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SANTRUMPOS
ANS — 1, 8-anilinonaftaleno sulfonatas;

CA — karboanhidrazé;

CARP —j karboanhidraze panasus baltymas (angl. CA-related protein);

¢ — koeficientas kalorimetrijoje, parodantis reakcijos pilnuma;

EZA - etokzolamidas

ITC — izoterminé titravimo kolorimetrija (angl. Isothermal Ttitration Calorimetry);
Kp — jungimosi konstanta;

Keat/ Km — katalizinés ir Michaelio-Menten konstanty santykis;

Kq — disociacijos konstanta;

Ki — slopinimo konstanta;

n — stechiometrija;

SAR - struktiiros-aktyvumo koreliacija (angl. Structure-activity relationship);
T — temperatiira;

Tm — baltymo lydymosi temperatiira;

TSA — terminio poslinkio metodas (angl. Thermal Shift Assay);

AC; — Siluminés talpos pokytis;

AH — entalpijos pokytis;



IVADAS
Vaisty kiirimas yra ilgas procesas, apimantis daug skirtingy mokslo kryp¢iy. Jis

prasideda naujo taikinio, atsakingo uz ligg, identifikavimu ir baigiasi naujos efektyviai gydyti
gebancios, molekulés sinteze. Kad visa tai bty pasiekta, reikia daugybés skirtingy mokslo
kryp¢iy, galin¢iy atlikti atskirus Zingsnius vaisto kiirimo proceso metu, jtakos (Chene, 2012).
Viena i$ tokiy kryp¢iy yra termodinamika, suteikianti daug svarbios informacijos apie
Jjunginio ir taikinio sgveikos energetika.

Termodinaminis ligando-taikinio jungimosi charakterizavimas pariipina svarbios
informacijos apie molekuliniy rysiy susidaryma vykstant jungimuisi. Sio proceso supratimas
ir jo optimizavimas, atsizvelgiant j struktarines taikinio ir ligando savybes, yra pagrindas
s¢kmingam vaisty kairimui (Holdgate et al., 2010).

Biofizikiniai metodai gali turéti jtakos Sio proceso vystymui. Technologijos pastaraisiais
metais sparciai plétojosi, todel patikimumas, naSumas, auksta kokybé ir prieinamumas leidzia
rinktis daug metody, svarbiy modernioms vaisty paieskoms.

Visapusiska termodinaming¢ analiz¢ yra biitina vaisty kiirimo procese tam, kad biity
pagreitintas vaisto, turin¢io optimalias energetines saveikas, kiirimas (Garbett & Chaires,
2012).

Baltymy duomeny banke yra daugiau nei 7000 baltymuy, i$ kuriy apie 800 turi unikalias
strukttiras. Visos jos gali biiti naudojamos vaisty karimui (Amzel, 1998).

Vieni 18 tokiy baltymy yra karboanhidrazés (EC 4.2.1.1). Tai placiai paplitg cinko
fermentai, randami tiek prokariotuose, tiek eukariotuose. Zmoguje yra 12 aktyviy §io
fermento izoformy. Jie yra efektyvis katalizatoriai anglies dioksido hidratacijai j bikarbonato
jong ir protong, vaidinantys svarby vaidmenj pH homeostazéje, elektrolity sekrecijoje, jony
transporte, biosintetinése reakcijose (Winum, 2009).

Per didelé kai kuriy izoformy ekspresija gali sukelti fiziologiniy funkcijy sutrikimus ir
prisidéti prie tokiy patologiniy procesy kaip naviko vystymasis ar skysciy kaupimasis akyje
(glaukoma) (Hynninen et al., 2011), todél Sio fermento slopinimas reikalingas daugelio ligy
gydymui (Baranauskiené & Matulis, 2012).

Biotechnologijos institute Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje pagrindinis
démesys skiriamas prie§vézinio taikinio ir jo slopiklio sgveikos analizei. Veikla apima
taikiniy — rekombinantiniy karboanhidraziy bei kar§¢io Soko baltymy — gamyba, slopikliy
Siems taikiniams sintezg¢ bei jy saveikos matavimus, stengiantis jvertinti termodinaminiy

parametry ir struktiiros koreliacijas. Magistro studijy metu atlikau baltymo-ligando jungimosi



pateikiami ir Siame darbe) bei 5 stendiniy prane$imy tarptautinése konferencijose
bendraautore. Atlieku Latvijos Organinés sintezés institute Organinés chemijos skyriuje
sintetinamy karboanhidraziy slopikliy matavimus izotermings titravimo kalorimetrijos ir
terminio poslinkio metodais taip prisidédama prie mokslinio Baltijos Saliy bendradarbiavimo
palaikymo. Siame institute susintetinty slopikliy jungimosi termodinaminiai parametrai ir yra
analizuojami Siame magistriniame darbe.

Sio darbo tikslas — jvertinti sulfonamidiniy tiofeny bei sachariny saveikas su
karboanhidraziy I, II, VII, XII ir XIII izoformomis.

Siam tikslui pasiekti buvo iskelti tokie uzdaviniai:

. ISmatuoti karboanhidraziy I, II, VII, XII ir XIII jungimasi su sacharininiais ir
tiofeniniais sulfonamidais terminio poslinkio bei izoterminés titravimo kalorimetrijos
metodais.

. Ivertinti termodinaminius jungimosi parametrus.

. Apskaiciuoti tikrinius jungimosi termodinaminius parametrus.

. Palyginti sacharininiy ir tiofeniniy sulfonamidy jungimasi.

. Palyginti i§matuotus ir tikruosius jungimosi termodinaminius parametrus.

. Ivertinti junginiy funkciniy grupiy jtaka jungimuisi.

. [vertinti junginiy atrankumg karboanhidrazés izoformoms.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Karboanhidrazés
Karboanhidrazés (angl. Carbonic anhydrases, CA, EC 4.2.1.1) priklauso liaziy $eimai.

Tai yra cinka turintys fermentai, kurie katalizuoja griztama reakcijg tarp anglies dioksido
hidratacijos ir bikarbonato dehidratacijos (CO, + H,O << HCO; + H ™). Anglies dioksidas
(COy) yra pagrindinis metabolitas visuose gyvuosiuose organizmuose. Jis egzistuoja
pusiausvyroje su bikarbonatu (HCO;'), kuris yra silpnai tirpus lipidinéje membranoje.

Anglies dioksidas gali laisvai difunduoti j Igstele ir i$ jos, o bikarbonatas turi biiti
transportuojamas. Bikarbonato vertimas j anglies dioksidg palengvina jo pernasg j Iastelés
vidy, o ten ji iSlaikyti padeda CO; vertimas ] bikarbonatg. Grjztamasis anglies dioksido
virtimas bikarbonatu fiziologiniame pH vyksta Iétai, todél organizmas gamina fermentus $io
proceso pagreitinimui (http://www.ebi.ac.uk/interpro/potm/2004_1/Pagel.htm): anglies
dioksido hidratacijos grei¢io konstanta yra 8,5-10°M™s™, 0 ia reakcija katalizuojant
aktyviausiai karboanhidrazei (CA 11) kea/Km verté siekia 1,5-108 M™s™ (Elder, 2004).

Sie fermentai ne tik palengvina anglies dioksido ir protony transporta per biologine
membrang, bet dalyvauja ir daugelyje kity procesy, tokiy kaip kvépavimas ir fotosintezé
eukariotuose ar cianato degradacija prokariotuose. Karboanhidrazés gali panaikinti
vidulastelinj pH gradientg. Tai svarbu, norint palaikyti pastovy ragstinguma
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/potm/2004_1/Pagel.htm). Augaluose ir kai kuriose bakterijose
CA izofermentai vaidina svarby vaidmenj fotosintezes ir kitose biosintetinése reakcijose

(titnagdumbliuose dalyvauja anglies dioksido fiksacijoje) (Supuran, 2010).

1.1.1. Karboanhidraziy klasés
Yra zinomos 5 genetiSkai skirtingos CA klasés: a-, B-, y-, 6-, {. Vis0s jos yra

metalofermentai. a-, B- ir 5-CA aktyviajame centre turi Zn(Il) jonus, y-CA, greiciausiai, turi
Fe(IT) (bet yra aktyvis esant Zn(II) ar Co(II) jonams), o {-CA klasé turi Cd(11) arba Zn(Il).
Tretiné $iy penkiy CA klasiy struktiira labai skiriasi viena nuo kitos: a-CA yra monomeriniai
baltymai (retai dimerai), B-CA gali bati dimerai, tetramerai ar oktamerai (Supuran, 2010)
(Sios klasés fermentai turi 4 cinko jonus, sukuriancius keturias galimas fermento aktyvias
sritis (http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=49)). y-CA yra trimerai, o - ir {-CA,
manoma, jog yra monomerai. Nors §iy skirtingy klasiy nariai turi labai mazai sekos ar

struktiiros panaSumy, bet atlicka tg pac¢ig funkcija (Supuran, 2010).


http://www.ebi.ac.uk/interpro/potm/2004_1/Page1.htm
http://www.ebi.ac.uk/interpro/potm/2004_1/Page1.htm
http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=49

a-CA yra randamos zinduoliuose, pirmuonyse, dumbliuose, zaliy augaly citoplazmoje ir
kai kuriose bakterijose. f-CA daZniausiai aptinkamos bakterijose, dumbliuose, vienaskil¢iy ir
dviskil¢iy augaly chloroplastuose, taip pat daugelyje gryby ir kai kuriose archéjose. y-CA
randamos archéjose ir kai kuriose bakterijose. 6- ir {-CA rastos tik jiiriniuose
titnagdumbliuose (Supuran, 2010).

a-CA klasés izofermentai labiausiai tyrin¢jami lyginant su kitomis izoformomis, nes yra
placiausiai paplite ir tai yra vienintelé Siy fermenty klas¢, kurios raiska vyksta Zzmoniy
audiniuose ir organuose (Ohradanova et al., 2012). Siame darbe taip pat pagrindinis démesys
skiriamas $iai klasei.

Be to, kad vykdo anglies dioksido hidratacijg (1.1 lentelé, 1 reakcija), a-CA dalyvauja
tokiose reakcijose kaip cianato hidratacija j karbamo ragstj (1.1 lentelé, 2 reakcija) arba
cianamido j Slapalg (1 lentelé, 3 reakcija), aldehidy hidratacija j gem-diolius (1.1 lentelé, 4
reakcija), karboksiliniy ar sulfoniliniy riig§¢iy esteriy hidrolizé (1.1 lentelé, 5 ir 6 reakcijos),
taip pat ir kituose maziau istirtuose hidrolitiniuose procesuose, kuriuose halidali,
chloroformatai ar sulfonilchloridai veikia kaip substratai (1.1 lentelé, 7-9 reakcijos) (Truppo
etal., 2012).

