3d 8,1 � 26d � 23,5

A(1�3) 9;9e 9,7 � �26,1
B(1�3) 8;1e 7,9 � �26,1

EZA 8;0d 7,8 � 29;5d � 27;6d

AZM 7;3f 7,1 � 23;0f � 18;8f

a Dr. D. Matulio nepublikuoti duomenys;
b Vertës paimtos ið (Pilipuitytë, 2010) ðaltinio;
c Vertës paimtos ið (Jogaitë et al., 2013) ðaltinio;
d Vertës paimtos ið (Baranauskienë and Matulis, 2012) ðaltinio;
e Dr. A. Zubrienës nepublikuoti duomenys.
f Vertës paimtos ið (Ladbury and Doyle, 2005) ðaltinio;

Karboanhidraził ir slopiklił protonizacijos parametrai buvo nustatyti 25 ‰ tempera-
tßroje, o jungimosi tyrimai atlikti �ziologinºje 37 ‰ temperatßroje. Dºl ðios prieþasties
reikºjo perskaiŁiuoti parametrus 37‰ temperatßroje. pKa vertº skirtingose temperatßroje
apskaiŁiuojamos pagal modi�kuotà van’t Hofo lygtÆ:

pKa2 = � lg(e
� H ( T2 � T1 )

RT 2 +ln(10 � pK a1 )) (23)

Protonizacijos entalpija Hprot: skirtingose temperatßrose apskaiŁiuojama pagal Kirchhofo
dºsnÆ:

Hprot: 2 = Hprot: 1 + Cp(T2 � T1) (24)

Vandens deprotonizacjos ðiluminº talpaCp = �206,7 J/mol (37 ‰) (Olofsson and Hepler,
1975). Daryta prielaida, kad prie cinko prisijungusios vandens molekulºsCp yra tokia pati
kaip ir laisvos vandens molekulºs. BetoCp labai maþai keiŁia termodinaminius parametrus,
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todºl netiksli jos reikðmº beveik nekeistł duomenł.
Remiantis apraðytais dydþiais buvo apskaiŁiuoti 4-pakeistł-benzensulfonamidł ir 4-pakeis-

tł-2,3,5,6-tetra�uorobenzensulfonamidł tikriniai jungimosi parametrai. Gauti rezultatai pa-
teikti struktßros�termodinamikos sàryðio þemºlapio (21 pav.) ir termodinaminio optimiza-
vimo kreivºs (22 pav.) iðraiðkose.

Struktßros�termodinamikos sàryðio þemºlapyje matyti tendencija, kad prie hidro�linÆ
pakaità para- padºtyje turinŁio junginio prijungus �uoro atomus padidºja palanki entalpija
su visomis CA (iðskyrus CAVII, taŁiau jos � H pokytis patenka Æ paklaidł ribas), o prie
hidrofobinius pakaitus para- padºtyje turinŁił junginił prijungus �uoro atomus CAI, CAXIII
atveju palanki entalpija padidºja, o CAII, CAVII, CAXII atveju � sumaþºja. Fluoro atomł
prijungimas didþiausià Ætakà daro CAI, kadangi palanki entalpija iðskirtinai padidºja 18,7
kJ/mol (A3 ! B3), 32,5 kJ/mol (A2 ! B2) ir net 41,1 kJ/mol (A1 ! B1). Stipriausiai
jungiasi hidro�linÆ pakaità para- padºtyje turintis junginys. Daugeliu atveju laisvoji Gibso
energija beveik nekinta, didþiausias skirtumas yra �8,9 kJ/mol.

Stebimieji termodinaminiai parametrai rodo, kad �uorinti slopikliai jungiasi 10�1000 kar-
tł stipriau, nei ne�uorinti (12 pav.). Tai bßtł 5,9�17,8 kJ/mol skirtumas � G atþvilgiu.
Remiantis tikriniais parametrais, didþiausias skirtumas buvo 8,9 kJ/mol (�� G). Vadinasi
K b skiriasi tik 32 kartus (Lyg. 1). Kadangi 37‰ temperatßroje �uorintł junginił pKa =
7,9, o ne�uorintł � pKa = 9,7 (2 lent.), neutralaus pH tirpale �uorintł slopiklił deprotoni-
zuotos formos frakcija yra þymiai didesnº nei ne�uorintł junginił, ir stebimas iki 1000 kartł
jungimosi konstantł skirtumas. Tikriniai termodinaminiai parametrai nepriklauso nuo tir-
palo pH ir leidþia atpaþinti svarbius slopiklio struktßrinius pokyŁius, kurie lemia stipresnÆ
jungimàsi.

