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DMSO
H prot:
X steb:
X tikr:
pX
uX
EZA
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1,8-anilino naftaleno sulfonatas;
acetazolamidas;

4-[(2-hidroksietil)tiolbenzensulfonamidas;
4-propiltiobenzensulfonamidas;
4-[(2-feniletil)tio]benzensulfonamidas;

buferinio tirpalo koncentracija;

2,3,5,6-tetra uor-4-[(2-hidroksietil)tio]benzensulfonamidas;
2,3,5,6-tetra uor-4-propiltiobenzensulfonamidas;

2,3,5,6-tetra uor-4-[(2-feniletil)tiolbenzensulfonamidas;
karboanhidraz®;

prie karboanhidraz®s aktyviajame centre esantio cinko jono prisijungusi
vandens molekul®;

ilumin® talpa;

dimetilsulfoksidas;

protonizacijos/deprotonizacijos entalpijos pokytis;

stebimasis termodinaminis parametras;

tikrinis termodinaminis parametras;

baltymo jungimosi (angl. binding) termodinaminis parametras;
baltymo i sivyniojimo (angl. unfolding) termodinaminis parametras;
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entalpijos efektyvumas;

ligando u imtt viett frakcija;

Hilo koe cientas;

protont koncentracija;

4-(2-hidroksietil)-1-piperaziniletano sulfonin® ri3g tis;

slopiklio koncentracija, kuri suma ina fermento aktyvum 50 %;
izoterminio titravimo kalorimetrija (angl. isothermal titration calorimetry);
indikatoriaus koncentracijos pataisos koe cientas;

tiesiogin®s CO, hidratacijos reakcijos greitio konstanta ;
jungimosi (angl. binding) pusiausvyros konstanta ;
disociacijos (angl. dissociation) pusiausvyros konstanta ;
inhibicijos (angl. inhibition) pusiausvyros konstanta;
Michaelis-Menten konstanta;

bendra (angl. total) makromolekul®s koncentracija;
stechiometrija;

nevandenilinit atomt skaitius arba molekulin® mas®;

natrio fosfato buferinis tirpalas;

ri3g ties disociacijos konstantos neigiamas logaritmas;

bendra (angl. total) baltymo koncentracija;
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"VADAS

Termodinamikos taikymas vaistt kl3rime Agauna vis svarbesn/ vaidmen/Z& akademin®se ir
pramonin®se laboratorijose. Susidom®jimas termodinamika ioje srityje i augo prad®jus su-
prasti biomolekulit s veikos energijas, atsiradus ypat jautriems mikrokalorimetrams, bei
/AErod ius praktin termodinamikos panaudojimo naud . Nors termodinaminit duoment pri-
taikymas did%a, dar n°ra iki galo suprasta, kod®l ir kaip i tikrit molekul®s s veikauja ir
kaip interpretuoti s veikos termodinaminius duomenis. Svarbiausia, kad susidom®imas iuo
mokslu auga ir termodinamika Agauna vis didesn svarb vaistt k3rime ir vystyme (Garbett
and Chaires, 2012).

Istori kai vaistt k3rimas r°’m°si strukt3riniu komplementarumu tarp kuriamos chemi-
nio junginio struktf3ros ir makromolekul®s-taikinio aktyvaus centro. Struktf3riniai jungimosi
duomenys buvo gaunami rentgenostruktl3rin®s kristalogra jos arba branduolit magnetinio
rezonanso metodais. Deja, struktf3rin® informacija nieko nepasako apie energetines j°gas,
kurios varo komplekso susidarym . Bftina molekulit erdvin struktr susieti su termo-
dinamika ir kinetika, norint i samiai suprasti biochemines reakcijas ir bandyti reguliuoti
| stel°s komponentt aktyvum (Ladbury and Doyle, 2005). —iame darbe did iausias d°me-
sys kreipiamas A termodinamik , tatiau taip pat aptariama kinetika.

Vaisto k3rime labai svarbu identi kuoti tinkam makromolekul taikin/£. Didij dalA
taikinit sudaro su G baltymu susij receptoriai (angl. G Protein related receptors, GPCR,
jont kanalai ir fermentai, Askaitant proteazes, kinazes, ATPazes ir kt. —iame darbe tirtos
karboanhidraz®s, kurios taip pat yra pripa inti terapiniai taikiniai (Alterio et al., 2012).
Karboanhidraz®s (CA) yra fermentai, katalizuojantys ziologi kai esmin gr/& tam anglies
dioksido hidratacijos reakcij . Sutrikusi CA veikla siejama su glaukomos, epilepsijos, VP io ir
kitomis ligomis. —iuo metu farmacijos rinkoje yra apie 30 CA slopiklit, tatiau jie n°ra atran-
k3s n° vienai i 12 CA izoformt ir sukelia Avairius pa alinius poveikius. D°l ios prie asties
aktualu kurti naujus, didesniu atrankumu pasi ymintius CA slopiklius.

Viena i tyrimt kryptit Biotermodinamikos ir vaistt tyrimo skyriuje (Vilniaus universi-
teto Biotechnologijos institute) yra naujt prie v init taikinit - karboanhidrazit ir kar Lio
oko baltymt - slopiklit ki3rimas. Kf3rimas apima slopiklit sintez , rekombinantinit fermen-
tt gamyb , baltymt ligandt bio zikinius jungimosi tyrimus ir kompiuterin/ modeliavim .
Bakalauro studijt metu atlikau baltymt ligandt jungimosi matavimus ir tapau 4 mokslinit
publikacijt (Dudutien® et al., 2013; Jogait® et al., 2013; Petrauskas et al., 2013; Zubrien®
et al., 2013) bendraautore. Straipsnit kopijos pridedamos priede. Baigiamajame bakalauro
darbe apra omi dalis mokslinio projekto, 4-pakeisti-2,3,5,6-tetra uorbenzensulfonamidai
karboanhidrazit I, 11, VII, XII, XIII slopikliai \ rezultatai. Projekt vykd® a tuoni autoriai
Dr. V. Dudutien® (slopiklit sintez®), A. Smirnov, Dr. E. Manakova, Dr. S. Gra ulis (rentge-
nostruktf3rin® kristalogra n° analiz®), Dr. A. Zubrien®, dokt. D. Timm (slopiklit jungimosi
tyrimai), J. Gylyt°® (benzensulfonamidt jungimosi ir slopinimo tyrimai) ir Dr. D. Matulis
(vadovas). ~ projekt Ane iau naujumo pirmoji pradedama vykdyti karboanhidrazit akty-
vumo ir slopinimo tyrimus sustabdytos srov’s CQ hidratacijos metodu. Metod i mokau
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sta uot°s metu Florencijos universitete, kur mane mok® dr. D. Vulo ir prof. dr. C. Supu-
ranas. —ie tyrimai papild® skyriaus veikl , kadangi buvo charakterizuotas karboanhidrazit
fermentinis aktyvumas ir parodyta, kaip junginiai slopina ferment esant substratui. Iki tol
skyriuje buvo vykdomi tik bio zikiniai matavimai, kuriuose substratas nebuvo naudojamas.
Fermentiniu ir bio zikiniais metodais gauti duomenys sutapo, tod®l buvo patvirtinta, kad
bio zikiniai metodai nustato teisingas jungimosi konstantas.

Baigiamajame darbe pristatau e it slopiklit, turintit labai panai chemin struktf3r,
strukt3ros termodinamikos s ry io tyrim, kuris leid ia Avertinti junginio atomo ar funkci-
n°s grup®s ind°lAE A jungimosi stiprum su biomolekule-taikiniu. Eksperimentiniai jungimosi
termodinaminiai parametrai priklauso nuo buferinio tirpalo sudties irpH, tod°l strukt3ros
termodinamikos s ry is neturi prasm®s, jei atsi velgiama tik A vieno eksperimento, atlikto
tam tikrose s lygose, duomenis. Tyrime s ry is nustatytas remiantis, tikriniais\ termodina-
miniais parametrais, kuriems ioms eksperimentin®s s lygos neturi Atakos. Taip pat junginit
slopiklinis efektyvumas Avertintas fermentiniu metodu. Struktf3ros termodinamikos sry io
tyrimais remiasi racionalus vaistt kR3rimas, kadangi tik vieno atomo ar funkcin®s grup®s pri-
jungimas prie vaisto-kandidato gali turti didel Atak s veikos su makromolekule-taikiniu
stiprumui. —iame baigiamajame bakalauro darbe parodoma, kad uoro atomt AEvedimas A
benzensulfonamidt ied gali padidinti jungimosi stiprum net 1000 ir daugiau kartt, bei
lemti atrankum karboanhidrazit izoformoms.

Baigiamojo bakalauro darbo tikslas 4-pakeist-benzensulfonamidt ir 4-pakeistt-2,3,5,6-
tetra uoro-benzensulfonamidt, kaip rekombinantinit mogaus karboanhidrazit I, 11, VII,

X1, Xl slopiklit, strukt3ros termodinamikos s ryio tyrimas. Tikslui ZAgyvendinti buvo
I kelti ie u daviniai:

1. Sustabdytos srov’s COQ hidratacijos metodu i matuoti karboanhidrazit aktyvum ir
patikrinti, ar benzensulfonamidai slopina it fermentt veikl .

2. lzoterminio titravimo kalorimetrijos ir terminio poslinkio metodais i matuoti benzen-
sulfonamidt jungimosi su karboanhidraz®mis svarbiausius termodinaminius paramet-
rus: entalpij H, entropij S, irlaisvj Gibso energij G;

3. Nustatyti prie CAll aktyviajame centre esantio cinko jono prisijungusios vandens mo-
lekul®s ir benzensulfonamidt pK, ir jonizacijos entalpij  H ot ;

4. “vertinti karboanhidrazit, slopiklit ir buferinio tirpalo protonizacijos/deprotonizacijos
AEtak stebimiesiems termodinaminiams parametrams ir apskaitiuoti tikrinius jungimosi
parametrus, kurie nepriklauso nuo buferinio tirpalo sud°ties ipH;

15



1. LITERAT ROS AP VALGA IR ANALIZ,

1.1. Biotermodinamika vaistt kl3rime

Vaistt kl3rimas apima ko gero visas biomoksk sritis, kadangi vaistin® molekul® privalo
pasi ymeti geromis ADMET (absorbcija, distribucija, metabolizmas, toksi kumas), farma-
kokinetin°mis/farmakodinamin®mis savyb®mis, bei bf3ti tirpi ir atranki taikiniui. le koma
b3dt, padedant.it identi kuoti potencialt vaist -kandidat ankstyvajame vaistt k3rimo eta-
pe, tam kad sutaupyti laiko ir I°t atliekant daugyb vaisto savybit tyrimt. Prie kelis
de imtmekius mokslin®se ir pramonin®se vaistt kl3rimo laboratorijose i augo susidome®jimas
biotermodinamikos mokslu, kadangi biotermodinamika apib3dina energetines j°gas, varan-
tias vaisto jungim si su makromolekule-taikiniu.

1.1.1. Molekulit s veikos termodinaminiai parametrai

Svarbiausias molekulit s veik apib3dinantis termodinaminis dydis yra laisvoji Gibso
energija G. Tiek dydio vert°, tiek ir enklas apibl3dina reakcijos eig. Neigiama G
vert® (egzergoninis procesas) nurodo, kad molekulit jungimasis yra energeti kai palankus,
o teigiama G vert® (endergoninis procesas) prieingai. G dydis apib3dina s veikos
stiprum. Kai G =0, tai sistema yra pusiausvyrin®se s lygose ir jokie pokytiai nevyksta.