1.1 lentelé. a-CA vykdomos reakcijos (Aggarwal, Kondeti & McKenna, 2013)
1. 0=C=0+H,0 «» HCO, + H*

. 0=C=NH + H,0 « H NCOOH

. HN=C=NH + H,0 +» HNCONH,

. RCHO + H,0 « RCH(OH),

. RCOOAr + H,0 «+ RCOOH + ArOH

. RSO Ar+ H O «» RSO,H+ ArOH

- ArF + HO =+ HF + ArOH
Ar = 2,4 - dinitrophenyl

. PhCH,0COCI + H,0 +» PhCH,0H + CO,+ HCI

9. RS0,A+H,0+RSOH + HCI
R = Methyl or Phenyl (Ph)

o - T T " e

[ =]

1.1.2. Karboanhidraziy struktiira ir homologija
Zinduoliuose buvo istirta 16 CA izofermenty (McDevitt & Lambert, 2011). Zmogaus

organizme jy yra 15, i$ kuriy dvylika — kataliziskai aktyvios (Aggarwal, Boone, Kondeti &
McKenna, 2013).
Kam organizmui reikia tiek daug CA izoformy vis dar lieka neaisku. Daugelyje audiniy

izoformy yra gausu ir jos viena su kita susijusios, bet yra keletas audiniy ar organy, kur



dominuoja tik viena ar dvi (pvz., dauguma hipoksiniy naviky turi tik CA IX ir /arba XI1);

kepenyse dominuoja CA VA ir X1V, ir t.t.) (Supuran, 2011).

pav.). CA seky ilgis yra 260-459 aminortgstys. (Hassan et al., 2013).
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SIDE GRPHGIAIIALFVOQIGE-EHVALEAVT--EILQDIQYEGEEETIPCFHNFPNT 205
BEVDE GRFEELAVLAAFLEEG--FEENSAYEQLLERLEEIAEEGSETQVFGLDISA T8

NVTE,| KEPHGLVVVEIFIEVEDESHNFFLNRENLENROTITRITYENDAYLLQGLNIEE 224
HFSA RGPNELAI LS L VHNYASTENFFLERLLNROTITRISYENDAYFLOQDLELEL 198
DAST| HESEGLAVLAVLIEWMNG-~--SFNFEYDEIFEHLOQHVEYEGQEAFVPFGFNIEE 185
EFVE HEFDELAVLGVFLOIGE- FNSQLOKIT--DTLDSIKEEGEQTRFTHNFDLLSE 184
ELEE| ERFUGLAVLGILIEVG-~-ETENIAYEEILEHLEEVRHEDQETEVPPFNLRE 185

mEHEHENEANEINANNAN

Visy zmogaus karboanhidraziy seky palyginimas parodé zenkly $iy seky panasuma (1.1
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CAHL
CRHZ
CAH3
CAH4
CAHSA
CRHSE
CAHE
CARHT
CAHE
CAHS
CAH1O
CAH11
CAM12
CAH13
CAH1A

CAHL
CAHZ
CAHZ
CAH4
CAHSA
CAHSE
CAHE
CAHT
CAHS
CAHSI
CAHLOD
CAH11
CAHL1Z
CAH13
CAHL4

LL
LL
LF
LL
LL
LM
ML
LL
LL
LL
LY
LF
LL
LL
LL

---8LDFWT
===FLDY¥WT
---CROD¥WT
EERLRHYFER
---CHDYWT
===CPDYWT
N--LQHYYT

===GREYWT
FL-LEDYWY
D==FERYFQ
T---S5FIT
B===FEFIT
R--TAEYYER
-~ ==BWDYWT
Q0--LGQYFER

P
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P

o
AQFRELLENVEGDMAVE
LEFRELNFNGEGEFEEL
AKLRELLESAENEPEVE
LAFSQELYYDEEQTVS -
SAFRTLLFSALUEEEKRM
EQFRTLLFTSEGEEEER
WELENSLLDHRNE- - - -
GRFRSLLFTSEDDERIH
EEFRRLETHVEGAELVE
HTLEDTLWGPGDS = ===
HELRLLEQNQFSQIFLSE
HELRLLEQNFPEQIFQS
LALETALYCTHMODESE
AEFRELLCTAEGERAAF
EELQETLFSTEEE-FS-

ICKESISVESE
VLEEPISVSESE
LLEEFMTVEESD
VFREPIQLHRE
IQKEFVEVAFRE

IIREQFVEVDHD
VLADEVELSRT
VLEEPICISER
LEFRYFLTISQL
VFNQTVHLSAE
IMNEFVYITEM

TLIDRALNITSL
VEFRNEVQISQE

IVLEQPINISSQ
VFYRREQISME

GCDGEILEDHF
----RLQLNF

==-ELLVQNY

[l B T B B -

L G PR AEF - - - - - - - - m oo m e e e
PLENEOIRABR - ---=-----=---ccccccccmmseeem————-
B M R A B PR - - - - - - - - - - - oo oo
QLGQ NIKEGAFGRFLFWALFALLGPMLACLLAGFLE-~~~-==~=~
FLMHREVWASF - -------QATNEGTRS
PLMNRTVRASSFRHDYVLNVQAEFEFATSQATF

P LRV ESHP P - - - —— - - - - - -----__-
FLEGRYVEABFRA-~---=----=--==-s---mmmmmm == ===
PLE DR IR ARP - - - - - - oo -ccceocccccccccccooaa-
FPLMNG IEASFPAGVDESSPRAAEFPVQLNSCLAAGDILALVFGLLFA
PLNMEC IR THINFELGEEDC PN RAGKELQYRVHEWLLE----—- -~
FLAR LRGNRDPREFERRC-~--ROPHNYRLEVDGVFHGR-~-~-~-~-~-~
EFDERLYYTSFSQVOVETARGLELG - - -

FLEQG WNRABFH---=---=------- s e e e mm - m == === ==
PLHORHVFASFIQAG----S8YTTG---

~IILSLALAGILGICIVV

~EMLELG-VEILVGCLCL

240
233
FEE]
247
234
243
240
243
263
333
281
2586
243
241
241

160
2589
259
254
167
284
275
264
189
igs
ize
ol
196
262
269

1.1 pav. Zmogaus karboanhidraziy izoformy aminoriigi¢iy seky palyginimas. Sekos, vienodos
visoms CA izoformoms, pazymétos tamsiai pilka, maziau sutampancios $viesiai pilka
spalvomis. Sutampantys histidinai (koordinuojantys metalo jong) pazyméti zaliai. Aktyvios
sritys pazymétos raudonai. Vandenilio prisijungimo akceptorius treoninas pazymeétas Sviesiai
mélyna spalva. Antrinés struktiiros elementai yra pazyméti vir§ amino rtig§¢iy sekos, kur
kilpas sudarancios aminortig§tys pazymétos juoda linija, B klostés Zaliomis juostomis, o o
spiralés raudonomis rodyklémis (Hassan et al., 2013).

Antrings struktiiros analizé parodé¢, kad CA I, CA I ir CA III turi labai didelj panasuma

(1.2 lentelé). Beveik visos CA turi dvi identi$kas polipeptidines grandines, i§skyrus CA 11,
CA Il ir CA VIII, kurios turi 1 granding, ir CA IX, kuri sudaryta i§ 4 grandiniy.

1.2 lentelé. CA seky panaSumai isreiksti procentais(Hassan et al.,
2013).

CAs CAl CAll CAlll can CAVA CAVE CAVI cAavil CAVII CALY CAX, CAXI CAXI CAXI CAIV
cal 100

can &0 00

CAln 53 58 100

can 30 i3 k1] 100

CAVA 47 30 45 23 100

CAVE 46 52 43 23 58 100

f= 31 33 32 26 7 4 100

v 30 36 40 n 48 49 34 100

CAVIR 39 40 L] 7 i3 34 28 41 100

CALX a a3 0 5 ko 6 35 B 3l 100

CAX 26 18 7 3 14 4 19 Fo) 7 20 100

A 25 30 8 2 24 26 18 F..] 28 21 30 100

cAxn EL 34 3 26 27 23 az w 28 38 21 19 100

CAxIn 59 59 57 8 6 a7 33 i 39 34 a7 7 33 100

CAXIY 34 335 34 5 sl 5 32 5 7 7 19 3 a0 7 100

Dauguma CA izoformy (iSskyrus VI, IX ir XII) egzistuoja kaip monomerai, sudaryti i§

7 desinio sukimo a spiraliy ir susukty B klos¢iy, suformuoty is 10 B gijy (2 paralelés ir 8

antiparalelés) (Aggarwal, Kondeti & McKenna, 2013) (1.2 pav.).
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1.2 pav. Karboanhidrazés II struktiirg vaizduojantis modelis. Centre esantis cinko jonas
pavaizduotas kaip violetinis apskritimas, koordinuojamas trijy histidiny ir hidroksido jono.
Nurodyti N- ir C-terminaliniai domenai. Raudonai pazymétos a-spiralés, geltonai B-klostés
(Alterio et al., 2012).

Karboanhidrazés atlieka skirtingas funkcijas specifinése Zmogaus organizmo Vvietose. Jy
nebuvimas ar funkcionavimo sutrikimas gali sukelti ligas
(http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=49), todél CA izofermentai yra svarbiis
taikiniai diuretiky, glaukoma, epilepsija, nutukima, vézj gydanéiy vaisty karime (Pacchiano
etal., 2011).

1.2. Katalizinis karboanhidraziy aktyvumas
Katalizinis CA aktyvumas yra detaliai i§nagrinétas. Visose fermento klasése metalo

hidroksidas, kuris suformuojamas vandeniui koordinuojant metalo jong, yra kataliziskai
aktyvus. Neutraliame pH veikia kaip stiprus CO, molekulés, prisijungusios hidrofobinéje
kiSeng¢je, nukleofilas.

a-CA aktyvi sritis yra iSsidésciusi dideléje kiigio formos ertméje, kuri pasiekia fermento
centra. Sig sritj sudaro metalo jonas su trimis baltymo ligandais, esan¢iais prie vandens
molekulés/hidroksido jono (http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=49). Katalizinis
Zn(11) jonas yra sios ertmés apacioje (Kockar et al., 2010). a-, y-, ir 5-CA klasése metalo jono
ligandai yra trys His liekanos, o - ir -CA turi vieng His ir dvi Cys liekanas
(http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momiD=49).

Visi komponentai aktyviajame centre i$sidéste taip, kad sudaryty tetraedra. Buvo
nustatyta, jog Zn(Il) arba Co(II) gali iSsidéstyti sudarydami trikampe bipiramiding ar

aStuonsonés koordinacijos formg (1.3 pav.) .

12


http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=49
http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=49
http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=49
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1.3 pav. Aktyvaus centro geometrinés koordinacijos: a) tetraedriné, cinko jonui jungiantis su
sulfonamidine junginio grupe, b) trikampé bipiramidiné, cinko jonui jungiantis su anijoniniu
slopikliu (Supuran, 2008).

Histidiny grupé jtraukta j protony Saudyklés procesus tarp aktyvios srities ir aplinkos
(grupei priklauso His94, His96, His119, His64, His4, His3, His17, His15 ir Hi10) (1.4 pav.).
Protony Saudyklé yra atsakinga uz vandens molekulés, prisijungusios prie cinko jono, vertima
j hidroksido jong prie§ katalize (Hassan et al., 2013). Daugumoje fermenty metalo
koordinuojamo vandens virtimas j metalo hidroksidg yra katalizinés reakcijos greit]
nulemiantis faktorius, dél kurio tam tikry a- ir -CA Kea/ Ky vertés didesnés nei 10° M™*s™?,
todél CA yra efektyviausias gamtoje randamas katalizatorius
(http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=49).

His64 yra islaikytas CA I, CA Il, CA IV, CA VI, CA VII ir CA XIllI izoformose, bet
CA 1III turi lizino liekang Sioje padétyje ir dél to turi apytiksliai 0.3% aktyvumo, lyginant su
CA 11. CA Il trys histidino lickanos skirtingose padétyse 64, 67, ir 131 yra pakeistos Lys64,
Arg67 ir Phel31 ir jos dalyvauja protony perneSime katalizés metu (Hassan et al., 2013).

| /His10

| JHis15

A/

\His4 l“\ 4

His96
His64\ ’/\ |
~
’ His9418 7 Hisn9

—
\

: » /[ N
Gin92 {. S)
L Phe13!

1.4 pav. Katalizinis a-CA centras (Supuran, 2008).

Prie Zn*" prisijungusios tirpiklio molekulés yra sujungtos vandeniliniais ry3iais su
kitomis vandens molekulémis, vadinamomis giluminiu vandeniu (angl. The deep water) ir su
aminoragsties Thrl99 hidroksido dalimi, kuri sudaro jungtj su Glu106 karboksiline dalimi.

Sios saveikos padidina prie Zn?* prisijungusios vandens molekulés nukleofiliskuma ir
13



orientuoja CO; substratg j vieta, ,,patogiausig“ nukleofilinei atakai. Daugelio CA izoformy
aktyvusis centras sudarytas i$ dviejy skirtingy daliy — hidrofobiniy ir hidrofiliniy
aminortgsciy sriciy. AminoriigStys, esancios 121, 131, 141, 143, 198 ir 209 pozicijose sudaro
hidrofobing sritj, 0 62, 64, 67, 92 ir 200 pozicijose, sudaro hidrofiling. Visos Sios
aminortgstys yra jtrauktos j kataliz¢ (Kockar et al., 2010).