Termodinaminio optimizavimo kreivº vaizdþiai parodo kiekvieno CA�slopiklio jungimosi
entalpijos (� H ) ir entropijos (T� S) indºlÆ Æ laisvàjà Gibso energija (22 pav.). —i kreivº
apraðyta literatßros apþvalgoje. Rezultatai rodo, kad tirti junginiai silpniausia sàveikauja su
CAXII, nes � G maþiausia (� G � �50 kJ/mol) ir susideda ið nedidelio palankios entalpijos
ir palankios entropijos indºlio. Junginiai ðiek tiek stipriau jungiasi su CAVII ( K d apie 10
kartł maþesnº), nes vyrauja didesnis entropijos indºlis, nei CAXII atveju, taŁiau entalpija
yra panaði kaip ir CAXII ( � H � �30 kJ/mol). Slopikliai pasiþymi didesniu giminingumu
CAII ir CAXIII. Nors jł K d yra tos paŁios eilºs kaip ir CAVII, taŁiau entalpinis indºlis yra
palankesnis daugiau nei 10 kJ/mol. Fluorinti slopikliai yra atrankßs CAI, nes jłK d yra bent
10 kartł maþesnº, nei su kitomis CA, ir siekia 10 pM eilæ. B1 slopiklis pasiþymi ypatingai
dideliu gimingumu ir atrankumu CAI, nes iðsiskiria ið kitł ypaŁ palankia entalpija ( � H =
-86,7 kJ/mol), kuri yra dalinai kompensuojama nepalankios entropijos Ænaðu (�T� S = 21,9
kJ/mol).
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21 pav. Struktßros�termodinamikos sàryðio þemºlapis. Prie junginio yra pateikti tikriniai
jungimosi parametrai, kJ/mol. Matavimł paklaida iki 5,3 kJ/mol. Virð rodyklił esantys
parametrai reiðkia

"
iðloðtos \ (þali) /

"
pralaimºtos\ (raudoni) energijos kiekÆ, prie slopiklio

prijungus �uoro atomus. �� X parodo skirtumà tarp dviejł � X dydþił.
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22 pav. Slopiklił termodinaminio optimizavimo kreivº.

Dalis mokslininkł yra linkæ netikºti bio�zikinił metodł duomenimis. Dºl ðios prieþasties
svarbu gautus rezultatus palyginti su fermentinio metodo rezultatais, siekiant patvirtinti
bio�zikinił metodł patikimumà. Taip pat kelił metodł naudojimas sumaþina klaidingo
duomenł interpretavimo tikimybæ.

3.4. Bio�zikinił ir fermentinio metodł duomenł palyginimas

TSA ir ITC metodais nustatytos disociacijos konstantomisK d buvo palygintos su SFA
metodu nustatytomis slopinimo konstantomis (IC 50, K i )(3 lent.).

3 lentelº. Slopiklił jungimosi su CAII duomenł, gautł SFA, TSA, ITC metodais palygi-
nimas

Slopiklis K i , nM (SFA) IC 50, nM (SFA) K d, nM (TSA) K d, nM (ITC)
A1 21,2 � 5,0 60� 14 125� 29 330� 45
B1 1,41 � 0,50 4,0� 1,4 11,1� 3,1 <12

AZM 10,6 � 1,2 30� 3,5 41,7� 2,6 52,4� 8.4
EZA <0,88 <2,5 1,43 � 0,19 <12

SFA rezultatai patvirtino, kad �uorinti junginiai su CA jungiasi stipriau nei ne�uorinti.
Parodyta, kad �uorintas benzensulfonamidas B1 su CAII jungiasi bent 10 kartł stipriau, nei
ne�uorintas junginys A1. IC 50 ir K d vertºs skiriasi iki 5,5 kartł. Kadangi CAII atveju K i =
IC 50/2,8 (Lyg. 16), tai skirtumas tarp K i ir K d verŁił yra iki 15,4 kartł. —iuos skirtumus
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gali lemti temperatßros Ætaka, kadangi SFA eksperimentai atlikti 25‰, o TSA ir ITC �
37 ‰ temperatßroje. Fermentinio metodo rezultatai patvirtino, kad bio�zikiniais metodais
nustatomos teisingos giminingumo konstantos.
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I—VADOS

1. Tirtas karboanhidraził izoformas pagal aktyvumà galima iðdºstyti tokia aktyvumo
maþºjimo tvarka: CAII, CAVII, CAXII, CAI, CAXIII.

2. 4-pakeisti-benzensulfonamidai ir 4-pakeisti-2,3,5,6-tetra�uorobenzensulfonamidai slo-
pina karboanhidraził aktyvumà. Slopinimo konstantos yra nanomolinºs eilºs, jł nu-
statymà riboja CA aktyvumas ir koncentracija tirpale.

3. Fermentinis metodas patvirtino, kad bio�zikiniais metodais nustatomos teisingos gi-
miningumo konstantos.

4. Dºl maþesnºs pKa vertºs �ziologinºse sàlygose �uorinti benzensulfonamidai jungiasi su
karboanhidrazºmis stipriau, nei ne�uorinti slopikliai. Taip pat �uorinti slopikliai su
karboanhidrazºmis I, II, VII, XIII jungiasi stipriau nei vaistinis preparatas acetazola-
midas, o su karboanhidrazºmis I ir XIII stipriau nei vaistas etokzolamidas.

5. Nustatyti prie CAII aktyviajame centre esanŁio cinko jono prisijungusios vandens mo-
lekulºs bei slopiklił parametrai ( pKa ir jonizacijos entalpija), kurie leidþia apskaiŁiuoti
sàveikos tikrinius termodinaminius parametrus.

6. Remiantis tikriniais termodinaminiais parametrais �uorinti benzensulfonamidai yra
atrankßs karboanhidrazei I, o vienas ið tirtł slopiklił - 2,3,5,6-tetra�uor-4-[(2-hidrok-
sietil)tio]benzensulfonamidas - pasiþymi ypatingai dideliu giminingumu ir atrankumu.
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