G gali bR3ti lengvai perskaitiuojama i jungimosi konstanto¥X, pagal s ry A:

G= RTIn(Ky) (1)

Medicinin®s chemijos specialistai slopiklio baltymo s veikos stiprumui ZAvertinti da nai var-
toja dydZ - disociacijos konstanK 4, kurios skaitin® vert® gali bR3ti lyginama su inhibicijos
konstanta K. K4 yra atvirk tinis Ky dydis:

Kg=1=Kp (2)

Laisvoji Gibso energija susideda i entalpinio H ir entropinio S komponentt ir tik
dalinai apibf3dina molekulit s veik . Entalpijos pokytiai susij ry it nutrkimu arba naujt
ry it formavimusi. Jungimosi entalpija susideda i polinit grupit desolvatacijos ir neko-
valentinit ry it (Garbett and Chaires, 2012). Molekulit jungimosi entalpija H gali bR3ti
tiesiogiai matuojama naudojant kalorimetr arba netiesiogiai apskaitiuojama pagal van’t
Hofo lygt4A, kuri apra o jungimosi konstantds, priklausomyb nuo temperatf3ros:

din(Kp) _~ H
dT  RT? )
—ios diferencialin®s lygties sprendinys turi kelias i rai kas:
H S
In(Kyp) = R T R’ (4)
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arba
K _ H 1 1

Kp R T, T,

Daugeliu atvejt van’'t Hofo lygtis neteisingai prognozuoja entalpijas plakiame temperatQ3r

(5)

intervale, kadangi lygtyje neatsi velgiama 4 ilumin talp C,, priklausanti nuo temperatf3-

ros: d H
Ch= ——

PoodT
—ilumin talp C, galima nustatyti kalorimetri kai atlikus kelet eksperimentt skirtingose
temperatf3rose.

Entropija S yra ne ma iau svarbus u entalpij dydis, kuris apibf3dina sistemos tvark .

(6)

Neigiama S vert® parodo, kad tvarka sistemoje did®a ir prie ingai. Jungimosi entropija
susidedai dviejt dalit desolvatacijos entropijos, susijusios su sl°pimusi nuo tirpiklio hibro-
fobinit grupit, ir konformacin®s entropijos, apibl3dinantios molekul®s konformacinit laisv°s
laipsnit skaitit (Ruben et al., 2006). Entropija n°ra tiesiogiai matuojama, tatiau lengvai
apskaitiuojama inant G ir H vertes:

S=( H G)=T )

Da nai kelit molekulit s veikos su viena biomolekule-taikiniu G (K ar K4) vert®s b3na
labai pana ios ar netgi vienodos, tatiau H ir S labai skiriasi. —is fenomenas vadinamas
entropijos-entalpijos kompensavimu. Siekiant detaliai apib3dinti jungimosi reakcij labai
svarbu i skirti kiekvieno termodinaminio parametro ind®l4.

1.1.2. Termodinaminio optimizavimo strategijos

Termodinamika apibf3dina j°gas, varantias biomolekulit susijungim ir suteikia infor-
macijos apie s veikos prigimt&E. Nema ai tyrimt A£rod®, kad termodinaminiai jungimosi duo-
menys, apib3dinantys potencialios vaistin®s molekul®s ir makromolekul®s taikinio s veik ,
gali palengvinti naujt vaistt kl3rimo proces . Pasif3lytos bent kelios vaisto termodinaminio
optimizavimo strategijos.

Entalpijos optimizavimo strategij apra® Ernestas Freiris. Mokslininkas ityr® JAV
maisto ir vaistt administracijos patvirtintas dvi vaistt grupes V-1 proteazit slopiklius
ir statinus, kurie ma ina cholesterolio kiekZ&. Tyrimai parod®, kad pirmosios rinkoje pasiro-
d iusios molekul®s (angl. rst-in-class) buvo termodinami kai nesubalansuotos. Disociacijos
konstantosK 4 buvo nanomolin®s eil°s, o entalpijos buvo nepalankios. Geriausit klas®s (angl.
best-in-clas3 molekulit K4 buvo jau pikomolin®s eil°s, o dominuojantis faktorius buvo en-
talpija (Freire, 2008). Vaistt vystymas u truko apie 10 mett, siekiant pagerinti preparato
jungimosi stiprum , atrankum taikiniui, farmakokinetines savybes, o galiausiai paai ko,
kad geriausi vaistai pasi ymi palankiausia jungimosi entalpija. Vyrauja bendra nuomon®,
kad palanki entalpija parodo nekovalentinit ry it komplementarum tarp baltymo ir slopik-
lio (Ladbury et al., 2010). —is pavyzdys parodo, kad entalpijos optimizavimas yra efektyvi
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strategija naujt vaistt k3rimo ankstyvuosiuose etapuose.

Junginit optimizavimui taip pat buvo pasif3lyta ,entalpinio piltuvelio\ (angl. enthalpic
funnel) koncepcija. Termodinaminit duoment ta kai, pavaizduoti paveiksle, kaip entalpijos
ir Gibso energijos santykio ( H= G) priklausomyb® nuo asociacijos/jungimosi konstantos
(K4 arba Kp) de imtainio logaritmo, sudaro piltuwelio form (1 pav.). Piltuvllio vir uje
i sid°sto silpnu giminingumu pasi ymintys junginiai, kadangi egzistuoja daugyb® entalpi-
jos/entropijos kombinacijt. Silpnas jungimasis atsiranda d°l Avairit hidrofobinit ir polinit
grupit tarpusavio s veikt. Jungimosi giminingumui stipréjant, entalpijos/entropijos kombi-
nacijt ma %ja, tod®l piltuvllio forma siaur9ja.

1 pav. Entalpinis ,piltuvelis\. 71 slopiklio jungimosi su plasmepsinu termodinaminiai
duomenys (Ruben et al., 2006).

Ernestas Freiris papild® termodinaminio optimizavimo strategij , taip pat pasi3lydamas
~termodinaminio optimizavimo kreiv\ (angl. thermodynamic optimization plot, TOP)(Freire,
2009). Vaistt-kandidatt grup® charakterizuojama kalorimetri kai ir tuomet termodinaminiai
duomenys pavaizduojami termodinaminio optimizavimo kreivje y a yje atidedant jungimosi
entalpij, o x ayje jungimosi entropij ( T Siraikoje)(2 pav.). Vist ta ki, esant.it
vienoje ties®je, jungimosi Gibso energija G (arba Ky, K4) vienoda. Auk Liau kreiv®s esan-
Lit ta kt giminingumas yra ma esnis (labiau teigiama G), o emiau kreiv’s didesnis
(labiau neigiama G). Termodinaminio optimizavimo tikslas pasiekti did iausi giminin-
gum , esant palankios entalpijos ir palankios entropijos sumai. Did iausia suma ne visada
rei kia stipriausi jungim si, kadangi ie dyd iai kompensuoja vienas kit .
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Maziau palanki AG
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Labiau palanki AG o .
Optimizacijos kreive,
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2 pav. Termodinaminio optimizavimo kreiv°s pavyzdys.

Kit termodinaminio optimizavimo strategij apibRdina entalpijos efektyvumo ( EE) pa-
rametras, kuris sieja nekovalentinit ry it susidarym su molekul°s dyd iu (Ladbury et al.,
2010):

H
EE = — 8
N ®)

“ia N - nevandenilinit atomt skaitius arba molekulin® mas®. Da nai vaistt k3rime siekiant
padidinti junginio giminingum prijungiamos hidrofobin®s grup®s, kurios padidina molekuli-
n mas ir lemia didesn entropij. Svarbu optimizuoti ne s veikos kiekyb , o kokyb , kuri
apibdinaEE parametras (Garbett and Chaires, 2012). —is dydis ypat. svarbus fragmentinia-
me (angl. fragment-basel vaistt k3rime, kurio metu ie koma stipriai su taikiniu s veikau-
jantit funkcinit grupit. Ma esn®s molekulin®s mas®s junginiai Aprastai pasi ymi ma esniu
giminingumu, tatiau EE yra tinkamas parametras jt efektyvumui vertinimui. Entalpijos
efektyvumas padeda i vienos junginit klas®s i skirti geriausius vaistinius kandidatus.

Aptartos optimizavimo strategijos akcentuoja, kad svarbiausia palanki jungimosi ental-
pija. Entalpija yra tiesiogiai susijusi su entropija, tod®l keitiant vien dydZ, Kkinta ir kitas.
Entalpijos ir entropijos optimizavimas yra ypatingai sunkus u davinys, neturintis paprasto
sprendimo bRRdo.

1.1.3. Termodinaminit parametrt optimizavimo sunkumai

Vaisto-kandidato funkcinit grupit modi kavimas gali lemti atsiradus/Z didesn/ palankios
entalpijos ind®l4, tatiau tuo patiu padidinti nepalanki entropij, arba atvirk Liai. Paprastai
tokiais atvejais grupit modi kavimas turi ma Atak arba visai neturi Atakos jungimosi G
(arba Ky, Ky).

Kai vaistas s veikauja su makromolekule veikia dviejt tipt j°gos proces varantios
j°gos, kurit pagrindas yra van der Valso ir vandeniliniai ry iai, ir proces stabdantios j°-
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gos, tokios kaip hidrofobinis efektas, kuris stengiasi i stumti vaist i vandenin®s aplinkos
/& hidrofobin kien (Freire, 2008). Vienas jungimosi j°gas pakankamai lengva konstruoti
ir optimizuoti, o kitas nepaprastai sunku. Tradici kai sintetiniai vaistai buvo kuriami re-
miantis komplementarumu tarp ligando ir taikinio aktyvaus centro, ir didinant giminingum
hidrofobi kumo s skaita (Ruben et al., 2006). Pradinis junginio,skeletas (angl. sca old)
buvo konformaci kai,, AEkalinam&saktyviajame centre ir jo funkcin®s grup®s modi kuojamas,
kol pasiekiamas did iausias giminingumas per entropijos optimizavim . Hidrofobinit grupit
prijungimas didina palanki desolvatacijos entropij, kuri siejama su struktf3rizuott vandens
molekulit persitvarkymu susidarant ligando biomolekul®s kompleksui (Garbett and Chai-
res, 2012). Kita vertus, hidrofobi kumo optimizavim limituoja junginio tirpumas, kadangi
vaistin®s molekul®s privalo bf3ti tirpios (Ruben et al., 2006).

Entalpij optimizuoti ymiau sunkiau, nei entropij . Jungimosi entalpij sudaro du prie-
ingi veiksniai palanki entalpija, kurios altinis yra nekovalentiniai vandeniliniai ir van der
Valso ry iai, ir nepalanki entalpija, ateinanti i polinit grupit desolvatacijos, bf3tinos jun-
gimosi reakcijose (Garbett and Chaires, 2012). Van der Valso s veika did iausia, kai yra
idealus geometrinis atitikimas tarp vaisto ir taikinio, o vandeniliniai ry iai stipriausi, kai
atstumai ir kampai tarp akceptorit ir donort yra optimall3s. Jei kampai ir atstumai yra pu-
siau optimalf3s, tai vandenilinit ry it stiprumas suma °ja tampa nepalankus. —io rei kinio
prie astis ligando vandenilinit ry it donorai ir akceptoriai prie jungim si bf3na suformav
ry ius su vandens molekul®mis. Stiprus vaisto jungimasis su taikiniu vyksta tik tada, kai
palanki van der Valso s veikt ir vandenilinit ry it entalpija yra pakankamai didel® ir ga-

li kompensuoti nepalanki desolvatacijos entalpij. Nepalanki entalpija rodo, kad polin°s
junginio grup®s nesudaro stiprit ry it su taikiniu ir vyrauja desolvatacijos efektas (Freire,
2008).

StruktRra paremtame vaistt k3rime dar nepavyksta sukonstruoti erdvinio vaisto-taikinio
modelio, kuris leistt vieno angstremo tikslumu suplanuoti vandenilinit ry it susidarymo
poras ir ilo ti palankios entalpijos Ana . Kita vertus, strukt3ros termodinamikos sry io
analiz® padeda atpa inti ir optimizuoti funkcines grupes, atsakingas u stiprt jungim si.