Aktyvi fermento forma (prie cinko prisijunges hidroksido jonas) (1.5 pav. a) stipriai
nukleofiliskai atakuoja CO, molekulg, kuri yra prisijungusi kaimyninéje hidrofobinéje
kiSengje. Dél to vyksta bikarbonato formavimasis koordinuojamas cinko (1.5 pav. b).
Bikarbonato jonas yra pakei¢iamas vandens molekule ir paleidziamas j tirpala. Susiformuoja
ragstiné fermento (lygtyje Zymimas raide E) forma, kuri yra kataliziskai neaktyvi (1.5 pav. c)
(Supuran, 2008).

CO, + EZnOH* &> EZnHCO] « EZnH,0%" + HCO; (Maupin & Voth, 2010).

Pagrindinés formos regeneravimas vyksta perduodant protong i aktyvios srities }
aplinka, kuriame gali dalyvauti aktyvios srities liekana (tokia kaip His64) arba buferinis
tirpalas (Supuran, 2008).

Vanduo, prisijunggs prie cinko jono, yra suskaidomas j protong ir hidroksido jong (1.5
pav. d). Neigiama hidroksido jong stabilizuoja teigiamas cinko jonas, kuris gali prisijungti
anglies dioksida (http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momIiD=49).

His64 — EZnH,0°" + B <> H*His64 — ZnOH™ + B «> His64 — EZnOH" + BH™

(Maupin & Voth, 2010). B raide lygtyje Zymimas buferinis tirpalas.

O
OH OH 0
+CO, ,
Zn* —_— Zn"
Lo His119 R — . 94/ His119
) His% His96
a b
- BH™ lI B lT
OH, ) 0
+Hs0 H 0
Zn* — ] oL
\ “His119 — -0
His94 — =HCO, Zn:.
Hiso - His119
His9s
d c

1.5 pav. Karboanhidraziy katalizuojamos reakcijos schema (Supuran, 2008). Paveikslélio
paaiskinimas pateikiamas tekste.
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1.3. Karboanhidraziy izofermentai
Zmogaus organizme esan&ios CA izoformos skiriasi viena nuo kitos kataliziniu

aktyvumu, paplitimu audiniuose ir pasiskirstymu Igstel¢je (1.3 lentelé).

CA 1, CAIl CA Il CA VIl ir CA Xl yra citozolinés. CA TV, CA IX, CA XII, CA
XIV yra susijungusios su membrana. CA VI sekretuojama j seiles ir pieng. CA VA ir CA VB
yra mitochondrinés. Taip pat yra trys CA katalizinio aktyvumo neturin¢ios formos, vadinamos
} CA panasiais baltymais (angl. CA-related proteins, CARPs): CARP VIII, CARP X ir CARP
XI (1.6 pav.) (http://www.worthington-biochem.com/CA/default.html). Jie neaktyvis dél to,
Jog neturi vieno ar daugiau cinka koordinuojanéiy histidiny. D¢l Sios priezasties CARP

nedalyvauja CO; hidratacijos procese (Hassan et al., 2013).

1.3 lentelé. CA izoformy katalizinis efektyvumas ir pasiskirstymas (Aggarwal, Boone,
Kondeti & McKenna, 2013).

1z0forma k?%t Kwm kca_t{K_.Y. Pasiskirstymas
(s) (mM) | (M~ s7) Lasteléje Audiniuose/Organuose
Raudonuosiuose kraujo
CAI 2-10° 4,0 5,0'107 Citozoliné kiineliuose, virSkinamajame
trakte

Raudonuosiuose kraujo
kiinelivose,virSkinamajame
CAIl 1,4-10° 9,3 1,5-108 Citozoliné trakte, akyse, osteoklastuose,
inkstuose, plauciuose,
s¢klidése, smegenyse

Griauciy raumenyse,

104 15 . ..
CA Il 1,0-10 33,3 3,0-10 Citozoliné adipocituose

Inkstuose, plauciuose, kasoje,
smegenyse, kapiliaruose,
gaubtinéje Zarnoje, Sirdies

raumenyse

CA IV 1,1-10° | 21,5 5,1-10° Membrana

CAVA [2910°| 100 | 2,9-10" | Mitochondriné Kepenyse

Sirdies ir griauéiy raumenyse,
kasoje, inkstuose,
virS§kinamajame trakte, stuburo
smegenyse

CA VB 9,5:-10° 9,7 9,8-10" Mitochondriné

Sekretuojama j

CAVI |3410°| 69 | 49-10 N
seiles ir pieng

Seiliy ir pieno liaukose

CAVII [9510°| 114 | 83-10 Citozoliné Centrinéje nervy sistemoje
CARP VIII - Citozoling Centringje nervy sistemoje
CAIX 3,8-1 0° 6,9 5,5-1 0’ | Transmembraniné Nav1kuose,t;/;ﬁ1;mamaj ame
CARP X - Citozoline Centringje nervy sistemoje
CARP XI - Citozoline Centrinéje nervy sistemoje
Inksty, Zarnyno,
CA XIl 4,2-10° 12,0 3,5-10" | Transmembraniné | reprodukciniame epiteliuose,

akyse, navikuose
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Inkstuose, smegenyse,
CAXII | 1,510°| 138 | 1,1-10 Citozoliné plau¢iuose, Zarnose,
reprodukciniame trakte

Inkstuose, smegenyse,

CA X1V 3,1 10° 7,9 3,9 10" | Transmembraniné K
epenyse

B
-
+

1.6 pav. CA izoformy pasiskirstymas lgsteléje ir jy katalizinis aktyvumas. Mélyna spalva
pazymétos lgstelés citoplazmoje, raudona — mitochondrijose esancios karboanhidrazés, zaliai
pazymétos susijungusios su membrana, o geltonai — sekretuojamos CA izoformos. Du pliusai
zymi dideliu kataliziniu aktyvumu pasizymincias izoformas, vienas pliusas — mazesniu,
pliusas ir minusas nurodo, kad aktyvumas labai mazas, o minusas reiskia, kad izofermentas
neaktyvus (Truppo et al., 2012).

Siame darbe démesys skiriamas penkioms karboanhidraziy izoformoms: CA I, CA I,

CA VII, CA XIlir CA XIII.

1.3.1. Karboanhidrazé |
CA I yra randama visoje gyviiny karalystéje (Manokaran et al., 2010). Zmogaus

organizme CA 1 ir CA Il yra pagrindiniai izofermentai, kuriy didelés koncentracijos yra
eritrocity citozolyje (EKinci et al., 2010), taciau CA I ekspresija yra 5-6 kartus didesné nei CA
I. Nors CA I yra labiausiai paplites nehemoglobininis baltymas raudonosiose kraujo 1astelése,
ta¢iau jo nebuvimas neparodé jokiy pakitimy (Kockar et al., 2010).

CA 1 greitina hidratacijos reakcijg bei skatina kalcio drusky formavimasi, todél didelé
CA T ekspresija vaidina svarby vaidmenj kauléjimo procese (Chang et al., 2012). Be to,
siekiant atskirti autoimuning hemoliting mazakraujyste nuo kity anemijos tipy, $i izoforma
tarnauja kaip biozymeklis (Kockar et al., 2010). Per didelé $io fermento raiska sukelia
tinklainés ir smegeny edema (Alterio et al., 2012).

CA 1turi 33% CA Il katalizinio aktyvumo. Abu fermentai turi didele sekos homologija.
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Sios izoformos unikalus bruozas — aktyviajame centre esanti His200 aminoriigstis, Kai
tuo tarpu CA II ir dauguma kity izoformy Sioje padétyje turi treoning. Todél CA I aktyviojo

centro ertmé yra gerokai mazesné lyginant su CA II (Kockar et al., 2010).

1.3.2. Karboanhidrazé 11
Tai labiausiai paplitusi karboanhidraziy izoforma (Mahdiuni et al., 2013). Ji

ekspresuojama beveik kiekviename audinyje ir organe, jskaitant osteoklastus kauluose,
choroidiniy rezginiy epitelj, tinklainés Miulerio Igsteles, hepatocitus, inkstus,
oligodendrocitus (Kockar et al., 2010) ir astrocitus (Klier et al., 2011) smegenyse, seiliy
liaukas, eritrocitus ir trombocitus (Kockar et al., 2010).

CA 1l genas (CA2) buvo nustatytas 8g22 chromosomos geny sankaupoje, kurioje yra
CA 1, CA Il ir CA XIII genai (Bootorabi et al., 2010). CA2 yra 20 kb ilgio ir turi 7 egzonus
(Bosley et al., 2011). Nors CA 1l ir CA | genai yra i$sidéste toje pacioje chromosomoje, bet
Siy fermenty raiska audiniuose tarpusavy néra susijusi (Hassan et al., 2013).

CAZ raiskos sutrikimai yra osteoporozés, susietos su inksty kanaléliy rigstejimu
(zinomos kaip CA Il nepakankamumo sindromas), ir Guibaud-Vainsel sindromo (padidéjes
kauly tankis (http://www.rightdiagnosis.com/medical/guibaud_vainsel_syndrome.htm))
priezastis (Kockar et al., 2010). Atlikti tyrimai parodé padidéjusia CA Il raiskg stemplés,
inksty, plauciy navikuose bei esant gliomai (Hynninen et al., 2011). Be to, tai gali bti ir
epilepsijos, glaukomos bei edemos priezastis (Alterio et al., 2012).

IS kity karboanhidraziy CA 1I i8siskiria labai dideliu fermentiniu aktyvumu (1.3 lentelé)
(Miuta et al., 2013). Yra tik keletas prokariotiniy ekstremofiliniy karboanhidraziy, kuriy
fermentinis aktyvumas yra panasus, taciau jy termostabilumas didesnis (Aggarwal, Kondeti &
McKenna, 2013).

D¢l CA 1T savybiy (dideli kinetiniai parametrai, lengva ekspresija, didelis tirpumas) §j
izofermentg tikimasi panaudoti ir pramoniniams tikslams, t.y. iSmetamyjy dujy anglies
dioksido surinkimui. Jau yra sukurti CO, surinkimo ir jo pavertimo biokuru metodai,

panaudojant i§ dumbliy i$skirtas karboanhidrazes (Aggarwal, Kondeti & McKenna, 2013).

1.3.3. Karboanhidrazé VII
CA VII yra viena i§ maZiausiai i$nagrinéty ir suprasty citozoliniy CA izoformy. Sis

fermentas daugiausia yra ekspresuojamas smegenyse (zievéje, hipokampe bei gumbure) ir
prisideda prie neuroninio suzadinimo bei impulsy generavimo (Fiore et al., 2010). Taip pat
jtrauktas j cerebrospinalinio skys¢io gaminimga centrinéje nervy sistemoje (Aggarwal, Kondeti
& McKenna, 2013).
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CA VIl raiska vyksta ir keliuose kituose organuose: skrandyje, dvylikapirstéje ir
gaubtinéje zarnose, kepenyse bei skeleto raumenyse (Bootorabi et al., 2010). CA VII gali bati
jtraukta j neuropatinio skausmo (Skausmas, atsirandantis dél pacios nervy sistemos pazeidimo
arba jos funkcijos sutrikdymo) kontrole (Fiore et al., 2010), naudojama kaip gliomos
biozymeklis (Bootorabi et al., 2011). Raiskos padidé¢jimas sukelia epilepsija (Alterio et al.,
2012).

Kaip ir CA 11, CA VII turi labai didelj katalizinj aktyvuma. Sio fermento kcat/Ky verté
yra lygi 8,3-10" M*s™. Bet priesingai nei CA II, CA VII turi maZesnj pasiskirstyma Zmogaus
organizme(Truppo et al., 2012).