1.2. Karboanhidraz® modelinis baltymas

—iame tyrime nagrin®°ta slopiklit jungimosi su terapiniais taikiniais karboanhidraz®mis
termodinamika. Karboanhidraz® (CA) yra patrauklus modelinis baltymas bio zikiniuose
ir biocheminiuose tyrimuose. CA turi daugyb privalumt, lyginant su kitais modeliniais
baltymais. Tai stabils ir labai aktyvl3s fermentai, kuriuos pakankamai lengva i gryninti i
E.coli bakterijt dideliais kiekiais. Karboanhidrazit slopiklius taip pat nesunku sintetinti ir jie
jungdamiesi drasti kai nekeitia CA struktf3ros. Didelis privalumas, kad yra daugyb® metodt
CA slopiklio sveikai tirti. Taip pat nesud°tinga i spr sti komplekso kristalin struktf3r
(Krishnamurthy et al., 2008).

Karboanhidraz®s dalyvauja svarbiuose ziologiniuose ir patologiniuose procesuose kv°-
pavime, pH ir CO, homeostaz®e, elektrolitt sekrecijoje, kault rezorpcijoje, kalci kacijoje,
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biosintetin®se reakcijose, auglit vystymesi ir kt. | viso mogaus organizme yra 12 aktyvit
CA izoformt, pasi ymintit skirtingu aktyvumu, pasiskirstymu | stel®je ir organuose. Taip
pat yra trys A karboanhidrazes pana 3s baltymai (angiarbonic anhydrase related proteins
CARP VI, CARP X, CARP XlI), kurie neatlieka katalizin®s funkcijos. —ie baltymai Atrau-
kiami A karboanhidrazit numeracij, tod®l tarp 12 aktyvit izoformt sutinkamos ir CAXIII,
CAXIV, CAXV. Sutrikusi karboanhidrazit veikla sukelia rimtus susirgimus. —iuo metu far-
macijos rinkoje yra apie 30 karboanhidrazit slopiklit, naudojamt glaukomos, Alzheimerio,
nutukimo ir kt. ligt gydymui. N° vienas it slopiklit n°ra atrankus kuriai nors izoformai,
tod®l pacientams pasirei kia alutiniai poveikiai. D°l ios prie asties aktualu kurti naujus,
didesniu atrankumu pasi ymintius CA slopiklius.

—iame darbe tyrimai atlikti su penkiomis karboanhidrazit izoformomis |, II, VII, XlI
ir XIll. 1zoformos pasirinktos d°l praktinit prie astit skyriuje jos gaminamos dideliais
kiekiais, pakankamais izoterminio titravimo kalorimetrijos eksperimentams. CAlI, Il, VII,
XI1l yra aptinkamos citozolyje, o CAXIl prikibusi prie membranos (Supuran, 2008). CAI
dalyvauja renalin®s ir celebrin®s edemos, CAIll glaukomos, edemos, epilepsijos, kalnt ligos,
CAVII epilepsijos, CAXII v°io, glaukomos, CAXIII sterilumo ligt vystymesi (Alterio
et al., 2012). Atranki3s it karboanhidrazit slopikliai gal°tt gydyti pamin®tas ligas.

1.2.1. Katalizinis mechanizmas

Karboanhidraz®s katalizuoja gr/A tam j anglies dioksido hidratacijos reakcij :
CO, + H,O HCO; + H*

Karboanhidrazit aktyviajame centre esantis cinko jonas esminis kataliz®s elementas. Rent-
genostruktRrin® kristalogra n°® analiz® parod®, jog cinko jonas yra 15 gylio ki en%e ir jA&
koordinuoja trys histidint grup®s (His94, His96 ir His119), dalyvaujantios protont perna os
procese. Prie cinko jono taip pat yra prisijungusi vandens/hidroksido jono molekul®, kuri
sudaro vandenilinius ry ius su Thr199 hidroksido grupe, s veikaujanktia su Glu106 karboksilo
grupe. —ios s veikos didina vandens molekul®s, prisijungusios prie cinko jono, nukleo li ku-
m ir orientuoja substrat (CO ,) A tinkam pozicij nukleo linei atakai. Fermentas aktyvus
bazin®je formoje, kai prie cinko prisijung s hidroksido jonas (3a pav.). —is stiprus nukleo las
atakuoja CO, molekul , esanti hidrofobin®e ki en®° (CAIll atveju substrat suria Vall21,
Vall43 ir Leul98 liekanos)(3b pav.)ir leid ia susidaryti bikarbonato cinko kompleksui (3c
pav.). Tuomet bikarbonato jonas pakeitiamas vandens molekule ir atpalaiduojamas 4 tirpal .
Susiformuoja rf3g tin® fermento forma, kuri yra katalizi kai neaktyvi (3d pav.).
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3 pav. CAIIl katalizinio mechanizmo schema (Smith and Simons, 2004).

Karboanhidraz® v°| tampa aktyvi, kai proton i aktyvaus centro pasiima aminorf3g kit
liekanos (pavyzd iui His64 karboanhidrazit izoformose |, II, IV, VII, IX, XII-XIV) arba
buferinis tirpalas. Protont perna a, vertiant ferment i neaktyvios rf3g tin®s formos 4 bazin
aktyvi form, limituoja reakcijos greit/E. —is mechanizmas gali paai kinti, kod®l CAIl yra
vienas aktyviausit inomt fermentt ( kex=Ky =1:5 10 M !s 1) (Supuran, 2008).

1.2.2. Sulfonamidiniai slopikliai ir jungimosi mechanizmas

Sulfonamidai yra klasikiniai karboanhidrazit slopikliai. 1940 m. pirm kart buvo nu-
statyta, kad sulfanilamidas slopina karboanhidrazit aktyvum (Mann and Keilin, 1940).
—io slopiklio pagrindu buvo sukurti keturi, iki iol glaukomos gydymui vartojami vaistai
acetazolamidas, metazolamidas, etokzolamidas ir dichlorofenamidas. Pirmoji CA slopiklit
kR3rimo strategija buvo aromatin®s sistemos, prijungtos prie sulfonamidin®s grup®s, modi -
kavimas. —i strategija buvo pavadinta iedo modi kavimu\ (angl. , ring approach )(Smith
and Simons, 2004). Sukurta daugiau nei 500 CA slopiklit, kurit ied sudaro furanas,
tiofenas, tiadiazolas, indolas, benzofuranas, benzotiofenas, benzotiazolas, tienofuranas, tie-
notiofenas, tienopiranas arba tienotiazolas (Krishnamurthy et al., 2008). VCliau pateikta
.uodegos modi kavima (angl. , tail approach ) strategija (Smith and Simons, 2004). —ios
taktikos tikslas - parinkti ,,uodeg\, kuri didintt junginio tirpum , atrankum izoformai ir
gerintt kitas vaistinei molekulei bRdingas savybes. Pavyzd iui, CA slopiklis dorzolamidas
tirpsta tik rf3g tin%e aplinkoje (Krishnamurthy et al., 2008). Da nai ,,uodegoj& bf3na galinti
jonizuotis chemin® grup® - karboksi arba amino, nes jos didina tirpum . Slopiklit atranku-
m daugeliu atveju didina hidrofobin®s grup®s, tatiau jos maina junginio tirpum ir negali
b3ti pagrindiniu junginio elementu.
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Sulfonamidai labai stipriai ri asi su karboanhidraz®mis, nes yra substrato COhidra-
tacijos nuostoviosios bf3senos (angtransition state) analogai. Karboanhidrazit struktra
aktyviajame centre su prisijungusiu sulfonamidu atkartoja strukt3r komplekse su natyvio-
mis substrato formomis - hidroksidu ir CQ (atskirai) arba HCO; (Krishnamurthy et al.,
2008). Sulfonamidai yra konkurentiniai CA slopikliai.

4 pav. Sulfonamidinit slopiklit jungimosi su karboanhidraze mechanizmo schema. (Smith
and Simons, 2004).

Slopiklis jungiasi su karboanhidraze deprotonizuotoje formoje, pakeisdamas vandens mo-
lekul ir sudarydamas ry & su Zn(ll) jonu, esantiu aktyviajame centre (4 pav.). Kompleksui
bl3dinga tetraedro forma. Slopiklio NH grup® sudaro vandenilin/& ry £ su Thr19%@mu,
kuris taip pat s veikauja su Glu106 karboksiline grupe. Taip pat vienas i SENH, grup®s
deguonies atomt sudaro vandenilin/& ry A su Thr199 NH grupe. Sulfonamido benzeno iedas
s veikauja su hidrofobine ki ene. —ie struktf3riniai elementai apsprend ia stiprt sulfonamidi-
n°s grup®s jungim si su cinko jonu karboanhidraz®s aktyviajame centre (Smith and Simons,
2004).

Benzensulfonamidt jungimosi stiprum su CA lemia sulfonamidin®s grup®spK,. Nuo
pK4 vert®s priklauso slopiklio deprotonizuotos formos frakcija tirpale ir Levis bazi kumas
(Krishnamurthy et al., 2008). Kuo didesn® deprotonizuotos formos koncentracija tirpale tuo
stipresnis stebimas jungimasis. Did iausias vaisto giminingumas stebimas, kai slopikiif 5
vert® artima ziologiniam pH. BenzensulfonamidtpK, 10, tod® ie koma b3dt iai vertei
sumainti. Vienas i jt elektroneigiamt pakaitt Avedimas A& benzeno ied (Smith and
Simons, 2004).

Didel perspektyv turi uort AEvedimas A benzeno ied . Fluoro atomai vaistui suteikia
unikalias savybes, kurit negalima i gauti panaudojant kitus elementus. Du geriausi uorintt
vaistinit molekulit pavyzd iai yra 1950 m. susintetinti9 - uorohidrokortisonas (prie u de-
giminis) ir 5- uorouracilas (prie v° inis). Vieno uoro atomo Avedimas A natfralaus junginio
strukt3r labai stipriai pagerino it vaistt farmakologines savybes. Per pastar j/E penkiasde-
imtmet/AE uoro Avedimas A vaistin/ jungin/ tapo standartu, siekiant pagerinti farmakologine
savybes (Ojima and Taguchi, 2009).
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Vertinant junginit slopiklin/ efektyvum labai svarbu pasirinkti tinkam tyrimo metod
ir atid iai analizuoti gautus rezultatus. Kai naudojami du ir daugiau metodt, ma ©ja tikimy-
b° klaidingai interpretuoti rezultatus. Slopiklit jungimosi ir slopinimo su karboanhidraz®mis
tyrimuose naudojama daugyb® metodt, Askaitant kapiliarin elektroforez , magnetin& bran-
duolit rezonans , apskritiminZ dichroizm , masit spektrometrij ir kt. —iame darbe taikyti
metodai, aparatf3ra ir med iagos apra omi sekantiame skyriuje.

24



2.

2.1.

PRIETAISAI, MED IAGOS IR METODAI

Prietaisai

Darbe naudoti prietaisai:

2.2.

© No Ok whRE

analitin®s svarstykl°s ,,AND GR-200\ ;

realaus laiko termocikleris,Corbett Rotor-Gene 6000;

kalorimetras, ITC-200\ ;

kalorimetras,VP-ITC\;

mai ykl° ,BIOSAN\;

pH-metras, LaboChema

sustabdytos srov°s spektrofotometragApplied Photophysics SX.18MV-R;
spektrofotometras, Agilent 89090A .

Med iagos

Darbe naudotos med iagos:

1.