Zmogaus CA7 genas yra 16¢22 chromosomoje, tuo tarpu kity citozoliniy
karboanhidraziy (CA 1, CA II, CA III ir CA XIII) geny vieta yra chromosomoje 8g21. CA7
yra 10 kb ilgio bei turi 7 egzonus ir 6 intronus. Sis genas koduoja baltyma, sudaryta i§ 263
aminortigsciy (Bootorabi et al., 2010). Didelis $io fermento sekos panasumas su kitomis
citozolinémis karboanhidraziy izoformomis (CA VII/CA | =50%, CA VII/CA 1l =55%, CA
VII/CA 11l = 49%, CA VII/CA XIIl =52 %). Tai nulemia labai didelj baltymy tretiniy
struktiry panasuma (Fiore et al., 2010).

1.3.4. Karboanhidrazé XI|I
CA XiII yra transmembraninis baltymas, turintis uzlastelinj katalizinj domeng (Morris

etal., 2011). Jis yra ekspresuojamas sveiko endometrinio epitelio bazolateralinéje plazminéje
membranoje. Sis fermentas taip pat randamas inksty, gaubtinés Zarnos ir pieno liauky
epitelinese lastelése. Pernelyg didelé Sio fermento ekspresija aptinkama keliuose vézio tipuose
(Hynninen et al., 2011), tokiuose kaip difuziné astrocitoma, Zarny, krities, kasos, kiausidziy ir
inksty karcinomos. In vitro ir in vivo tyrimai parodé, kad CA XII funkciskai susijusi su
navikiniais procesais ir prisideda prie naviko lgsteliy gyvybingumo ir augimo palaikymo
neutralizuodama vidulgstelinio pH riigstinguma. Jos ekspresija sumazéja kai pH vél tampa
jprastinis (llie et al., 2011).

CA Xl taip pat gali biiti aktyvi tarpiniame metabolizme, pvz., gliukoneogenezéje,
Slapalo ar riebaly rugséiy sintezéje (Hassan et al., 2013).

1.3.5. Karboanhidrazé XI11
CA XIlII yra citozolinis fermentas, randamas seiliy pazandinéje bei uzkricio liaukose,

inkstuose, plonojoje Zarnoje (Hilvo et al., 2008), bluznyje, prostatoje, gaubtinéje Zarnoje
(Hassan et al., 2013) ir reprodukciniuose organuose (Hilvo et al., 2008). CA XIlII yra

lokalizuota séklidése viso spermos lasteliy vystymosi metu, ekspresuojama gimdos kaklelyje
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ir gimdos gleivinés liaukose. Tai parodo, kad $is fermentas yra jtrauktas j apvaisinimo procesg
(Supuran et al., 2010) ir padeda palaikyti tinkamas sglygas lasteliy dauginimuisi (Hassan

et al., 2013). Per didelé Sios karboanhidrazés izoformos raiska sukelia nevaisinguma (Alterio
etal., 2012).

CA XIII aminoriig§¢iy seka labai panasi j kity citozoliniy izoformy sekas: CA XIII/CA |
=59%, CA XIII/CA 11=60%, CA XIII/CA 111 =58%, CA XI1II/CA VI1I=53% (Hilvo et al.,
2008).

Tai yra vidutinio efektyvumo katalizatorius, taciau slopinimo mechanizmas panasus j

CA Il (Baranauskiené & Matulis, 2012).

1.4. Karboanhidraziy raiskos slopinimas
Dauguma CA izofermenty yra svarbis taikiniai terapijoje. a-CA raiskos reguliavimas

yra naudojamas glaukomos, edemos, epilepsijos, osteoporozés ir Kity ligy gydymui

(http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=49).

Pagrindinis taikinys yra a-CA klase, esanti zinduoliuose, taciau Siuo metu vis daugiau
atlickama tyrimy su B- ir y-CA klasiy izofermentais, randamais bakterijose, grybuose ir
archéjose, kurie gali buti reikSmingi taikiniai gydant infekcines ligas
(http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=49). Kadangi viena i$ organizmo sutrikimo
priezas¢iy yra padidéjusi CA izoformy raiska lastelése ir audiniuose, tuo tikslu yra kuriami
karboanhidraziy slopikliai.

CA slopikliai priklauso 4 pagrindinéms klaséms:

1.  Sulfonamidai (ir jy izoesterial, tokie kaip sulfamatai, sulfamidai ir t.t.) bei su metalu
kompleksg sudarantys anijonai, kurie aktyvioje fermento srityje koordinuoja cinko jong
] tetraedrine ar trigonaling bipiramiding konformacijas (1.7 pav. A ir B).

2. Fenoliai, kurie jungiasi prie cinko koordinuojamos vandens molekulés/hidroksido jono
aktyviojoje srityje per dviejy vandeniliniy jung¢iy tinklg (1.7 pav. C) (Durdagi et al.,
2011). Fenolio OH grupé prisikabina prie vandens molekulés/hidroksido jono,
susijungusio su cinku, per vandeniling jungtj. Antra vandeniliné jungtis yra formuojama
tarp tos pacios slopiklio OH grupés ir Thr199 amido grupés (Davis et al., 2010).

3. Poliamidai, tokie kaip sperminai ir spermidinai, kurie jungiasi labai panasiai kaip
fenoliai, t.y. prisikabindami prie vandens molekulés/hidroksido jono, kuris

koordinuojamas cinko (1.7 pav. D).
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4. Kumarinai bei tiokumarinai, kurie turi slopinimo mechanizma, nepriklausantj nuo cinko
jono. Jie jungiasi (hidrolizuotoje formoje) j aktyvios srities vietg kaip aktyvatoriai, taip
uzblokuodami jéjimga j $ig sritj (1.7 pav. E) (Durdagi et al., 2011).
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1.7 pav. Karboanhidraziy slopinimo mechanizmas sulfonamidiniais ligandais (A ir B),
fenoliais (C), poliamidais (D) ir kumarinais (E) (modifikuota i§(Durdagi et al., 2011)).

Klasikiniai CA slopikliai yra pirminiai sulfonamidai (RSO,NH,). Tai yra labiausiai
iStirti organiniai slopikliai, turintys jvairy medicininj taikyma. Jie naudojami daugiau nei 50
mety kaip diuretikai ir vaistai glaukomai gydyti (Supuran, 2011).

Sulfonamidiné grupé prisijungia prie katalizinio metalo jono fermento aktyviajame
centre ir blokuoja jo funkcijas. Kartu su SO,NH, grupe j aktyvyjj centrg patenka ir maza
slopinanti molekulé. CA aktyvi sritis toleruoja skirtingas strukttirines ypatybes slopiklio
,uodegos* dalyje, tokias kaip dydis, forma ir kriivis, polinés bei hidrofobinés grupés ir t.t. Sis
toleravimas leidzia struktiiriSkai manipuliuoti kuriamo ligando biofarmacinémis ir

toksikologinémis savybémis (Lopez et al., 2010).

20



Taciau pagrindiné problema karboanhidraziy slopikliy kiirime yra susijusi su didziuliu
izoformy skai¢iumi, jy pasklidusia lokalizacija daugelyje audiniy ir organy (Turkoglu et al.,
2012), pernelyg mazais skirtumais CA aktyviajame centre (Aggarwal, Kondeti & McKenna,
2013) bei slopikliy, kurie bty atrankas tam tikriems izofermentams, trakumu (Turkoglu
etal., 2012).

Yra apie 30 vaisty, priklausanciy sulfonamidy ar sulfamaty klasei, slopinan¢iy CA
aktyvuma (Supuran, 2011).

Acetazolamidas yra CA slopiklis, naudojamas glaukomos, kalny ligos ir lengvos Sirdies
hipertenzijos gydymui. Mazinant NaCl ir bikarbonato reabsorbcija inksty proksimaliniame
vamzdelyje, jis taip pat gali veikti kaip nestiprus diuretikas. Metazolamidas taip pat yra CA
slopiklis, kuris yra sunkiau paSalinamas nei acetazolamidas ir maziau susijes su pasaliniais
inksty efektais. Dorzolamidas yra sulfonamidas, naudojamas didesnio vidinio akies slégio
sumazinimui pacientams, ken¢iantiems nuo glaukomos ar per didelio akies jtempimo.

Topiramatas yra silpnas CA slopiklis (1.8 pav.) (Hassan et al., 2013).
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1.8 pav. Sulfonamidiniy karboanhidraziy slopikliy struktiirinés formulés. 1 — acetazolamidas,
2 — metazolamidas, 3 — dorzolamidas, 4 — topiramatas.

Dél neselektyvaus slopikliy veikimo bei dél to, jog karboanhidrazés yra pasiskirs¢iusios
daugelyje audiniy ir organy, Sie vaistai sukelia pasalinj poveikj, tokj kaip galtiniy nutirpimas
ir dilg€iojimas, metalo skonis, depresija, nuovargis, bendras negalavimas, svorio praradimas,
sumazéjes libido, skrandzio sudirginimas, metaboliné acidozé, inksty akmenys ir laikina
trumparegysté (Carta et al., 2012). Tai skatina atidziau jvertinti struktiirinius izoformy
skirtumus ir panaudoti juos kuriant naujus ir labiau specifiskus slopiklius (Aggarwal, Kondeti
& McKenna, 2013). Esami junginiai gali buti naudojami kaip pradinés struktiiros naujy
slopikliy kiirimui (Supuran, 2011).

Tikslingas slopikliy kiirimas su stipriomis jungimosi savybémis reikalauja detaliy naujai
susintetinty junginiy struktiiros-aktyvumo sgveikos (angl. Structure-activity relationship,
SAR) tyrimy, jungimosi termodinamikos ir baltymo-ligando komplekso jvertinimo. Tam ypac

svarbus yra jungimosi entalpijos nustatymas (Baranauskiené & Matulis, 2012).
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1.5. Ligando jungimosi su baltymu termodinamika
Ligandui jungiantis su baltymu, pastarojo pusiausvyra tarp i$sivyniojusios ir natyvios

struktiiry pasislenka j natyvig formg (Matulis et al., 2005), t.y. baltymas yra stabilizuojamas:

U]+ [LIS[N]+ [L]SINL] (1)

kur [U] atitinka laisvo iS$sivyniojusio baltymo, [L] — laisvo igando, [N] — laisvo natyvaus
baltymo, o [NL] — natyvaus baltymo su prisijungusiu ligandu koncentracijas.

Baltymo stabilumo ir ligando jungimosi pusiausvyros konstantos yra susijusios su
laisvosiomis i§sivyniojimo ir jungimosi energijomis:

T
AyHp +AyCL| T-T, -T| Ay ST, +AyC, In| —
(AyGry=TAyS(1y) [ Lo p[ ' [ uTrTRue [Trnjj

—e RT =g RT (2)

AyG(r)
e RT

o ]
N

[—

ApHy, +A,C, (T-T, )—T[AbSTO +A,C,y In[TLD
AyGr ApHp =TA,St 0

RT —p RT —e RT (3)

g _,
NI

Ky yra baltymo i$sivyniojimo pusiausvyros konstanta, Ky yra ligando jungimosi prie natyvaus

K, =

baltymo konstanta. Ay Giry, AyHry, AySer ir Ay C, yra nuo temperatiiros priklausomos

baltymo stabilumo laisvosios Gibso energijos, entalpijos, entropijos ir Siluminés talpos

funkcijos. O Ay Giry, Ay Hipy, 8551y It Ay Cpyra nuo temperattiros priklausomos ligando

jungimosi laisvosios Gibso energijos, entalpijos, entropijos ir Siluminés talpos funkcijos.