N o g bk

o

2.3.

rekombinantin®s mogaus karboanhidraz®s I, Il, VII, XII ir XIll. Fermentai rekombi-
nantin®s DNR technologijos bR3du i skirti i Escherichia coli bakterijt. Baltymai pa-
gaminti Vilniaus universiteto Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaistt
tyrimo skyriuje pagal mokslin®se publikacijose nurodyt metodik : CAIl - (Baranau-
skien® et al., 2010), CAIl - (Cimmperman et al., 2008) CAVII ir CAXIII - (SRd ius
et al., 2010), CAXII - (Jogait® et al., 2013);

. nekomerciniai CA slopikliai: A(1-3) ir B(1-3). Junginiai buvo susintetinti Vilniaus

universiteto Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaistt tyrimo skyriuje
(Dr. V. Dudutien®). Slopiklit sintez® apra yta (Dudutien® et al., 2013) altinyje;
komerciniai CA slopikliai (gamintojas): acetazolamidas (Sigma-Aldrich), etokzolami-
das (Sigma-Aldrich);

indikatorius (gamintojas): bromtimolio mClynasis (Allied chemical);

uorescentinis da as (gamintojas): 1,8-anilino naftaleno sulfonatas (Sigma-Aldrich);
tirpiklis (gamintojas): DMSO (ROTH).

druskos (gamintojas): NaHPO, (Sigma-Aldrich), NaH,PO,(Sigma-Aldrich), Na;PO,
(Sigma-Aldrich), Hepes (ROTH), NaCl (Sigma-Aldrich), TrisHCI (Sigma-Aldrich),
Tris baz® (Sigma-Aldrich);

armai ir r3g tys (gamintojas): NaOH (Sigma-Aldrich), HNO, (Sigma-Aldrich) ;

Metodai

—iame tyrime eksperimentai atlikti naudojant bio zikinius ir fermentin/£ metodus izo-
terminio titravimo kalorimetrijos, terminio poslinkio ir sustabdytos srov°s CO, hidratacijos.
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Vist matavimt paklaidos apskaitiuotos pagal Stjudento metod , kai pasikliaujamoji tikimy-
b° yra 0,95.

2.3.1. lzoterminio titravimo kalorimetrija

Izoterminio titravimo kalorimetrija (ITC, angl. isothermal titration calorimetry) yra
efektyvus metodas biomolekulit s veikai tirti. Kalorimetras ksuoja ilumos pokykius pa-
stovioje temperatf3roje, kai vyksta bimolekulinis jungimasis. Atlikus 1 2 valandt trukm®s
eksperiment i karto galima nustatyti jungimosi laisvj Gibso energij G, entalpij H,
entropij S ir stechiometrij n. ITC metodu galima tirti beveik vist biomolekulit s -
veik , kadangi jungimosi energijos pokytis yra universali vist biocheminit reakcijt savyb®.
Kalorimetrijos metodu tiriamt biomolekulit nereikia nei ym®°ti, nei chemi kai modi kuoti,
nei imobilizuoti. Naudojami vandeniniai reagentt tirpalai. Tai pagrindinis ITC privalumas
lyginant su fermentiniais, | stelit ar kitais biologiniais metodais.

Kalorimetr sudaro 2 cel®s (palyginamoji ir darbin®) ir virk tas (5 pav.) . Palyginamoji
cel® u pildoma vandeniu ir termostatuojama eksperimentin®je temperatf3roje. Darbin® cel®
u pildoma reagentu A, o virk tas reagentu B. Reagentas B i virk to titruojamas A darbin

cel sureagentu A. Po kiekvienos injekcijos i siskiriamas arba sugeriamas ilumos kiekis, ka-

dangi susidaro A B kompleksas. Reikalingas galios pokytis ( cal/s) tam, kad suvienodinti
temperatf3ras abiejose cel®°se. Ligandui jungiantis su baltymu i siskiria egzotermin® iluma ir
galia suma °ja. Eksperimento eigoje smail°s ma °ja, kadangi baltymas sotinasi ligandu. Kai
baltymas visi kai prisisotina, ligandas nebegali prisijungti ir eksperimento pabaigoje mato-
mos ma os smail®s d°l skiedimosi ilumos. Suintegravus smailit plotus nustatoma reakcijos
sumin® jungimosi entalpija.

5 pav. ITC veikimo principin® schema. Modi kuota pagal (Ladbury, 2004).

Jungimosi termodinaminiams parametrams apskaitiuoti iame darbe buvo naudojami
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vienos ir dviejt jungimosi viett modeliai. Vienos jungimosi vietos modelis:

Q=nFM; HV 9)
Dviejt jungimosi viett modelis:
Q= M\V(niF1 Hy nyFy Hy) (10)
Abiejuose modeliuose F irai ka:
S 2
F=}(1+ L¢ N 1 1+ L¢ N 1 4L
2 nM; nKyM; nM; nKpM; nM;

“la Q - bendras ilumos kiekis,n - stechiometrija, F - ligando u imtt viett frakcija, M;
- bendra (angl. total) makromolekul®s koncentracija,L; - bendra (angl. total) ligando
koncentracija, H - entalpija, Ky, - jungimosi konstanta,V - cel®s tl3ris. Lygties i vedimas ir
detalesnis paai kinimas pateikiamas (ITC, 2004) altinyje. Duomenims apdoroti naudojama
Origin programos 5.0 arba 7.0 versija.

Jungimosi konstantosK , nustatym riboja bendra makromolekul®s koncentracijaM;. —A
s ry /A apibR3dina Wisemam-faktorius (Wiseman et al., 1989):

c= nM(Ky (11)

Kokybi kai nustatyti reakcijos K, galima tik tada, kai 1 < ¢ < 100Q Kai c faktorius
nepatenka &£ /A interval i eksperimentin®s kreiv®s galima Avertinti tik entalpij .

Labai silpnai ar stipriai besijungiantit ligandt K, ITC metodu galima Avertinti konku-
rencin®s titracijos b3du (Krainer et al., 2012). Deja, iame darbe konkurentin®s titracijos
eksperimentai nebuvo atlikti. Jungimosi konstantoms nustatyti naudotas terminio poslinkio
metodas, kuris apra omas sekantiame skyriuje.

2.3.1.1. Eksperimentin®s s lygos. Eksperimentai atlikti naudojant ,VP-ITC\ ir
LTC-2000 kalorimetrus. ,VP-ITC\ cel°s t@ris yra 1,4 ml, virkto 300 |. ,ITC-200\
cel°s tl3ris yra 200 |, o virkto 40 |. Atrodytt, kad ,ITC-200\ kalorimetras yra eko-
nomi kesnis, nes reikalingi ma esni reagentt triai. Deja, jo jautrumas ma esnis, tod°l
reikalingos didesn®s reagentt koncentracijos, VP-ITC\ kalorimetru gaunami kokybi ki re-
zultatai naudojant 510 M koncentracijos tirpal cele, o ,ITC-200\ atveju analogi kam
signalui su adinti reikalingas 15 20 M baltymo tirpalas. Karboanhidrazit titravimo slopik-
liu eksperimentuose,VP-ITC\ prietaisu buvo darytos 25 injekcijos, kas 200 s, dTC-200\
prietaisu 19 injekcijt, kas 120 s. Eksperimentai atlikti ziologin®e 37 %o temperatf3roje,
I skyrus modelinius vaistinio preparato etokszolamido (EZA) jungimosi su CAll skirtinguose
buferiniuose tirpaluose eksperimentus, kurie daryti 2%o.
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2.3.1.1.1. Karboanhidrazit jungimosi su slopikliais tyrimas. Kalorimetro cel®
buvo u pildyta 520 M CA tirpalu, o virktas 50 200 M slopiklio tirpalu. Slopiklio
koncentracija virk te buvo 10 kartt didesn®, nei CA koncentracija cel®e. Reakcijos buferinis
tirpalas 50 mM Pi (pH 7,0), 100 mM NaCl ir 2% DMSO. Prie titravim atlikta fermentt
dializ® reakcijos buferiniame tirpale. Matavimai pakartoti 2 3 kartus. Termodinaminiai
parametrai nustatyti prie eksperimentinit duoment derinant vienos jungimosi vietos model/Z

(Lyg. 9).

2.3.1.1.2. CAll jungimosi su EZA priklausomyb®s nuo pH tyrimas. CAll
jungimasis su EZA tirtas Pi ir Tris buferiniuose tirpaluose pH 5,5 9,5 intervale, 25%o. Skir-
tingt pH verkit tirpalai paruo ti tarpusavyje mai ant NaH ,PO, su Na,HPO,, Na,HPO, su
Na;PO,, ir TrisHCI su Tris baze. Tirpalt pH pamatuoti po titravimo eksperimento. Cel®
buvo u pildyta 520 M CAIl, o virktas 50200 M EZA. Reakcijos buferinis tirpalas
- 50 mM Pi arba Tris, 100 mM NacCl ir 2% DMSO. Prie titravimus atlikta CAll dializ® 2
mM Pi (pH 7,0), 10 mM NaCl tirpale. Matavimai buvo daryti vien kart, tatiau Avertintos
duoment apdorojimo paklaidos. Buvo atlikta 17 matavimi, kurit rezultatai atitinka ma-
tematin/e model &, tod°l matavimt kartojimas nebuvo bf3tinas. Termodinaminiai parametrai
apskaitiuoti prie eksperimentinit duoment vienos jungimosi vietos modelZ& (Lyg. 9).

2.3.1.1.3. Slopiklit deprotonizacijos entalpijos nustatymas. Kalorimetro cel®
buvo u pildyta 250 M slopiklio, sumai yto su 1,5 ekvivalento NaOH tirpalu, o virk tas
u pildytas 2,5 mM HNO ;. —virk to ir cels tirpaluose buvo po 2% DMSO. Atliktos 56 injek-
cijos kas 200 s. Matavimai pakartoti 3 kartus. Slopiklio protonizacijos entalpija nustatyta
taikant dviejt jungimosi viett model &£ (Lyg. 10).

2.3.2. Terminio poslinkio metodas

Termino poslinkio metodu (TSA, angl. thermal shift assay netiesiogiai matuojamas
makromolekul®s terminis stabilumas. Terminio poslinkio metodais galima vadinti visus me-
todus, kuriuose temperatR3ros pokytis sukelia viesos 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 ivys-
tytas kaip greitas, ,miniatif3rizuotas\ , universaliai pritaikomas 384- ulin®lit mikroplok tel°s
formato terminio poslinkio metodas (Pantoliano et al., 2001). ThermoFluor gali bf3ti at-
liekamas ne tik naudojant plok telit skaitytuvus, bet ir realaus laiko PGR termociklerius.
Metodas kasmet vis platiau naudojamas daugelyje farmacijos kompanijt ir mokslin®se labo-
ratorijose visame pasaulyje.

Baltymt stabilumo tyrimai ypatingai svarb3s optimizuojant kristalinimo, gryninimo ir
saugojimo s lygas. Kitas svarbus panaudojimas dviejt molekulit jungimosi konstantosK
nustatymas, kadangi terminis poslinkis tarp laisvos ir prisijungusios molekul®s yra proporcin-
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gas jungimosi stiprumui. Baltymt ligandt s veikos tyrimuose pagrindinis TSA privalumas,
kaip ir ITC yra tas, kad metodas yra nepriklausomas nuo biomolekul°s taikinio (Garbett
and Chaires, 2012). TSA metodu galima tirti AEvairias makromolekules, neturint apie jas jo-
kios i ankstin®s informacijos. —is privalumas ypatingai aktualus atliekant junginit biblioteki
patikrinim (angl. screening prie makromolekules-taikinius.

Tyrimuose da niausiai naudojami uorescentiniai da ai - Sypro oran inis (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 stabilum galima Avertinti pagal triptofa-
no indolo grup®s uorescencij kintant temperatf3rai, nenaudojant i orinit ymit. Fluoroforo
uorescencijos pokytiai kylant temperatf3rai atspindi baltymo denatf3racijos pro I4&£ (6 pav.)
—iame darbe eksperimentai atlikti su ANS da u, kadangi jo efektyvumas did iausias. ANS
yra stiprus anijonas, kurio sulfonin® grup® sudaro joninius ry ius su tirpit baltymt katijoni-
n°mis grup®mis. ANS baltymo s veikos stiprumas priklauso nuo baltymo katijoninio krf3vio
ir tirpalo pH (Matulis and Lovrien, 1998). ANS molekul® ne uorescuoja vandenin®e faz%e,
takiau stipriai uorescuoja hidrofobin®je aplinkoje, pavyzd iui organiniuose tirpikliuose ar
baltymo hidrofobin®se ki en®e. Atlikus ANS jungimosi su jautio serumo albuminu tyrimus
nustatyta, kad kai tirpalo pH yra 4,0 i 100 prisijungusit ANS molekulit uorescuoja tik 5,
esantios baltymo hibrofobin®je srityje, o kitos 95, esantios baltymo i ore, ne uorescuoja
(Matulis et al., 1999).

Ligandas

o Tm
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komplekso T,
0
Temperatiira

6 pav. Terminio poslinkio metodo principin® schema. Modi kuota pagal (Pantoliano et al.,
2001).
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Baltymo denatf3racijos kreiv®s vidurio ta kas yra baltymo lydymosi temperatQ3raT,, (6
pav.). Ji nustatoma prie eksperimentinit duoment ma iausit kvadratt metodu derinant
modelZ:

YuTm YNTm F(My My (T Ty)

uHTm uCp(™ Tm) T( USTm * UCP('” %)))
l+e RT

Y= YNt ¥ MN(T T+

(12)

“la y - uorescencija,yn.T,, - hatyvaus (angl. native) baltymo ma iausia uorescencija,yu.t,,
- i sivyniojusio (angl. unfolded) baltymo did iausia uorescencija, my ir my - natyvaus ir
I sivyniojusio baltymo uorescencijos pokrypio kampai,T,, - baltymo lydymosi temperatf3ra,
uH, uS, oG, - baltymo isivyniojimo (angl. unfolding) entalpija, entropija ir ilumin®
talpa. Lygties i vedimas apra omas (Matulis, 2008) altinyje.
Slopikliui prisijungus prie baltymo padid®a lydymosi temperat3raT,. Kuo didesn®
slopiklio koncentracija L, tuo didesn® T,,. Slopiklio jungimosi konstanta K, nustatoma

grako x ayje atidus Ty, y ayje - Ly, ir prie eksperimentinit duoment priderinus modelZ:

!
uHT, uCp(™ Tr) T( uST* UCP('”(TTT)))
RT

Lt= 1 e

1

0
P 1
& + )k
2 uHT uCp(™ Tr) T( uST* Ucp(ln(%))) bHTO bCp(T To) T bST0+ bCp In TL
e RT e 0

RT

(13)
“la L¢ - bendra (angl. total) slopiklio koncentracija,P; bendra (angl. total) baltymo kon-
centracija, T, baltymo lydymosi temperatf3ra, kai n°ra prid°to ligando, T, palyginamoiji
temperatBra, iame tyrime 37 %o, R - universalioji dujt konstanta, yH, S, 1Cp
baltymo jungimosi (angl. binding) entalpija, entropija ir ilumin® talpa atitinkamai. Lygties
I vedimas apra omas (Matulis, 2008) altinyje. Jungimosi konstantaK, gali bi3ti perskai-
Liuojama A laisvj Gibso energij G pagal 1 lygtA arba disociacijos konstari 4 pagal 2
lygtAE.

2.3.2.1. Eksperimentin®s s lygos. Terminio poslinkio eksperimentams naudota rea-
laus laiko PGR sistema Corbett Rotor-Gene 6000 (su adinimas - 365 nm, detekcija - 460
nm). Me°ginit tirpalus sudar° 5 M CA, 0200 M slopiklio (12 skirtingt koncentracijt, se-
rijinis skiedimas - 1,5 karto), 50 M ANS, 50 mM Pi (pH 7,0), 200 mM NacCl ir 2% DMSO.
Bendras tirpalo t3ris - 20 . MCginiai buvo kaitinami 1 %d/min greitiu keliant temperatQ3r
nuo 25%o ki 99 %.. Matavimai pakartoti 2 3 kartus.

2.3.3. Sustabdytos srov’s CO , hidratacijos metodas

Karboanhidraz®ms katalizuojant CO, hidratacijos reakcij tirpale generuojasi H jonai ir
ma %a tirpalo pH. Esant neutraliampH, H,CO, skyla A& ekvivalenti kus Hir HCO, kiekius.
DOl ios prie astes reakcijos metu matuojantpH pokyt/A galima apskaitiuoti, kiek produkto
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(HCO,) fermentas pagamino. Kadangi karboanhidraz®s yra vieni efektyviausit biologinit
katalizatorit ( kear = 108 s 1), reakcijos greitiui matuoti reikalinga speciali Zranga, leid ianti
ksuoti kelit sekund it trukm®s reakcijas.

—iame tyrime buvo naudota sustabdytos srov°s Aranga (astgipped- ow). Eksperimen-
to metu labai greitai sumai omi A ir B tirpalai. A tirpal sudar® karboanhidraz®, buferinis
tirpalas ir indikatorius, o B tirpal CO , dujomis prisotintas dejonizuotas vanduo. A ir B
tirpalt mi inyje matuojama indikatoriaus viesos sugerties priklausomyb® nuo laiko. B°gant
laikui H,CO;, rf3g tis maina tirpalo pH, tod°l indikatoriaus viesos sugertis ma %a iki pa-
stovios vert®s. Pagal indikatoriaus viesos sugerties pokyt/E per laiko vienet apskaitiuojami
karboanhidraz®s kinetiniai parametrai. Tiriant savaimin CO, hidratacijos reakcij A A tir-
pal nededama karboanhidraz®s. Nustatant junginit slopiklinf£ efekt A tirpal A dedamos
skirtingos slopiklio koncentracijos. Slopiklis ma ina kataliz®s greit/E, kol jis susilygina su £O
savaimin®s hidratacijos reakcijos greit.iu.

Katalizuojamos reakcijos greitis yra lygus susidariusit protont [H ] kiekiui per laiko

vienet :
d[H"]
dt

Protont H * kiekis apskaitiuojamas pagal Dr. D. Matulio i vest lygtZE:

dH*] =

(14)

L 1
[H"]=[buf] 1 109((55 1)+PKa g PKa ot ) 4 1 .

“ia [buf] - buferinio tirpalo koncentracija, pK, ing: ir pPKa wur: - indikatoriaus ir buferinio
tirpalo druskos pK,, A - optinis tankis (angl. absorbancg k - indikatoriaus koncentracijos
pataisos koe cientas, kuris yra lygus pradinio optinio tankicA ir deprotonizuotos indikato-
riaus formos santykiui:

k=7 A (16)

1
10(pH PK 3 ind: )+1

Did iausias greitis prilyginamas 100 % CA aktyvumui. Didinant slopiklio koncentracij , CA
aktyvumas ma %a. Slopiklio koncentracija, kuri suma ina CA aktyvum 50 %, kitaip 1C s,
nustatoma prie eksperimentinit duoment ma iausit kvadratt metodu derinant dozavimo

kreiv :
100

L (5P

CA aktyvumas; % =1 (17)
“la [I] - slopiklio koncentracija,h - Hilo koe cientas, apibf3dinantis dozavimo kreiv°s pokry-
pio kamp . Hilo koe cientas yra susij s su stechiometrija, tod®l kai vykstal : 1 jungimasis
Hilo koe cientas tur°tt bi3ti 1.

Sulfonamidai yra konkurentiniai karboanhidrazit slopikliai, tod°l inhibicijos konstantai
K apskaitiuoti naudojama Cheng-Pruso lygtis (Cheng and Pruso, 1973):

|C50

[CO,]
1+ [0

Ki = (18)
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“la [CO,] CO, koncentracija,Ky - Michaelis-Menten konstanta.

2.3.3.1. Eksperimentin®s s lygos. Karboanhidrazit hidratacinis aktyvumas buvo
matuotas naudojant Applied Photophysics SX.18MV-R sustabdytos srov°s spektrofotometr
25 %o temperatf3roje. Reakcijos buferin/ tirpal sudar® 10 mM HepgsH 7,4), 10 mM NaCl
ir 40 M indikatoriaus bromtimolio m°lynojo. Prisotintas CO , tirpalas buvo paruo tas 1 val.
leid iant dujas &£ milli-Q vanden/E 2b temperatf3roje. —ioje temperatfl3roje CQlirpumas
yra 34 mM. CA koncentracija buvo 5400 nM, priklausomai nuo CA aktyvumo. Slopiklit
koncentracijos buvo 0.01 10000 nM, priklausomai nuo giminingumo karboanhidrazei. DMSO
kiekis tirpale buvo ma esnis nei 0.04%, tod°l CA aktyvumui netur®jo Atakos. Matavimai
pakartoti 2 kartus.
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3. TYRIMO REZULTATAI IR J APTARIMAS

—iame darbe buvo tirti p-pakeisti-benzensulfonamidai ir p-pakeisti-2,3,5,6-tetra uorbenzen-
sulfonamidai. Jt chemin®s struktros pateiktos 7 paveiksle. Junginiai tarpusavyje skiriasi
[2-hidroksietil]tio, propiltio arba [2-feniletil]tio pakaitu para- pad°tyje.

Al B1 A2 B2 A3 B3

7 pav. Darbe tirtt junginit chemin®s struktf3ros.

Slopiklit jungimasis su karoanhidraz®mis buvo i tirtas bio zikiniais metodais, o slopik-
linis efektyvumas fermentiniu metodu. —iame darbe did iausias d°mesys skiriamas termo-
dinaminiams tyrimams, o fermentinis metodas buvo naudojamas siekiant Asitikinti, kad nau-
dojamos karboanhidraz®s yra aktyvios ir tiriami junginiai slopina jt aktyvum .

3.1. Aktyvumo ir slopinimo tyrimai

Sustabdytos srov°s CQ hidratacijos metodu (SFA) buvo i matuotos CAl, 11, VII, XII ir
XIlI reakcijos greitit priklausomyb®s nuo skirtingt fermento ir slopiklit koncentracijt. Taip
pat tirta savaimin® CO, hidratacijos reakcija. Nustatyta, jog tiesiogin®s CQ hidratacijos
reakcijos greitio konstantkco, = 0,038 ( 0,005) s, o karboanhidraz®s i reakcij pa-
greitina apie 10° kartt. Greitio konstantos vert® sutapo su literatBros duomenimis Kco,
= 0,037 ( 0,002) s?! (Khalifah, 1971). Karboanhidraz®s katalizuojamos reakcijos greitis
tiesi kai priklauso nuo fermento koncentracijos (8 pav.).
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8 pav. Reakcijos greitio priklausomyb® nuo CAXIl koncentracijos. Paveiksle a pateiktos
pirmin®s kreiv®s, o b apdoroti duomenys.

Tyrimo metu buvo apskaitiuotos karboanhidrazit izoformt katalizin®s konstantoskcg; ir
palygintos tarpusavyje bei su literatl3ros duomenimis (9 pav.). Lyginant su prof. C. Supu-
rano duomenimis, tirtos CA pasi ymi apie 10 kartt ma esniu fermentiniu aktyvumu. Viena
I prie astit nevienodas reakcijos tirpalo pH. Tyrimai atlikti pradiniame pH 7,4, o litera-
tRroje nurodomas CA aktyvumas optimaliamepH, tatiau jo vert® nepateikta. Kita galima
prie astis | stelit prigimtis, i kurit i skirti fermentai. “prastai induolit | stel°se ekspre-
suojami fermentai yra aktyvesni, nei ekspresuojami bakterijose. Tyrime naudoti fermentai
gautii E. coli, o literatl3ros altinyje fermentt prigimtis nenurodoma. Pagal aktyvum nuo
did iausio iki maiausio tirtos CA isid°sto A toki pati eil, kaip ir nurodyta literat3ros
altinyje CAll, CAVII, CAXII, CAl ir CAXIII.

6 [ pH 7.4
10 E § § XY opt. pH

(Supuran et al 2008)

: \
10’ § §

i

CAI CAIlI CAVII CAXII CAXIII
Karboanhidrazé

9 pav. Karboanhidrazit aktyvumo palyginimas tarpusavyje ir su literatBros duomenimis
(Supuran, 2008).

Benzensulfonamidai slopina karboanhidrazit aktyvum . Kuo didesn® slopiklio koncent-
racija, tuo reakcijos greitis ma ja, kol susilygina su CQ savaimin®s reakcijos greitiu ir
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fermentas praranda 100% aktyvumo (10 pav.).