Lygtys, nurodancios viso baltymo (Py) ir viso ligando (L) kiekj:
R =[NJ+[U]+[NL] (4)
L, =[L]+[NL] ®)
Jas sujungus su (2) lygtimi ir pertvarkius, gaunama visa ligando koncentracija,

reikalinga stabilizuoti baltyma:

L =(K, —1){2

R +ij (Cimmperman & Matulis, 2011). (6)

U b

1.6. Terminio poslinkio metodas
Fluorescenciné skenavimo fluorimetrija, dar vadinama termofluoru® ar terminio

poslinkio metodu (angl. Thermal Shift Assay, TSA), yra analizés metodas, naudojamas
nustatyti baltymus stabilizuojancias salygas, tokias kaip buferiai, druskos ir t.t. Taip pat ji
naudojama ieskant ligandy, kurie jungiasi ir stabilizuoja natyvia baltymo forma.
Baltymo iSsivyniojimas registruojamas stebint fluorescencija kylant temperatiirai. |
baltymo tirpalg yra dedamas dazas (Sorrell et al., 2010). Jis turi bati solvatochromiskas (pvz.,
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ANS, SYPRO Orange), t.y. pasizyméti savybe nefluorescuoti vandenyje (vanduo tokio dazo
fluorescencijg gesina), bet stipriai fluorescuoti nepolinéje aplinkoje (tokioje kaip hidrofobinés
sritys, atsiverianc¢ios baltymui i$sivyniojant). Eksperimento pradZioje dazas su natyviu
baltymu nesgveikauja. Kylant temperatiirai baltymas termiskai denatiiruojamas, atsiveria jo
hidrofobinés sritys ir dél stiprios sgveikos tarp dazo ir Siy sri¢iy labai padidéja fluorescencijos
signalas (Santos et al., 2012).

Termofluoro metodas vaizdina baltymo iSsivyniojima kaip atsakg j temperattiros
didéjima, charakterizuojamg smail¢jancios formos peréjimo kreive tarp iSsivyniojusios ir
neissivyniojusios struktiiry (1.9 pav.) (Kopec & Schneider, 2011). Sio terminio peréjimo
vidurinis taskas yra vadinamas baltymo lydymosi temperatiira (Try) ir atitinka temperatiira,
kur i§sivyniojimo laisvoji Gibso energija yra lygi nuliui, o natyvaus bei i§sivyniojusio
baltymo koncentracijos yra lygios (Santos et al., 2012). Baltymas pradeda iSsivynioti dél nuo

temperattiros priklausomo Gibso energijos mazéjimo (Sorrell et al., 2010).

25

Temperatiira, °C

1.9 pav. Kreivés, gautos iSmatavus ligando jungimasi su baltymu terminio poslinkio metodu
(mano duomenys).

Junginys, kuris jungiasi prie baltymo paprastai sukelia Gibso energijos didéjima. Tai
sukelia teigiama T, poslinkj lyginant su baltymu be ligando (Sorrell et al., 2010) (1.10 pav.).
Ligando jungimasis prie baltymo suformuoja ligando-baltymo kompleksa, kurio lydymosi

temperatira T, daZzniausiai didesné nei laisvo baltymo. I§ eksperimentiniy duomen
p g p y y

nustatyta koreliacija tarp ligando jungimosi stiprumo ir lydymosi temperatiiros poslinkio
(ATm= Tmp-Tm) (Hau et al., 2011).
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1.10 pav. Baltymo stabilumo nustatymas fluorescenciniu terminio poslinkio metodu (Matulis,
2008).

Dauguma vieno domeno globuliniy baltymy iSsivynioja pakaitinus juos iki mazdaug 60
laipsniy. Tariant, kad yra dvi baltymo biisenos, natyvi ir iSsivyniojusi, baltymo i§sivyniojimo
tikimybé apraSoma lygtimi:

1 (7

AyG
1+eRT

P, =

kur Ay G yra i8sivyniojimo laisvoji Gibso energija, R — universali dujy konstanta ir T —
absoliuti temperatiira. ISsivyniojimo laisvoji Gibso energija gali biiti iSreiSkiama per entalpijos
(AyH), entropijos (AyS) ir Siluminés talpos (AyC,) pokycius, i§sivyniojant baltymui arba
baltymo-ligando sistemai:

AyG=A H; +A,C,(T —Tm)—T{AUSTm +AUCpIn(TlJ] ©
Dazo fluorescencijos intensyvumas gali biiti iSreikstas lygtimi:

y(T)=y,R +Y:@-R) )
kur ¥z yra dazo, prisijungusio prie natyvaus baltymo, fluorescencijos intensyvumas prie$
i§sivyniojimo peréjima (tranzicijg); ¥y yra dazo, prisijungusio prie i§sivyniojusio baltymo,
fluorescencijos intensyvumas po peréjimo. 1-Py, yra tikimybé, kad baltymas natyvios biisenos

(Cimmperman & Matulis, 2011).

Pertvarkius (10) lygtj, gauname lygtj, apibiidinancig baltymo i$sivyniojimo kreives:

Yo —Y Ve +, (10)
Y(T)=YF+%=YU +%
l+e R l+e R
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Eksponente nurodo tikimybe, jog baltymas, kurio laisvoji energija yra 4Gy, 18sivynios.
Tiek pradinis, tiek galutinis fluorescencijos intensyvumas kei¢iasi dél temperatiiros ir gali bati
aproksimuotas kaip tiesiné priklausomybe:

Yer) = Yer, TMe (T _Tm) (11)
yU(T) =Y T +My (T _Tm) (12)
my yra fluorescencijos priklausomybés nuo temperatiiros pokrypio kampas, kai dazas yra
prisijunggs prie natyvaus baltymo; my, yra fluorescencijos priklausomybés nuo temperatiiros
pokrypio kampas, kai dazas yra prisijunges prie i§sivyniojusio baltymo. Tiesiné ANS
fluorescencijos priklausomybé nuo temperatiiros yra pirma aproksimacija. Realiai, ANS
fluorescencijos priklausomybé nuo temperattiros néra tiesiné. Nepaisant to, pirmoji

aproksimacija daznai duoda pakankamai tikslias baltymo lydymosi temperatiiras.

Sujungus 8, 10-12 lygtis, gaunamas modelis, pagal kurj aproksimuojamos baltymo lydymosi

kreivés.
(yUT ~Yer )"'(mu _mF)(T _Tm) (13)
T)= +m(T-T )+ = -
y( ) yF’Tm F( ) [AUHTm+AUCp(T_Tm)_T[AUSTm+AUCpIn(-:]J]
l+e ol

(Matulis et al., 2005)
Jungimosi konstanta fiziologin¢je temperatiiroje Ty iSreiSkiama lygtimi:

(ApH, ~ToAySt, ) (14)

RT,

Kpr, =€

(Cimmperman & Matulis, 2011)
Kq nustatymas i§ Tr, ir Tr, priklausomybés nuo ligando koncentracijos (L) simuliacija

atliekama remiantis lygtimis:

{AHENX[ 11, ACpLX[In[298,15j+1 29&15]} (15)
. 19872 (29815 T, ) 1,9872 T T
K(-jrm — K(:;? Cxe )
{AHJo ( 11 J* AC,, x[m{Lm }Lo _lﬂ (16)
T, 1,9872(T, T, ) 1,9872 To) Tn
K,"=¢
17
le[l— Kj}mjx(%+KmeKJm) ()
P 1 (18)
L' =L ——tx|1-
f T 2 ( KJ’“ j
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X + x| In +1
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To ir Ty yra iSsivyniojimo temperatiiros tranzicijos viduryje kai néra ir kai yra ligandas. KE'“

Tm_
Ky" =

3rc _
Ky~ =

ir K3 yra disociacijos konstantos T, srityje ir 37 laipsniy temperatiiroje. K,™ yra

i$sivyniojimo konstanta tranzicijos vidurio temperatiiroje esant ligandui. AH7” ir AH® yra
entalpijos pokytis ligandui prisijungiant 37 laipsniy temperatiiroje ir i§sivyniojimo entalpijos
pokytis tranzicijos vidurio temperatiiroje kai néra ligando. AC,y, ir AC,, yra Siluminés talpos
pokytis ligandui jungiantis ir i§sivyniojimo Siluminés talpos pokytis. LI'“ yra laisvo ligando
koncentracija temperattroje T, Kai L ir P yra viso ligando ir viso baltymo koncentracijos
(Vilenchik et al., 2011).

Ligando tinkamumas taikiniui yra charakterizuojamas lygtimi
—RTInK =AG =AH —-TAS (21)
kur AG yra laisvosios Gibso energijos pokytis, AH entalpijos pokytis, AS entropijos pokytis,
T absoliuti temperatiira, K pusiausvyros konstanta, R dujy konstanta. Buvo pastebéta, kad
entalpijos jtakojami junginiai yra labiau tinkami tolimesniems optimizavimams nei tie,
kuriuos jtakoja entropija (Hau et al., 2011).

Atidéje Tr priklausomybe nuo pridéto ligando koncentracijos, gauname grafika,
parodyta 1.11 pav. Taskai Zymi eksperimentines T, reik§mes, o linija atitinka pagal (6)
formule aprasyta modelj. Pirmasis taskas yra kontrolinis (ten néra ligando). Kreivé gana

tiksliai pakartoja eksperimentinius taskus (Matulis, 2008).

72 1
704
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66 A

T, °C

64
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S8 o e i i
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1.11 pav. Baltymo lydymosi temperatiiros T, priklausomybé nuo ligando koncentracijos
(Matulis, 2008).
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TSA naudojamas baltymo-ligando jungimosi konstanty, reikalingy farmacijos
pramonéje, nustatymui. Sis biofizikinis metodas gali bati taikomas bet kokiai baltymo-ligando
nekovalentinio jungimosi reakcijai, nepriklausomai nuo to, ar ligandas stabilizuoja ar

destabilizuoja baltymg po jungimosi (Zubriené et al., 2010).

1.7. Izoterminé titravimo kalorimetrija
Molekuliniy rysiy analizavimui buvo sukurta daug skirtingy metody, bet izoterminé

titravimo kolorimetrija (angl. Isothermal titration calorimetry, ITC) yra unikali savo gebéjimu
suteikti daug termodinaminés informacijos vienu eksperimentu (Ghai et al., 2012). Ji
tiesiogiai matuoja siluminius parametrus, kai formuojamos ar nutraukiamos nekovalentinés
jungtys molekuléms sudarant kompleksa. Kiti metodai reikalauja netiesioginiy skai¢iavimy
remiantis van‘t Hoff*o lygtimi (22 lygtis) (Ladbury, 2010).

(22)
oK | _ AH

ot R
T p

ITC yra placiai naudojama mokslo ir farmacijos tyrimams. Tai yra vienintelis metodas,
kuris iSmatuoja disociacijos konstantg (Ky), moling jungimosi entalpija (AH) ir jungimosi
stechiometrijg (n) vienu eksperimentu. Jungimosi izotermés forma parodo kaip tikslai K4
vertés gali bati apibréZtos (Broecker et al., 2011). Siems trims parametrams galima gauti
jungimosi 1:1 rezultatus su mazdaug 1% santykine standartine paklaida (Falconer & Collins,

2011). I8 8iy ver¢iy galima apskaiciuoti laisvaja Gibso energija AG ir entropijos indélj

jungimuisi

(-TAS),

AG = -RT InK, (23)
AG =AH —-TAS (24)

kur R yra dujy konstanta (8.314 J K™* mol™), o T yra temperatiira Kelvino laipsniais.

Jungimosi entalpija AH priklauso nuo temperattros. Matavimai skirtingose
temperatirose leidZia apskaiiuoti jungimosi Siluming talpg AC, 18 lygties AC, = GAH /6T.
Todél yra jmanoma iSgauti visus jungimosi termodinaminius parametrus atlikus vos kelis
eksperimentus (Ghai et al., 2012).

ITC veikimas pagrijstas vieno reaktanto titravimu j kita, esant izoterminéms sglygomes.
Matuojamas signalas yra dviejy reaktanty absorbuota arba iSsiskyrusi Siluma jungimosi metu.
Sis $ilumos pokytis yra matuojamas nustatant galig, kuri yra reikalinga pastovios
temperatiiros palaikymui. Pastovi temperattira palaikoma tokia, kokia yra palyginamajame
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tirpale, kuris yra palyginamojoje celéje (Ghai et al., 2012). Palyginamoji celé yra standartiné
celé, pripildyta vandens ar buferio. Méginio ir palyginamaja celes jungia jautrios termoporos,
naudojamos matuoti Silumos pokytj (Krishnamoorthy & Mohanty, 2011).