Optinis tankis

1.0 a
—CoO,
0 8 e e 1’20 HM AZM
TN e 0,60 uM AZM
-=- 0,30 uM AZM
0.6 1 === 0,15 uM AZM
VN 0,08 uM AZM
---- 0,10 uM CAXII
0.4
0.2
00 T T T 1
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Laikas, s

CA aktyvumas, %

100 -
A CAI
204 e CAVI
& CAXI
60
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R
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107 10® 10”7 10

AZM koncentracija, M

10 pav. Karboanhidrazit slopinimo acetazolamidu SFA duomenys. Paveiksle a pavaizduoti
CAXII slopinimo pirminiai duomenys, o b - CAIll (N), CAVII ( ), CAXII ( ) dozavimo
AZM kreiv°s.

SFA, kaip ir kituose fermentiniuose metoduosel,Cs, arba K; verkit nustatym riboja

fermento aktyvumas ir koncentracija tirpale. Buvo itirtas CAll slopinimas B1 junginiu
esant skirtingoms CAII koncentracijoms ir nustatyta, kadlC s tiesi kai priklauso nuo CAll
koncentracijos, ICsq = P/2 (11 pav.). Apie fermento perteklit byloja Hilo koe ciento h
vert®. Kai h>1, tirpale baltymo koncentracija yra per didel®, o nustatomalCsy neteisinga.
11 pav. pateiktame pavyzdyje, kai CAll koncentracijgfCAIl ] = 80 nM, tai h =2 ir ICg
= 40 nM. Taip pat, kai [CAIl ] =20 nM, tai h =1,5ir IC5 = 10 nM. Teisingai nustatyta
ICs0 = 4 nM, kadangi [CAIl ] =5 nM, o h = 1. Teisingos IC 5o vert®s nustatomos tik
tada, kai tirpale esantio aktyvaus fermento koncentracij&; < IC 5. CAIll yra aktyviausia
karboanhidraz® (9 pav.), tod® pavyko nustatyti io slopiklio 1Cso. Kitt karboanhidrazit

s veikos su stipriais junginiais|C 5o nustatym riboja jt ma esnis fermentinis aktyvumas.

S
[w=)
1

CAII aktyvumas, %

[\
(=]
1

o0
(=]
1

[*)
(=]
1

I
(=]
1

e

A 5nM CAIl
e 20nM CAI
¢ 80nM CAIl

— —T —T
10° 107 10°
B1 koncentracija, M

9

10°
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35-
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

CAII koncentracija, nM

11 pav. ICsp priklausomyb® nuo CAIl koncentracijos. Paveiksle a pavaizduotos dozavimo
B1 slopikliu kreiv®s, o0 b tiesin® 1Csq priklausomyb® nuo CAIl konc.

Karboanhidrazit aktyvumo ir slopinimo tyrimai patvirtino, kad naudojamos karboan-
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hidraz®s yra aktyvios ir benzensulfonamidai slopina jt aktyvum . Slopinimo konstantos
nustatym riboja fermento aktyvumas ir koncentracija tirpale.

3.2. Stebimoji termodinamika

—iame darbe naudojami du terminai termodinamikai apibdinti ,Stebimoj\ (angl. ob-
served ir , Tikrin°\ (angl. intrinsic ). Stebimaisiais parametrais vadinami tie, kurie nustatyti
atliktus eksperimentus tam tikrose s lygose inomos sudCties irpH buferiniame tirpale bei
temperatf3roje. Tikriniais parametrais vadinami nuo buferinio tirpalo sud®ties irpH nepri-
klausantys parametrai.

Terminio poslinkio (TSA) ir izoterminio titravimo kalorimetrijos (ITC) metodais buvo
I matuoti A(1-3), B(1-3) ir vaistinit preparatt acetazolamido (AZM) ir etokzolamido (EZA),
naudojamt glaukomai gydyti, s veikos su rekombinantin®mis mogaus karboanhidraz®mis |,
[, VII, XII, Xl stebimieji termodinaminiai parametrai s lygose, artimose ziologin°ms (50
mM Pi, 100 mM NaCl, pH 7, 37%0). TSA metodu nustatytos jungimosi konstantoK , vert°s
pateiktos 12 paveiksle.

11
10 EICAI_ CJCAIl_ IEECAVII [ CAXII Il CAXIII]

10°

Jungimosi konstanta, M!

f=2)

—
(en)

[S—
(e
w

Al B1 A2 B2 A3 B3 AZM EZA
Slopiklis vaistai

12 pav. A(1-3), B(1-3) ir vaistinit preparatt AZM ir EZA jungimosi su CAl, Il, VII, XII,
XIIl stebimosios jungimosi konstantosKy, (pH 7, 37 %o)

Nustatyta, kad uorinti benzensulfonamidai (B(1-3)) su visomis karboanhidraz®mis jun-
giasi 10 1000 Kkartt stipriau, nei ne uorinti slopikliai (A(1-3)), o jungimosi konstantos siekia
10'° eil . Taip pat ie slopikliai su CAl, CAll, CAVII, CAXIII jungiasi stipriau nei acetazo-
lamidas, o su CAl ir CAXIII stipriau nei etokzolamidas. Etokzolamidas yra stipresnis CA
slopiklis nei acetazolamidas, nes jungimosi konstanta su visomis CA yra didesn®. Bl ir B2
junginiai yra atrankf3s CAl, kadangi jt Ky su CAl yra apie 100 kartt didesn®, nei su kitomis
CA. 13a paveiksle pateiktos CAIl denatf3racijos kreiv®s, esant skirtingoms B1 junginio kon-
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centracijoms. Laisvo baltymo lydymosi temperat3ral,,, = 58,0 %o, 0 prisijungus slopikliui
Tm pakyla. Prid%us 200 M slopiklio stebimas 13,6%. terminis poslinkis. 13b paveiksle
pavaizduotos Al ir B1 slopiklit dozavimo kreiv®s. Did iausia junginio A1 koncentracija (200
M) pakelia T, iki 65,0 %0, 0 B1 - net iki 72,1%.. Lydymosi temperatf3ros nustatymo paklai-
da yra 0,2 %.. Baltymo terminis poslinkis yra proporcingas jungimosi konstantakK,. Kuo
didesnis terminis poslinkis, tuo didesnK . Al ir B1 slopiklit jungimosi konstantos skiriasi
daugiau nei 1800 kartt.

354
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13 pav. Al ir B1 slopiklit jungimosi su CAlI TSA duomenys. Paveiksle a pavaizduotos
CAIl B1 komplekso denatf3racijos kreiv®s, esant skirtingoms slopiklio koncentracijoms - O
M( ),11 M(N),39 M( ), 200 M ( ), o paveiksle b - A1 () ir B1 ( ) junginit
dozavimo kreiv°s.

[zoterminio titravimo kalorimetrijos eksperimentiniai duomenys patvirtino TSA rezulta-
tus, kad uorinti slopikliai jungiasi stipriau, nei ne uorinti. Deja, ITC metodu kokybi kai
galima i matuoti tik tuos K, dyd ius, kurie patenka /£ Wiseman c-faktoriaus ribas ¢t < 1000
(Lyg. 11). 14 paveiksle pateikti B1 ir Al slopiklit jungimosi su CAIll ITC duomenys. Al
jungimosi su CAIll eksperimentai atlikti su,VP-ITC\, o0 B2 - su,ITC200\ kalorimetru. Al
junginio atveju ¢ = 23, 0 B1 ¢ = 2250. Al slopiklio jungimosi konstant galima nusta-
tyti tiksliai, K, = 3,4 1P, nesc-faktorius patenka /E ribas, tatiau Bl junginio> 100Q
tod°l inoma, kad Ky, > 1 10, o tikslios vert®s i ios kreiv°s nustatyti ne/Emanoma. Ka-
dangi tiesioginis ITC metodas labai riboja stiprit s veikt Ky nustatym, tai tolimesniuose
skaitiavimuose buvo naudotos TSA metodu nustatytos , vert°s.

37



Laikas, min a Laikas, min b
0 20 40 60 80 100 0 10 20 30 40
004 \u. o 0.0- \ e et b Lk b )
"’y WWWWWW
g - S -0.11 DO
< -0.11 . = T
g ; g
S § S -0.21 w0 -
0+ I 04 ]
4 | |
g -2 n=084 7 é 4_ n=075 |
= ] Kb = 3,4E6 = Kb =8,5E7
£ 4 AH=-7247 2 AH=-9974 -
3 6 - Z 8] ]
4 J 7 [ ] !
_8 T T T T T T T T T -12 T T T T T T T T T
00 05 10 15 20 00 05 1.0 15 20
Molinis santykis Molinis santykis

14 pav. Al (a) ir B1 (b) slopiklit jungimosi su CAIll ITC duomenys. Paveikslo vir uje
pateikti pirminiai, 0 apatioje - integruoti duomenys.

TSA ir ITC metodu nustatytos K, pakankamai gerai koreliuoja tarpusavyje. 15 paveiksle
pavaizduoti ne uorintt benzensulfonamidt, kurit jungimasis silpnesnis, G duomenys, gau-
ti TSA (x ais) ir ITC (y ais) metodais. Eksperimentinit ta ki determinacijos koe cientas
R2 = 0;77. Did iausias neatitikimas tarp TSA ir ITC duoment buvo i matavus A2 ir A3
jungim si su CAI. Prie astys, d°l kurit skiriasi rezultatai, n°ra inomos, takiau A£domu tai,
kad ie junginiai yra atrankf3s CAl slopikliai.
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15 pav. Ne uorintt slopiklit A(1-3) jungimosi su CAI (), CAIl ( N), CAVII (), CAXII
() ir CAXII( H) Gibso energijt, i matuott TSA ir ITC metodais, palyginimas. Punktyrin®
linija ymi 1:1 model4E, o tiesi - eksperimentinit ta kt tendencijos linij , kurios determinacijos
koe cientas R? = 0:77.

—ie stebimieji parametrai nustatyti s lygose, artimoms ziologin®ms, tod®l galima tiketis,
kad mogaus organizme junginiai su karboanhidraz®mis s veikaus tokiu patiu giminingumu.
inoma, Adomu i siai kinti, kod®l vieni slopikliai jungiasi stipriau, nei kiti. Nustatyti gimi-
ningumo prie astis padeda tikrin°s termodinamikos analiz®.

3.3. Tikrin® termodinamika

Labai svarbu atkreipti d°®mes/ A tai, kad kalorimetrija matuoja tirpale vykstantit proce-
st suminius termodinaminius parametrus, Askaitant tirpiklio reorganizacij ir protonizacijos
rei kinius (Garbett and Chaires, 2012). —ie procesai privalo bf3ti atskirti nuo bendros jt
sumos tam, kad teisingai Avertinti tik slopiklio jungimosi su taikiniu reakcij . Tirpiklio reor-
ganizacija dar kol kas yra ma ai suprastas ir i tirtas procesas. —iame darbe toliau nagrin®jami
protonizacijos rei kiniai, kurie turi didel Atak stebimiesiems termodinaminiams paramet-
rams. Kaip pavyzdys pateikiami etokzolamido jungimosi su CAll stebimieji termodinaminiali
duomenys, gauti izoterminio titravimo kalorimetrijos (ITC) metodu eksperimentus atlikus
skirtinguose buferiniuose tirpaluose ipH.
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16 pav. EZA jungimosi su CAIl ITC integruotos kreiv°s, esant skirtingampH ir buferiniui
tirpalui. Ta kai ymi eksperimentinius duomenis, o linija vienos vietos jungimosi model4A&
(Lyg. 9). Paveiksle a pateikti duomenys, gauti Tris buferiniame tirpale, kapH 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, i matuotos entalpijos
reik m°s skyr°si 1,8 kartus d°l to, kad skirtinguosepH yra skirtingos reaguojant.it med iagt
frakcijos protonizuotoje/deprotonizuotoje formoje (16a pav.). Eksperimentus atlikus tame
patiame ar pana augpH tirpale, takiau skirtinguose buferiniuose tirpaluose H skyr°si 1,6
kartus (16b pav.). —iuo atveju reakcijos ilumos pokytis priklauso nuo buferinio tirpalo
deprotonizacijos entalpijos.

Sulfonamidinis slopiklis jungiasi su karboanhidraze tik bl3damas deprotonizuotoje formo-
je, o CA aktyviajame centre esanti vandens molekul® privalo bf3ti protonizuotoje formoje.
Priklausomai nuo molekul®°spK, ir buferinio tirpalo pH it formt frakcija tirpale keitiasi.
Siekiant Avertinti tik CA slopiklio jungimosi reakcijos tikrinius termodinaminius parametrus,
bl3tina prie tai nustatyti buferinio tirpalo, slopiklio ir prie CA aktyviajame centre esantio
cinko jono prisijungusios vandens molekul®pK ir jonizacijos entalpij  Hpor. . Buferinit
tirpalt parametrai skelbiami inynuose ir internete. Naujai susintetintt junginit parametrai
nustatomi atlikus titravimo rf3g timi/ armu eksperimentus arba naudojantis kompiuterin®-
mis skaitiavimt programomis. Karboanhidrazit pK, ir  Hpor: Nustatymas sudetingiausias,
nes reikia atlikti CA jungimosi su gerai charakterizuotu slopikliu izoterminio titravimo kalo-
rimetrijos eksperimentus keliuose buferiniuose tirpaluose ir platiarpél intervale. Slopiklit
ir CAll jonizacijos parametrt nustatymas apra omas sekantiuose skyreliuose.

3.3.1. Slopiklit pKj, ir deprotonizacijos entalpijos nustatymas

Slopiklit protonizacijos parametrams nustatyti naudojami keli bl3dai. JunginiopK, vert
galima suskait.iuoti naudojant programas Marvin, Maestro ir kt. arba Avertinti eksperimen-
ti kai atlikus titravimo armu/rl3g timi eksperimentus. —iame tyrime tokie eksperimentai
nebuvo atlikti, tod®°l remtasi darbo konsultant®s Dr. A. Zubrien®s nustatytais duomenimis:
uorinttjunginit  pK, =8,1, o ne uorintt  pK, =9,9 (25 %0). Junginit protonizacijos ental-
pijai Hpor: Nustatyti atlikti ITC eksperimentai. Junginys buvo mai omas su 1,5 ekvivalento
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natrio armo tirpalu, siekiant visi kai deprotonizuoti sulfonamidin grup, ir titruojamas
azoto rf3g timi. B3 junginio titravimo kreiv® pavaizduota 17 paveiksle. Pirmasis perfjimas
rei kia natrio armo pertekliaus titravim , o antrasis - junginio titravim .

Galia, pcal/s
[\
Entalpijos pokytis, kcal/mol

T T T 1 T T T T T
0 40 80 120 160 200 240 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
Laikas, min Molinis santykis

17 pav. B3 junginio titravimo rf3g timi ITC duomenys. Paveiksle a pavaizduoti pirminiai
duomenys, o0 b - integruoti duomenys.

Nustatyta, kad 37 %o temperatf3roje vist tirtt uorintt benzensulfonamidt deprotoniza-
cijos entalpija yra vienoda,Hyor. = 26,1 1,1 kd/mol (6,2 0,3 kcal/mol). —ios verts yra
pana ios, kaip ir klasikinit CA slopiklit, Hpyo: (AZM) = 18,8 kJ/mol (Baranauskien® and
Matulis, 2012),H . (EZA) = 27,6 kd/mol (Matulis et al., 2005). Ne uorintt benzensulfo-
namidt Hyo. nepavyko nustatyti, nes nesimato antrojo per°jimo d° jt auk tos pK, vert°s
( pPKa = 9,7 (37 %0)). Daryta prielaida, kad ne uorintt slopiklit  Hyo. yra tokia pati, kaip ir
uorintt junginit, nes visi benzensulfonamidai pasi ymi pana ia deprotonizacijos entalpija.

3.3.2. Karboanhidraz®s Il aktyviajame centre esantios vandens molekul®s pK 4
ir protonizacijos entalpijos nustatymas

Prie karboanhidraz®s |l aktyviajame centre esantio cinko jono prisijungusios vandens
molekul®s (CAZnH,0) pK, ir protonizacijos entalpija Ho: nNustatyta atlikus jungimosi su
etokzolamidu ITC eksperimentus dviejuose stipriai protonizacijos entalpija besiskiriantiuose
buferiniuose tirpaluose Tris ( Hyor = 47,5 kd/mol, 25 %o (Matulis, 2008)) ir Pi (( Hpror:
= 5,1 kdJ/mol, 25 %o (Matulis, 2008)), pH 5 10 intervale. Stebimosios jungimosi entalpijos

Hsten: priklausomyb® nuo pH pateikta 18 paveiksle.
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18 pav. EZA jungimosi su CAIl  Hgep: priklausomyb® nuo buferinio tirpalo sud®ties irpH.
Ta kai ymi eksperimentinius ta kus skirtinguose buferiniuose tirpaluose Tris () ir Pi( H),
linijjos ymi matematin/& modelZ (Lyg. 19), o punktyrin® linija tikrin jungimosi entalpij .

Stebimoji jungimosi entalpija Hgep: Yra bent kelit entalpijt suma - tikrin®s Hiikr:
sulfonamidinio slopiklio deprotonizacijos Hrso,nH,,» Vandens molekul®s, prisijungusios prie
cinko, protonizacijos Hcaznn ,o If buferinio tirpalo protonizacijos/deprotonizacijos Hyy. :

Hsteb: =  Hike + N1 Hgso,ne + N2 Heazon,o (N1 + N2)  Hpyr: (19)

“ila ng, ny - protont skaitius, kuris apskaitiuojamas pagal lygtis:ny =1  frso,nn » N2 =
f caznn ,0 + 1. Slopiklio deprotonizuotos formos ir CA protonizuotos formos frakcija tirpale
apskaitiuojama pagal modi kuot Hendersono ir Haselbacho lygt/:

10PH PKa Rso,nH

= 1+ 10PH PKa Rso,NH, (20)

fRSOZNH

10PH PKa caznH 0
2 (21)

fCAZnH 20 — 1+ 1opH pPKa caznH ,0

CAIl jungimosi su EZA stebimoji jungimosi entalpija Hgep: tame patiamepH, tatiau skir-
tinguose (Tris ir Pi) buferiniuose tirpaluose gali skirtis net 40 kJ/mol. Tikrin® jungimosi
entalpija Hq gali skirtis net 20 kJ/mol nuo  Hgep.. Stebimoji entalpija Tris ir Pi bufe-
riniuose tirpaluose sutampa, kapH 7,5 ir iame take Hgep: Vert® yra artimiausia  Hyg-
vertei. Tikrin® jungimosi entalpija, bei fermento pK, ir  Hpor. Nustatoma prie it eksperi-
mentinit duoment derinant 19 lygties model&£. —iame tyrime nustatyta, kad CAIl jungimosi
su EZA Hy, = 73,0 kd/mol 2,1 kJ/mol, CAIl aktyviajame centre esant.ios, prie cin-
ko jono prisijungusios vandens molekul’¢pK, = 7,1 0,2, Hpo: = 26,0 kd/mol 2,8
kJ/mol (25 %0). Jungimoji laisvoji Gibso energija, kaip ir entalpija, taip pat priklauso nuo
tirpalo pH, tatiau nepriklauso nuo buferinio tirpalo sud®ties. Ggep: priklausomyb® nuo pH
pateikta 19 paveiksle. Jame pavaizduoti ITC metodu gauti duomenys Pi ir Tris buferiniuo-
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se tirpaluose, kaic-faktorius patenka A ribas tarp 1 ir 1000, bei palyginimui parodyti TSA
rezultatai, gauti universaliame buferiniame tirpale. TSA matavimus atliko Dr. A. Zubrien®,
Dr. L. Baranauskien® ir M. Kionait®. Gibso energijos priklausomyb nuo pH apibRdina
.U\ formos modelis, kurio lygtis:

Gster: = RT IN(Kp tikr: Trso,nn Feazan ,0) (22)

Stebimoji G did iausia neutraliame pH, d°l didelit deprotonizuotos EZA ir protonizuotos
CAZnH,O formt frakcijt. Did%ant pH ma °a protonizuotos CAZnH,O frakcija, o ma °-
jant pH ma °ja deprotonizuotos EZA formos koncentracija, tod®l abiem atvejais stebimas
silpnesnis jungimasis. ITC metodu nepavyko tiksliai i matuotiK,, (arba G) pH intervale
6,5 8,5 d°l pernelyg stipraus jungimosi. TSA metodu n°ra ribt K, nustatymui, tod®l vert°s
nustatytos platiamepH intervale. Tuose patiuos@H TSA metodu nustatytos G yra iek
tiek didesn®s, nei ITC nustatytos. Derinant matematin& model/& (Lyg. 22) prie eksperimen-
tinit duoment nustatoma fermento pKj, ir jungimosi su slopikliu tikrin® jungimosi laisvoiji
Gibso energija Gy . —iame tyrime patvirtinta, kadCAZnH,O pK, = 7,1 0,2 ir nusta-
tyta, kad Gy = -58,2 kJ/mol 3,2 kJ/mol. Nei vienamepH take Ggep: Nora lygi
Giikr: , 0 skirtumas tarp it dyd it yra ma iausiai 7,1 kJ/mol.

e TSA
a5 Y e ITC Tris (I<c<1000)  #
v ITC_Pi (1<c<1000) §
o ¢
E 4 :
EF R
.M“ § ®
) ]
<
_55_
Tikrine AG
-60 : : : , ,
6.0 7.5 9.0
pH

19 pav. EZA jungimosi su CAIl  Ggep: priklausomyb® nuo buferinio tirpalo ir pH. Rezul-
tatai gauti TSA () ir ITC, dviejuose buferiniuose tirpaluose : PiH) ir Tris ( ), metodais.

CAll EZA jungimosi tikriniai parametrai buvo palyginti su publikuotais EZA jungimosi
su CAXII ir CAXIII duomenimis (1 lent.). EZA jungimosi su CAXII ir CAXIIl Ky (arba
G) beveik nesiskiria, takiau junginys stipriau s veikauja su CAXII, nes entalpinis ind®lis
yra didesnis. EZA su CAIl jungiasi apie 10 kartt stipriau nei su CAXII ir CAXIIIl. Be
to entalpija yra 22,4 kJ/mol ir 30,9 kJ/mol didesn® nei jungimosi su CAXII ir CAXIII
atitinkamai ir entropija yra stipriai neigiama. —ie duomenys parodo, kad vaistas yra labiau
atrankus CAll, nei CAXII ir CAXIII.
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1 lentel°. EZA jungimosi su CAIl, CAXII ir CAXIII tikrinit parametrt palyginimas.

CA Ky, M!1? G, kd/mol H, kJmol T S, kdJ/mol

CAll 1,6 10%° -58,2 -73,0 -14,8
CAXIl2 23 10 -53,5 -50,6 2,9
CAXIlI® 1,8 10 -52,8 -42,1 10,7

a Vertés paimtos id (Jogaité et al., 2013) daltinio;

b Vertés paimtos id (Baranauskiené and Matulis, 2012) daltinio;

3.3.3. Tikrinit parametrt skaitiavimai

Karboanhidrazit s veikos su sulfonamidiniais slopikliais tikrinit termodinaminit para-
metrt nustatymui n°a bf3tina atlikti eksperimentus skirtinguose buferiniuose tirpaluose ir
platiame pH intervale. Juos galima apskaitiuoti prie tai nustatius slopiklit ir baltymt
PKa ir  Hpwor, ir taikant 19, 22 lygtis. Skaitiavimt pavyzdys gra kai pavaizduotas 20
paveiksle. Pirmiausia apskaitiuojamas protont skaitius; ir n, pagal tirpalo pH ir slopiklit
bei CAZnH,O pK, vertes (Lyg. 20, 21). Tuomet nustatoma kiekvienos tirpale vykstantios
protonizacijos reakcijos entalpija Hpor: (SChemoje Hpor: Skaitiavimai parodyti po rodyk-
I°mis). Kalorimetri kai i matuota stebimoji entalpija yra vist tirpale vykstankit protoniza-
cijos entalpijt suma (Lyg. 19). Tikroji slopiklio jungimosi su fermentu entalpija nustatoma
I tikrin®s jungimosi entalpijos at°mus kiekvienos protonizacijos reakcijos entalpijas. —iuo
atveju stebimoji Hgen: = 36,2 kd/mol, o tikrin® Hkr = -45,3 kd/mol. —it entalpijt
skirtumas (9,1 kJ/mol) n°ra labai didelis, nes B2 ir CAll pK, vert®s yra artimos pH.