Kiekviena injekcija sukelia signalo pika, kuris grjZta j bazing linijg po keleto minuciy.
Visg sekg sudaro 20 — 30 tokiy individualiy eksperimenty, Kai titrantas yra injekuojamas j
cele, kurioje yra reaktantas ir produktai, susidarg ankstesniy injekcijy metu (Tellinghuisen,
2012).

Ligando titravimo metu iSskirtos/sugertos Silumos pokycio greicio priklausomybé nuo
laiko yra nubraizoma kaip termograma. Ji turi eile asimetriniy Gauso piky. Kiekvieno piko
integravimas parodo $iluminés energijos dydj, susidarantj kiekviename titracijos zingsnyje.
Pirmoje titracijos pusé¢je integruota Sios energijos verté parodo Siluma, jtraukta i baltymo-
ligando komplekso formavimasi. Kai pasiekiamas jsotinimas, stebima tik ligando skiedimosi
Siluma. Skiedimosi Silumos, gautos titravimo metu, pataisa atlickama sudedant dviejy
titravimy indélius: pirma, ligando titravimas j buferj, antra, buferio titravimas j baltyma. Gauti
rezultatai atimami i§ galutiniy baltymo-ligando titravimo rezultaty (Krishnamoorthy &
Mohanty, 2011). ITC eksperimentuose $iluminés energijos pokytis yra iS§gaunamas
integruojant individualius termogramos pikus vienos jungimosi srities modeliu, per grafiko
virSy nubréZiant bazing linijg ir integruojant plotus tarp nustatytos bazinés linijos ir gautos
kreivés. Visy smailiy plotai atidedami atskirame grafike. IS jy nustatomi jungimosi parametrai
(1.12 pav.) (Matulis, 2008).
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1.12 pav. Izoterminés titravimo kolorimetrijos metodu gauta titravimo kreivé ir jos integruota
forma (Baranauskiené & Matulis, 2012) (Jogaite et al., 2013).

ITC eksperimentai gali iSmatuoti disociacijos konstantg 100 uM — 10 nM ribose;
eksperimento modifikacija gali iSplésti Sig ribg (Ladbury, 2010). Tinkamiausia

makromolekuliy koncentracija apibiidinama ¢ parametru (c = K, X M). Optimalios c vertés

yra ribose tarp 10 ir 1000 (MR Duff et al., 2011).
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Ekstremaliomis salygomis, kai jungimasis yra labai silpnas (¢ — 0) arba labai stiprus
(c — o), Kq negali buiti nustatytas tiksliai tiesioginiu ITC eksperimentu. Tam, kad K biity
tiksliai apibiidinta, literatiiroje sitilomos skirtingos ¢ vertés ribos: 1-1000, 10-200, 1-500 ar
500-1000 (Broecker et al., 2011).

1.13 pav. parodytos teorinés titravimo kreivés, gautos esant jvairiems c faktoriams. Jei ¢
faktorius yra labai didelis, kreivé yra labai stati ir i§ jos negalima tiksliai apskaiciuoti
jungimosi konstantos. Jei ¢ faktorius labai mazas, kreivé gaunama gulscia, nes pridéjus

ligando vyksta tik dalinis jungimasis (Matulis, 2008). ¢ faktorius neturi jtakos entalpijos

matavimams.
1.2

P

=14

= r

2 s —a— 1000
£ —— 100
= 0.6 —a— 10
<

= —— 1
=2 0.4-

=

£ 02

2

£ 0 :

n
-]

0 0,5 1 1,

v, ligandu / makromolekuliu molinis santykis

1.13 pav. Teorinés izoterminio titravimo kreivés, esant jvairiems c faktoriams (Matulis,
2008).

Broecker et al. (2011) savo straipsnyje teigia, kad eksperimentai tiksliausiai atliekami c
vertei esant 40 (Broecker et al., 2011).

1.8. ,,Tikrieji“ parametrai
Dauguma straipsniy, apraSanciy naujy junginiy jungimasi su fermentais, apsiriboja

iSmatuotais termodinaminiais jungimosi parametrais arba slopinimo konstantomis (Kj). Tokie
duomenys yra naudingi kuriant naujus slopiklius, tac¢iau jie neturéty buti naudojami
struktiiros-aktyvumo sgveikai (angl. structure-activity relationships,SAR). Tinkama SAR gali
baiti nustatyta tik su tikraisiais jungimosi parametrais, kurie yra atskirti nuo reakcijy,
vykstanc¢iy tuo pac¢iu metu kaip ir jungimasis. DaZzniausiai tokios reakcijos yra protonizacija ir
deprotonizacija.

Zodziu , tikrasis* apibiidinami parametrai, kurie nusako fakting jungimosi reakcija.

Sulfonamidinio slopiklio jungimosi prie karboanhidrazés atveju tikrieji jungimosi
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komponentai yra deprotonizuotas sulfonamidas ir CA, turinti protonizuotg prie cinko
prisijungusia vandens molekulg. Tik Sios dvi formos jungiasi viena prie kitos. Tokie atvejai
yra galimi ne su visais karboanhidraziy izofermentais ir tik su tais slopikliais, kuriy pK,
zenkliai Zemesnis nei 7. Dauguma sulfonamidiniy slopikliy pK, yra tarp 8 ir 11, todél
deprotonizuotoje formoje yra mazos junginio, kuris jungiasi prie baltymo, frakcijos. Dél Sios
priezasties iSmatuotos jungimosi energijos yra sumaz¢&jusios ir nepanasios j tikruosius
parametrus (Baranauskiené & Matulis, 2012).

Daugumos CA izofermenty pKa ~7. Todél slopikliy jungimasis yra priklausomas nuo
pH. Sios jungimosi reakcijos privalo biiti smulkiai i§analizuotos, tam kad biity galima igauti
tikruosius parametrus.

Tikroji jungimosi konstanta susijusi su aktyviy jungimosi daliy frakcijomis. Be to,

reikia zinoti ir stebimajg jungimosi konstanta:

o Ko (25)
i (fRSOZNH' CAZnHZO)
kur deprotonizuoto sulfonamido ir protonizuotos CA frakcijos, kaip pH funkcijos yra:
10PHPKa_suronamie (26)
RSO,NH~ l_'_loprpKa_suwonamu
10PHPKe_20_vaer (27)

fCAZnHZO - _1+10pH_pKa_Zn_water

Tikroji jungimosi entalpija turi iSmatuotos jungimosi entalpijos (ApHobs), Slopiklio
entalpijos (Ap proton_innH), CA (Ap_proton_caH) ir buferio protonizacijos (Ap proton caH) entalpijos
indélius:

AgH=AH_ ,—n, A

inh=—b_ proton_inh

H - r-]CAAb_ proton_CAH - r-]Ab_ proton_buf H (28)

kur n,, = f ~1 Ny =1-fey o, N=—(n,,+ne,) (Jogaite et al., 2013).

RSO,NH "
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Naudoti reagentai
1. ANS (gamintojas ,,Sigma-Aldrich*)
2.Natrio chloridas (gamintojas ,,Sigma-Aldrich*)
3.DMSO (gamintojas ,,Roth*)
4.Nap;HPO, (gamintojas ,,Fluka Chemie AG*)
5.NaH,PO, (gamintojas ,,Fisher Scientific*)
6. TRIS bazé (gamintojas ,,Sigma-Aldrich®)
7.TRIS HCI (gamintojas“Sigma-aldrich®)
8. Sulfonilinti tiofenai (susintetinti Latvijos organinés sintezés institute, organinés
chemijos skyriuje)

Y //©\ Ve /\//O
OWaV @@ sy U p Cﬁ&

// NHz A NH // NH, //\\ s // NH, o/s\\o ° oS\
Al A3 Ad A5
9. Sacharininiai junginiai (susintetinti Latvijos organinés sintezés institute, organinés

chemijos skyriuje)

@ﬁ ””\@ﬁ K \@j/ Oﬁﬂ

2.2. Ligandy jungimosi su baltymais matavimai terminio poslinkio metodu
Ligando ir baltymo tirpalai paruoSiami atskirai:

e Ligandas istirpinamas DMSO, gaunamas 0,01 M tirpalas. Jj skiedziant vandeniu
ruoSiami 400 uM, 266,66 uM, 177,78 uM, 118,52 uM, 79,02 uM, 52,68 uM, 35,12 uM,
23,42 uM, 15,60 pM, 10,40 uM, 6,94 uM ir 0 uM koncentracijy tirpalai, kurivose
DMSO kiekis yra 4%.

e ParuoSiamas baltymo tirpalas, kuriame yra 100 uM ANS, 100 mM fosfatinio buferio
(pH=7), 100 mM NaCl ir 20 uM baltymo.

I mégintuvélius jpilama po 10 pL ligando ir baltymo tirpaly. Galutiniuose tirpaluose,
kurie bus matuojami terminio poslinkio metodu, yra 10 uM baltymo koncentracija ir

skirtingos ligando koncentracijos, DMSO kiekis 2%.
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Matavimai atliekami realaus laiko PGR aparatu (R-Corbet), temperatiira keliama 1°C
per minute nuo 25 iki 99 °C. Zadinama 365 nm ilgio banga, fluorescencija registruojama ties
460 nm.

Gauti rezultatai apdorojami ThermoFluor++ 1.4.2 ir Microsoft Office Excel

programomis.

2.3. Ligandy jungimosi su baltymais matavimai izoterminés titravimo
kalorimetrijos metodu
Atskirai paruoSiama po 2 mL ligando ir baltymo tirpaly:

e [ tirpalg, kuriame yra 50 mM fosfatinio buferio, 100 mM NaCl ir 2% DMSO, jpilami
tiek fermento, kad jo galutiné konc tirpale bty 5 uM fermento.
e Ligando tirpale junginio turi bati 10 karty daugiau nei CA izoformos baltymo tirpale
(t.y. 50 uM), taciau NaCl, buferio ir DMSO koncentracijos lieka tokios pat.
Tokie baltymo ir ligando kiekiai reikalingi tam, kad praéjus pusei eksperimento visi
baltymo aktyvieji centrai biity susijunge su ligandu ir daugiau jungimasis nebevykty.
Eksperimentai atliekami VVP-ITC kalorimetru (gamintojas ,,Microcal®). Svirkstas
uzpildomas ligando, o celé baltymo tirpalais. Nustatomos 25 injekcijos, kuriy metu baltymas
bus titruojamas ligandu. Viena injekcija trunka 5 sekundes, injekuojama kas 200 sekundziy.
Vienos injekcijos tiiris yra 10 pL. Eksperimentai atliekami 25°C temperatiiroje.

Duomenys apdorojami Origin5 programa.

2.4. Junginiy pK, ver¢iy nustatymas
Eksperimentuose naudojamy ligandy vertés nustatomos naudojant ChemAxon

kompanijos Marvin programos jrankj MarvinSketch.

2.5. Fermento izoformy jungimosi entalpijy nustatymas
Baltymo izoformy jungimosi entalpijos nustatomos ITC metodu. Eksperimentai

atlieckami naudojant gerai iStirta komercinj karboanhidraziy slopiklj etokzolamida (EZA).

ISmatuojamas fermento jungimasis su slopikliu dviejuose buferiniuose tirpaluose, kuriy
protonizacijos entalpijos skiriasi — fosfatiniame ir TRIS. Matavimai atliekami skirtinguose
pH.

Duomenys apdorojami naudojant Origin5 ir Microsoft Office Excel programas.
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3. REZULTATAI

3.1. Karboanhidrazés izoformy jungimasis su slopikliais
Terminio poslinkio ir izoterminés titravimo kalorimetrijos metodais buvo iSmatuotos

tiriamy slopikliy jungimosi su I, IT, VII, XII ir XIII karboanhidraziy izoformomis konstantos.
Eksperimenty atlikimas naudojant du skirtingus metodus duoda patikimesnius rezultatus nei
rezultatai, iSmatuoti tik vienu metodu.

Dauguma tiofeniniy sulfonamidy su CA izofermentais jungési stipriau lyginant su
sacharininiais junginiais, todé¢l terminio poslinkio grafike kreiviy lydymosi temperatiiros
labiau pasislinkusios j aukstesniy temperatiiry pusg, esant toms pacioms junginiy

koncentracijoms baltymo tirpale (3.1 pav.).

25
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Temperatira, °C Temperatira, °C

3.1 pav. Terminio poslinkio metodu gautos CA XIII jungimosi su A4 ir B3 junginiais kreivés,
esant skirtingoms junginio koncentracijoms.

Siuo metodu i¥matavus junginio B1, neturingio sulfonamidinés grupés, jungimasi su
visomis CA izoformomis, poslinkio nebuvo (3.2 pav.). Tai parodo, jog $ie sacharininiai

junginiai, neturédami pirminés sulfonamidinés grupés, negali biiti karboanhidraziy slopikliai.
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3.2 pav. Terminio poslinkio metodu gautos CA VII jungimosi su B1 junginiais kreivés, esant
skirtingoms junginio koncentracijoms.

Tam, kad biity nustatytos jungimosi konstantos, nubréziamas T, priklausomybés nuo

ligando koncentracijy grafikas (3.3 pav.). Prie eksperimentiniy rezultaty, keiciant jungimosi
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konstantg, priartinamos modelinés kreivés, apskaiciuotos pagal (6) lygtj ir tokiu biidu

nustatomi jungimosi termodinaminiai parametrai.
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3.3 pav. CA XIlII jungimosi su A4 ir B3 junginiais bei CA VII jungimosi su B1 ligandu
dozavimo kreivés. CA izoformy ir slopikliy poros parinktos atsitinktinai, kad iliustruoty
jungimosi skirtumus.

ITC metodu nebuvo galima tiksliai nustatyti visy jungimosi konstanty dél per stiprios
kai kuriy ligandy sgveikos su fermentu (c faktorius > 1000). Tokios kreivés gautos statesnés,
lyginant su kreivémis, kai matavimy c faktorius buvo ribose tarp 1 ir 1000 (3.4 pav.). Tada
buvo pasitikima tik terminio poslinkio metodu iSmatuotomis konstantomis. Kitu atveju, kai
ITC eksperimentiniai duomenys buvo patikimi, buvo apskai¢iuojamas ITC ir TSA metodais
gauty jungimosi konstanty vidurkis ir tokie duomenys buvo naudojami tolimesnéms
analizéms (3.1 lentelé). Jungimosi entalpijy matavimams §iuo metodu ¢ faktorius, kai jis yra

daugiau uz 1000, neturi jtakos.

SH (kJ/moly
SH (kl/mol)

Molinis santykis Molinis santykis

3.4 pav. Izoterminéms titravimo kalorimetrijos metodu gautos kreivés CA II jungiantis su
junginiu A1l (kair¢je) ir B3 (deSingje).
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3.1 lentelé. Tiriamy junginiy jungimosi su I, II, VII, XII ir XIII karboanhidraziy izoformomis

i§matuotos jungimosi konstantos (M™).

Junginys CA CA I CAVII | CAXII | CAXII
Al 8,5-10° 1,8-10° 1,7-10° | 42-10" | 2,1-10°
A2 2,8:10° 6,5-10" 3,7:-10" | 2,0-10" | 2,1-10°
A3 3,0-10° 1,7-10° 3,3:10" | 1,9-10" | 1,7-10°
Ad 2.3-10° 5,0-10° 32:10° | 35-10° | 7,6-10°
A5 6,0-10" 2,4-10° 25-10° | 35-10" | 3,0-10’
B1 1,0-10* 1,0-10* 1,0-10* | 1,0-10* | 1,0-10*
B2 6,3:10° 3,2:10° 1,9-10° | 8,8:10° | 7,6-10°
B3 2,6-10" 3,3-10’ 6,0-10" | 2,5-10° | 2,2:10°
B4 3,0:-10° 4,0-10° 23-10° | 45-10" | 1,5-10°

Tam, kad biity lengviau jvertinti funkciniy grupiy jtakg jungimuisi bei slopikliy
atrankumg karboanhidraziy izoformoms, jungimosi konstantos pagal (23) formule buvo
perskaiciuotos j laisvgsias Gibso energijas ir atidétos adityvumo ,,Zemélapiuose® (3.5 ir 3.6
pav.). Laisvosios Gibso energijos apraSo sgveikos stiprumg. Jei jos verté neigiama, esant
pastoviai temperatiirai ir slégiui, procesas vyks spontaniskai (Matulis, 2008). Kuo mazesné

laisvosios Gibso energijos verté, tuo junginys yra geresnis karboanhidrazés slopiklis.
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3.5 pav. Ismatuotos laisvosios Gibso energijos tiofeniniams sulfonamidams jungiantis su I, II, VII, XII ir XIII CA izoformomis bei AG poky¢iali
atsirandantys déka pridétos/pakeistos junginio funkcinés grupés.

36



3.6 pav. ISmatuotos laisvosios Gibso energijos sacharininiams junginiams jungiantis su I, II, VII, XII ir XIII CA izoformomis bei AG pokyciai
atsirandantys déka pridétos/pakeistos junginio funkcinés grupés.
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Pagrindinis jungimosi matavimy uzdavinys yra suprasti kaip termodinaminiai
parametrai koreliuoja su besijungian¢io komplekso struktiira. Tyrinéjant baltymo-ligando
sgveikas daugiausia démesio skiriama bandymams i$siaiskinti, kuri junginio funkciné grupé
jtakoja termodinaminius parametrus, t.y. analizuojama, kokie cheminiai pokyc¢iai padaryty
jungimasi dar stipresniu ir labiau specifiniu (Baranauskiené et al., 2009).

Skaiciai prie horizontaliy ir vertikaliy rodykliy adityvumo ,,zemélapiuose* parodo kaip
pakinta laisvoji Gibso energija pridéjus/pakeitus funkcine junginio grupe. Skaiciai, esantys
prie kampu pakreipty rodykliy parodo laisvosios Gibso energijos pokytj slopikliui jungiantis
su skirtingais karboanhidraziy izofermentais.

Tiofeniniy sulfonamidy atveju A1 junginiui jungiantis su pirma karboanhidraze laisvoji
Gibso energija lygi -51,0+0,8 kJ/mol. Jungimosi reakcijos su kitomis CA izoformomis AG
tampa maziau neigiama.

Pakeitus benzeno zieda benzilo grupe (A2 junginys) jungimosi su CA izoformomis
reakcijos laisvoji Gibso energija tapo labiau teigiama. AG verté labiausiai negiama A2
jungiantis su CA I (AG=-48,2+1,2 kJ/mol), o labiausiai teigiama — su CA XII ir CA XIlI
(AG=-41,7+1,3 kJ/mol).

Ligando A4 laisvoji Gibso energija jungiantis su CA | tapo neigiamesné (AAG= -
2,44+0,9 kJ/mol) lyginant su Al slopikliu. Jungimosi su kitomis CA izoformomis laisvosios
Gibso energijos irgi tapo labiau neigiamos.

Vertinant A4 junginio laisvosios Gibso energijos poky¢ius jam slveikaujant su
skirtingomis CA izoformomis, labiausiai neigiama AG gauta vykstant Sio slopiklio jungimosi
reakcijai su CA 11 bei CA VI ir ji yra apytiksliai lygi -54,5 kJ/mol. Teigiamiausia $io
termodinaminio parametro verté ligandui jungiantis su CA XIlII.

A2 slopiklio funkcinés benzilo grupés pakeitimas S-2-metiltiofenu (A3 junginys)
jungimuisi su karboanhidraze I jtakos neturéjo. Taciau tai turéjo jtakos jungimuisi su CA 1II
(AAG= -2,441,6 kJ/mol). Slveikos su kitomis CA izoformomis S-2-metiltiofenas nejtakojo
lyginant su A2 junginiu. Taciau kaip ir A2 slopiklio jungimosi atveju, A3 stipriausiai jungési
su CA I (AG=-48,4+£1,0), o silpniausiai su CA XII ir CA XIII (AG= -41,0+2,0 kJ/mol).

AS ligando saveikos su CA | AG verté tapo labiau teigiama, bet laisvosios Gibso
energijos verté tampa neigiamesné slopikliui jungiantis su kitais karboanhidrazés
izofermentais lyginant su A2 jungimusi. Didziausias skirtumas matomas jungimosi su CA VII
reakcijoje (AAG= -4,7+1,3 kJ/mol).
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Vertinant A5 laisvosios Gibso energijos pokytj jam jungiantis su skirtingomis CA
izoformomis, AG verté labiausiai neigiama vykstant saveikai su CA Il ir CA VII (AG=
-48+1,1 kJ/mol). Labiausiai teigiama verté gauta jungimosi reakcijoje su CA XII (AG= -
42,7+0,5 kd/mol).

Stipriausias tiofeniniy sulfonamidy jungimasis vyksta karboanhidraziy izofermentams
jungiantis su A4 slopikliui. Taciau nei vienas i$ tirty junginiy nepasizyméjo labai dideliu

selektyvumu CA izoformoms (3.7 pav.).
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3.7 pav. Tiofeniniy sulfonamidy jungimosi su karboanhidraziy izoformomis stulpeliné
diagrama.

Atliekant eksperimentus su sacharininiais junginiais B1 ligandas nesijungé (arba jungési
labai silpnai) su CA izoformomis, t.y. Sio ligando jungimosi laisvoji Gibso energija yra
teigiamesné nei -22,8 kJ/mol, nes kai ligando koncentracija tirpale yra 200 uM, terminio

poslinkio metodu negalime i§matuojame mazesniy jungimosi konstanty nei 10* M (3.8 pav.).

58 Lty L ||||||I T Y Ly
1.LE-08 1.E-07 1.E-06 1.LE-05 1.E-04 1.E-03

L.M

3.8 pav. Baltymo denatiiracijos temperattros, simuliuotos priklausomybés nuo pridétos
ligando koncentracijos ir nuo ligando jungimosi konstanty (Matulis, 2008). IS apatinés kreivés
matome, jog esant ligando koncentracijai 200 uM, poslinkio, kai jungimasis labai silpnas
(Kbs 10* M), matyti negalime.
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Ligandas B2 stipriausiai jungési su CA XII ir CA XIII (AG= -40+1.8 kJ/mol).
Maziausiai neigiama AG verté gauta B2 jungiantis su CA | (-33,1+1,2 kJ/mol).

Prie B2 jungio pridéjus alkino grupe (B3 junginys) jungimosi su CA I, CA 1l, CA VIl ir
CA XIII laisvoji Gibso energija tapo neigiamesné lyginant su B2 ligandu. Jungimosi su CA
XII reakcijos AG tapo teigiamesné.

Maziausia AG verté gauta jungiantis B3 slopikliui su CA VII (AG=-44,4+0,3 kJ/mol), o
didziausia su CA XII (AG= -36,5+0,9 kJ/mol).

Pakeitus B3 junginyje esancig alkino grupe¢ (2-etil)fenilo grupe (B4 junginys), laisvosios
Gibso energijos jungiantis su CA izoformomis tapo neigiamesnés. Neigiamiausia AG verté
B4 jungimosi reakcijoje gauta ligandui jungiantis su CA I (AG= -54,1+1,0 kJ/mol), o
teigiamiausia jungiantis su CA XII (AG= -43,7+0,4 kJ/mol) izoformomis.