HPO,* H,PO,”
2,88 kJ/mol x (—(),89)52,56 kJ/mol

H* n,=-0,89 pH 7, 37 °C
F F
0 ? 0
K, =79 I
0 -26,1 kJ/mol x (~0,89)= 23,2 kJ/mol 0
F F
H,0

23,5 kJ/mol x (0,56)= -13,2 kJ/mol 0 . .

F F
K, =69 \ { H ¢
CA-@--OH' p?— CA—@——HQO CA--@N—%AQ—S\/\

HJr n,= 0,56

A[rHvtebimuji = '36,2 kJ/mol
H,PO, HPO42' ApH igyoji= -45,3 kJ/mol
2,88 kJ/mol x (0,56)= 1,61 kJ/mol

20 pav. B2 slopiklio jungimosi su CAIl schema pH 7, 37 %o).
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—iame tyrime eksperimenti kai nustatyti tik CAIl ir naujai susintetintt junginit pKj ir
jonizacijos Hy. , takiau termodinamin® analiz® atlikta ir su karboanhidrazit 1, VII, XlI,
XlIlizoformomis bei klasikiniais slopikliais. —it CA ir slopiklit min®tus parametrus ankstiau
buvo nustat kolegos. Parametrt vert®s pateikiamos 2 lentel%e.

2 lentel°.  Karboanhidrazit aktyviajame centre esantios, prie cinko prisijungusios van-

dens molekul®°sCAZnH,0 ir slopiklit sulfonamidin®s grup®s pK, ir protonizacijos entalpijos
Hporor: vertes 25 %o ir 37 %o temperatrose. Pajuodintu riftu pa ym°ti darbe nustatyti

parametrai, o pasvirusiu apskaitiuoti. Kiti parametrai paimti i literatBros altinit.

CA/slopiklis  pKa (25%) pPKa (37 %)  Hpor (25%)  Hpror (37 %)

CAI-Zn-H,0 8,5 8,3 33 30,5
CAIl-Zn-H ,0 7,1 6,9 26 23,5
CAVII-Zn-H ,O 7;1° 6,9 3P 30,5
CAXII-Zn-H ,0 7,0° 6,8 28 25,5
CAXIlI-Zn-H ,O 8,3 8,1 26" 23,5
A(13) 9,9° 9,7 26,1

B(13) 8;1° 7,9 26,1
EZA 8;0¢ 7,8 29,5 27,6

AZM 7,3 7,1 23,0f 18,8

a Dr. D. Matulio nepublikuoti duomenys;

b Vertés paimtos id (Pilipuityté, 2010) daltinio;

¢ Vertés paimtos i6 (Jogaité et al., 2013) daltinio;

d Vertés paimtos id (Baranauskiené and Matulis, 2012) &altinio;
€ Dr. A. Zubrienés nepublikuoti duomenys.

 Vertés paimtos id (Ladbury and Doyle, 2005) daltinio;

Karboanhidrazit ir slopiklit protonizacijos parametrai buvo nustatyti 25 %o tempera-
tRroje, o jungimosi tyrimai atlikti ziologin®je 37 %o temperatf3roje. D°l ios prie asties
reik®jo perskaitiuoti parametrus 37%. temperatf3roje. pK, vert® skirtingose temperatf3roje
apskaitiuojamos pagal modi kuot van't Hofo lygtZE:

pKaz _ Ig(e H(RTTz T1) 4in(10  PX al)) (23)

Protonizacijos entalpija Hpor: Skirtingose temperatf3rose apskaitiuojama pagal Kirchhofo
d°sn/E:
Hprot:2 = Hprot: 1+ Cp(TZ T1) (24)

Vandens deprotonizacjos ilumin® talpaC, = 206,7 J/mol (37 %o) (Olofsson and Hepler,
1975). Daryta prielaida, kad prie cinko prisijungusios vandens molekul%, yra tokia pati
kaip ir laisvos vandens molekul®s. Bet®, labai ma ai keitia termodinaminius parametrus,
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tod®l netiksli jos reik m° beveik nekeistt duoment.

Remiantis apra ytais dyd iais buvo apskaitiuoti 4-pakeist-benzensulfonamidt ir 4-pakeis-
t-2,3,5,6-tetra uorobenzensulfonamidt tikriniai jungimosi parametrai. Gauti rezultatai pa-
teikti struktf3ros termodinamikos s ryio em°Clapio (21 pav.) ir termodinaminio optimiza-
vimo kreiv®s (22 pav.) irai kose.

Struktros termodinamikos sryio em°Clapyje matyti tendencija, kad prie hidro lin/&E
pakait para- pad®tyje turintio junginio prijungus uoro atomus padid®ja palanki entalpija
su visomis CA (i skyrus CAVII, tatiau jos H pokytis patenka A paklaidt ribas), o prie
hidrofobinius pakaitus para- pad°tyje turinkit junginit prijungus uoro atomus CAIl, CAXIII
atveju palanki entalpija padid®a, o CAIl, CAVII, CAXII atveju suma %a. Fluoro atomt
prijungimas did iausi Atak daro CAl, kadangi palanki entalpija i skirtinai padid®a 18,7
kJ/mol (A3 ! B3), 32,5 kdJ/mol (A2 ! B2) ir net 41,1 kJ/mol (A1 ! B1). Stipriausiai
jungiasi hidro lin&E pakait para- pad®tyje turintis junginys. Daugeliu atveju laisvoji Gibso
energija beveik nekinta, did iausias skirtumas yra 8,9 kJ/mol.

Stebimieji termodinaminiai parametrai rodo, kad uorinti slopikliai jungiasi 10 1000 kar-
tt stipriau, nei ne uorinti (12 pav.). Tai b3tt 5,9 17,8 kJ/mol skirtumas G atvilgiu.
Remiantis tikriniais parametrais, did iausias skirtumas buvo 8,9 kJ/mol ( G). Vadinasi
K skiriasi tik 32 kartus (Lyg. 1). Kadangi 37 %o temperat3roje uorintt junginit pK, =
7,9, o neuorintt  pK, =9,7 (2 lent.), neutralaus pH tirpale uorintt slopiklit deprotoni-
zuotos formos frakcija yra ymiai didesn® nei ne uorintt junginit, ir stebimas iki 1000 kartt
jungimosi konstantt skirtumas. Tikriniai termodinaminiai parametrai nepriklauso nuo tir-
palo pH ir leid ia atpa inti svarbius slopiklio struktrinius pokytius, kurie lemia stipresn/
jungim si.

Termodinaminio optimizavimo kreiv® vaizd iai parodo kiekvieno CA slopiklio jungimosi
entalpijos ( H) ir entropijos (T S) ind°l&£ 4 laisvj Gibso energija (22 pav.). —i kreiv°
apra yta literatBros ap valgoje. Rezultatai rodo, kad tirti junginiai silpniausia s veikauja su
CAXIl, nes G maiausia( G 50 kJ/mol) ir susideda i nedidelio palankios entalpijos
ir palankios entropijos ind®lio. Junginiai iek tiek stipriau jungiasi su CAVII (K4 apie 10
kartt ma esn®), nes vyrauja didesnis entropijos ind®lis, nei CAXII atveju, tatiau entalpija
yra panai kaip ir CAXIl (  H 30 kJ/mol). Slopikliai pasi ymi didesniu giminingumu
CAll ir CAXIIl. Nors jt K4 yra tos patios eil°s kaip ir CAVII, takiau entalpinis ind®lis yra
palankesnis daugiau nei 10 kJ/mol. Fluorinti slopikliai yra atrank3s CAl, nes jiK 4 yra bent
10 kartt ma esn®, nei su kitomis CA, ir siekia 10 pM eil . B1 slopiklis pasi ymi ypatingai
dideliu gimingumu ir atrankumu CAI, nes i siskiria i kitt ypat palankia entalpija ( H =
-86,7 kJ/mol), kuri yra dalinai kompensuojama nepalankios entropijos £nau (1S = 21,9
kJ/mol).
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21 pav. Strukt3ros termodinamikos s ry io em°lapis. Prie junginio yra pateikti tikriniai
jungimosi parametrai, kJ/mol. Matavimt paklaida iki 5,3 kJ/mol. Vir rodyklit esantys
parametrai rei kia ,ilotos\ (ali) / ,pralaim°tos\ (raudoni) energijos kiek4, prie slopiklio
prijungus uoro atomus. X parodo skirtum tarp dviejp X dyd it
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22 pav. Slopiklit termodinaminio optimizavimo kreiv®.

Dalis mokslininkt yra link netik®ti bio zikinit metodt duomenimis. D°l ios prie asties
svarbu gautus rezultatus palyginti su fermentinio metodo rezultatais, siekiant patvirtinti
bio zikinit metodt patikimum . Taip pat kelit metodt naudojimas sumaina klaidingo
duoment interpretavimo tikimyb .

3.4. Bio zikinit ir fermentinio metodt duoment palyginimas

TSA ir ITC metodais nustatytos disociacijos konstantomisK 4 buvo palygintos su SFA
metodu nustatytomis slopinimo konstantomis kC s, K;)(3 lent.).

3 lentel®.  Slopiklit jungimosi su CAIl duoment, gautt SFA, TSA, ITC metodais palygi-
nimas

Slopiklis | Kj, nM (SFA) 1Csp, NM (SFA) Kg4, nM (TSA) Ky, nM (ITC)
Al| 21,2 5,0 60 14 125 29 330 45
B1| 1,41 0,50 40 14 11,1 3,1 <12
AZM 106 1,2 30 35 41,7 2,6 52,4 84
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 CAll jungiasi bent 10 kartt stipriau, nei
ne uorintas junginys Al. ICgg ir K4 vert®s skiriasi iki 5,5 kartt. Kadangi CAll atveju K; =
ICs0/2,8 (Lyg. 16), tai skirtumas tarp K; ir Kq4 verkit yra iki 15,4 kartt. —iuos skirtumus
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gali lemti temperat3ros Ataka, kadangi SFA eksperimentai atlikti 2&, o TSA ir ITC
37 %o temperatf3roje. Fermentinio metodo rezultatai patvirtino, kad bio zikiniais metodais
nustatomos teisingos giminingumo konstantos.
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|I—VADOS

1. Tirtas karboanhidrazit izoformas pagal aktyvum galima id°styti tokia aktyvumo
ma °jimo tvarka: CAll, CAVII, CAXII, CAI, CAXIII.

2. 4-pakeisti-benzensulfonamidai ir 4-pakeisti-2,3,5,6-tetra uorobenzensulfonamidai slo-
pina karboanhidrazit aktyvum . Slopinimo konstantos yra nanomolin®s eil°s, jt nu-
statym riboja CA aktyvumas ir koncentracija tirpale.

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

4. D°l ma esn®s pK, vert°s ziologin°se s lygose uorinti benzensulfonamidai jungiasi su
karboanhidraz®mis stipriau, nei ne uorinti slopikliai. Taip pat uorinti slopikliai su
karboanhidraz®mis I, Il, VII, XIll jungiasi stipriau nei vaistinis preparatas acetazola-
midas, o su karboanhidraz®mis I ir XIlI stipriau nei vaistas etokzolamidas.

5. Nustatyti prie CAll aktyviajame centre esantio cinko jono prisijungusios vandens mo-
lekul®s bei slopiklit parametrai (pKj ir jonizacijos entalpija), kurie leid ia apskaitiuoti
s veikos tikrinius termodinaminius parametrus.

6. Remiantis tikriniais termodinaminiais parametrais uorinti benzensulfonamidai yra
atrankf3s karboanhidrazei I, o vienas i tirtt slopiklit - 2,3,5,6-tetra uor-4-[(2-hidrok-
sietil)tio]benzensulfonamidas - pasi ymi ypatingai dideliu giminingumu ir atrankumu.
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