B1 junginio, neturin¢io sulfonamidinés grupés, laisvosios Gibso energijos iSmatuoti
negalima dél labai silpno jungimosi. Sacharininis junginys, turintis pirming¢ sulfonamidine
grupg, bet neturintis kitos funkcinés grupés, jungési ne stipriai, lyginant su ligandais,
turinciais papildomas funkcines grupes. Taciau nei vienas i$ tirty sacharininiy junginiy

nepasizyméjo labai dideliu selektyvumu CA izoformoms (3.9 pav.).
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3.9 pav. Sacharininiy sulfonamidy jungimosi su karboanhidraziy izoformomis stulpeliné
diagrama. B1 junginys neturi pirminés sulfonamidinés grupés, todél jo jungimosi AG> -22,8
kJ/mol. Stulpelinéje diagramoje tokia verté atidéta kaip atskaitos taskas, vertinant kity
ligandy, turin¢iy pirming¢ sulfonamiding grupe, jungimosi stipruma.

3.2. Baltymu pK, ir jungimosi protonizacijos entalpijos verciuy nustatymas
Vykstant ligando-baltymo jungimuisi, tuo pa¢iu metu vyksta ir kitos papildomos
reakcijos, pagrinde protonizacija-deprotonizacija. Stebéti Siy reakcijy jtaka galima matuojant

jungimosi entalpijas izotermings titravimo kalorimetrijos metodu buferiuose, turiné¢iuose

skirtingas entalpijas, esant jvairioms pH vertéms.
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Tokie eksperimentai buvo atlikti izoterminés titravimo kalorimetrijos metodu naudojant
komercinj karboanhidraziy slopiklj EZA, kurio sulfonamidinés grupés pK, yra 8. D¢l to
jungimosi metu sulfonamidiné grupé turi deprotonizuotis, 0 hidroksido molekulé, esanti prie
cinko jono aktyviajame fermento centre, turi protonizuotis tam, kad galéty vykti jungimosi
reakcija. Be to, slopiklis ir fermentas protonus atiduoda j/pasiima i$ juos supancio buferinio
tirpalo. Tris buferio protonizacijos entalpija yra didelé ir lygi -47,4 kJ/mol, tuo tarpu
fosfatinio buferio entalpija lygi -5,1 kJ/mol (Baranauskiené and Matulis, 2012), todél vykstant
jungimosi reakcijai Siuose buferiniuose tirpaluose iSmatuotos entalpijos zenkliai skiriasi (3.10

pav.).
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3.10 pav. CA XII jungimosi su EZA reakcijos entalpijos, iSmatuotos skirtinguose buferiniuose
tirpaluose, pH= 8,5.

Eksperimentai buvo atlikti su I ir XII karboanhidraziy izoformomis Tris ir fosfatiniame
buferiniuose tirpaluose 25°C temperatiiroje.

IS gauty ITC kreiviy matoma, kad reakcija yra stipriai egzoterming, t.y. jungimosi metu
i$siskiria Siluma. Dideli pikai parodo eksperimento metu vykstanciy reakcijy (jungimosi,
protonizacijos-deprotonizacijos), o mazi pikai — skiedimosi metu iSskiriamg $ilumg (3.11
pav.). Kreivés statumas nusako jungimosi stiprumg — kuo kreivé statesné, tuo jungimasis

stipresnis.
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3.11 pav. ITC kreivé EZA jungiantis su CA XII. Matavimai atlikti Tris buferyje, pH=7,5,
25°C temperatiiroje.
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3.12 pav. rodo integruotas ITC kreives ir jy priklausomybe nuo pH (esant vienodam

buferiniam tirpalui).
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3.12 pav. EZA jungimasis su CA XII fosfatiniame buferyje, esant skirtingoms pH vertéms,
25°C temperatiiroje.

I$matuotos CA I jungimosi su EZA entalpijos fosfatiniame buferyje kinta nuo -16,0
kJ/mol pH= 4,5 iki -91,0 kJ/mol pH= 9,5 (3.2 lentelé). Tris buferyje kinta nuo —60,0 kJ/mol,
kai pH= 6,8 iki -45,4 kJ/mol, kai pH= 9,2 (3.3 lentel¢).

3.2 lentelé. Ismatuoti CA | jungimosi su EZA termodinaminiai parametrai fosfatiniame
buferyje.

pH Ky, M AG, kd/mol AH, kd/mol | TAS, kJ/mol
45 3,8-10° -37,6 -16,0 17,3

5,2 3.4-10° -37,3 -14,1 18,6

55 4,7-10° -38,1 171 16,9

6,1 3,6-10° 374 -19,8 14,2

6,6 1,5-10° -40,9 -22.0 15,1

7.0 2,6-10° 423 -29,1 10,6

7.6 1,9-10° 41,6 -34.4 5,7

8.0 1,0-10’ -40,1 -48,7 7.0

8.4 6,8-10° -39,0 -59.4 -16,4
8.6 2,4-10° -36,5 -70,0 -26,9
8.7 5,2-10° -38,3 731 -27.9
9,0 4,1-10° -37,8 -75,6 -30,3
9.4 1,1-10° -34,5 -83,3 -39,1
9,6 1,5-10° -35,2 91,0 44,7

3.3 lentelé. IsSmatuoti CA | jungimosi su EZA termodinaminiai parametrai Tris buferyje.

pH Ky, M AG, kJ/mol AH, kJ/mol TAS, kJ/mol
6,8 7,1-10° -39,1 -59,7 -16,6

7.2 1,6-10° 41,1 -59,7 14,9
7.8 1,6-10° 41,2 -58,5 -13,9




8.4 9,9-10° -39,9 -53,7 -11,0
8,8 1,6-10° 41,1 -48,1 5,6
9,2 8,3-10° -39,5 -45 4 4.7

Ismatuotos CA XII jungimosi su EZA entalpijos fosfatiniame buferyje varijuoja nuo —
28,15 kJ/mol kai pH= 5,0 iki -67,4 kJ/mol, kai pH= 9,0 (3.4 lentel¢).

3.4 lentelé. Ismatuoti CA XII jungimosi su EZA termodinaminiai parametrai fosfatiniame

buferyje.

pH Ky, M AG, kd/mol AH, kJ/mol TAS, kJ/mol
5,0 5,3-10° -38,4 -28,2 10,2
55 6,5-10° -38,9 -31,0 7.8
6,0 1,4-10° -40,8 -30,4 10,4
6,5 3,5-10° -43,0 -34.,6 8.4
7.0 1,2-108 -46,0 -39,5 6,5
75 1,5-108 -46,6 51,6 5.0
8,0 9,8-10’ -45,6 57,1 -11,5
8,5 8,0-10’ 451 61,5 -16,4
9,0 2,3-107 -42,0 -67,4 -25.4

CA XII-EZA jungimosi entalpijos Tris buferyje kinta nuo -62,17 kJ/mol, kai pH=5,0,
iki -38,2, kai pH=9,0 (3.5 lentel¢).

3.5 lentelé. Ismatuoti CA XII jungimosi su EZA termodinaminiai parametrai fosfatiniame

buferyje.

pH Ky, M™ AG, kJ/mol AH, kJ/mol TAS, kJ/mol
5,0 1,2:10° -40,5 62,2 21,7
55 7,0-10° -39,1 -63,0 -23,9
6,0 2,2:10° -42,0 -64,2 -22,3
6,5 7,8:10° -45,1 61,5 -16,5
7,0 6,0-10° -44,4 -55,7 -11,3
75 1,4-10% -46,6 -50,0 -3,5
8,0 7,0-10° -44.8 -45,6 -0,8
8,5 3,2:10° -42,8 -37,3 55
9,0 2,8:10° -42,5 -38,2 4,3

ISmatuotos entalpijos vertés atidedamos grafikuose kaip pH funkcijos (3.13 ir 3.14pav.).

I§ gauty duomeny matome, jog termodinaminiai parametrai yra stipriai priklausomi nuo

buferinio tirpalo ir pH.

Prie eksperimentiniy duomeny privedami teoriniai, kurie grafike pavaizduoti istisinémis

linijomis ir i§skai¢iuoti remiantis (28) lygtimi. Teorinés kreivés priartinamos prie
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eksperimentiniy duomeny keiciant fermento aktyviajame centre esancioS prie cinko jono
prisijungusios vandens molekulés pK, bei entalpijos vertes ir tikrosios jungimosi entalpijos
vert¢. Karboanhidrazés | gauta Zn-H,O pK, verté lygi 8,3, 0 CA X1l Zn-H,0 pK,=7. CA |
cinko AH=-50 kJ/mol, o CA XII AH= -28 kJ/mol.

Tikroji jungimosi entalpija iSskaiCiuota pagal gautus duomenis CA I izoformai yra -43
kJ/mol, o CA XII izoformai tikroji AH=-50 kJ/mol. Pritaikius tg patj modelj, kity tikryjy
baltymo jungimosi su jvairiais ligandais parametry iSskai¢iavimui pakanka vieno ITC

eksperimento atlikto bet kuriame pH toje pacioje temperatiiroje.

ApH ,py (kJ/mol)

3.13 pav. CA | jungimosi su EZA protonizacijos entalpijy vertés, gautos atlikus
eksperimentus fosfatiniame (juodi kvadratukai) ir Tris (balti kvadratukai) buferiniuose
tirpaluose jvairiuose pH.

Tris buferyje nepavyko gauti rezultaty Zemesniuose ir aukstesniuose pH dél jungimosi

stechiometrijos sumaZz¢jimo eksperimento metu.
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3.14 pav. CA XII jungimosi su EZA protonizacijos entalpijy vertés, gautos atlikus
eksperimentus fosfatiniame (juodi kvadratukai) ir Tris (balti kvadratukai) buferiniuose
tirpaluose jvairiuose pH.

Kity karboanhidrazés izoformy protonizacijos entalpijas ir pK, vertes Biotechnologijos

institute Biotermodinamikos ir vaisty tryimy skyriuje iSmatavo Joana Gylyté (CA I1), Vilma
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Pilipuityté (CA VII) ir Lina Baranauskiené (CA XllI (Baranauskiené & Matulis, 2012)). Visy
CA pK, ir entalpijy vertés pateiktos 3.6 lenteléje.

3.6 lentelé. Karboanhidraziy L, II, VII, XII ir XIII aktyviajame centre esancio cinko jono pKa

ir protonizacijos entalpijy vertés.
) Zn-H20 o
CA izoforma Protonizacijos AH, kJ/mol

pPKa

CAI 8,3 -50

CA Il 7,1 -26

CAVII 7,1 -33

CA XII 7,0 -28

CA Xl 8,3 -26

Sios vertés leidzia jvertinti baltymo, kurio aktyviajame centre esanti prie cinko jono

prisijungusi vandens molekulé yra deprotonizuotoje formoje, frakcija.

3.3. Tikrieji jungimosi parametrai
ISmatuoti jungimosi termodinaminiai parametrai suteikia informacijos apie junginio

gebejima slopinti fermentg ir to slopinimo stiprumg. Taciau to nepakanka norint jvertinti
energijos-struktiiros koreliacijas. Tam turéty bati naudojami tik tikrieji parametrai. Gaunamos
vertés yra be papildomy reakcijy, vykstanciy jungimosi metu, itakos. Taip suzinomi tik rysiy,
susidaranciy tarp fermento ir ligando, termodinaminiai parametrai.

Tam, kad biity galima i$skai¢iuoti tikruosius parametrus, reikia Zinoti eksperimentiniu
buidu gautas jungimosi konstanty vertes (3.1 lentelé) ir buferinio tirpalo protonizacijos
entalpija. Taip pat aktyviajame fermento centre prie cinko jono esancios molekulés, prie
kurios jungiasi slopiklis, protonizacijos entalpija ir pK, verte (3.6 lentel¢) bei analizuojamo
ligando protonizacijos entalpijg bei pK, verte (3.7 lentelé).

Visi eksperimentai buvo atliekami 25°C temperatiiroje fosfatiniame buferyje, kurio
protonizacijos entalpija sioje temperatiiroje yra -5,1 kJ/mol (Baranauskiené & Matulis, 2012).
Sulfonamidiniy slopikliy protonizacijos entalpijos yra labai panaSios. Komerciniy

ligandy acetazolamido, metazolamido, trifluorometansulfonamido ir 4-
karboksibenzensulfonamido $ios vertés varijuoja nuo -4,8+0,7 iki -6,0+0,2 kcal/mol 25°C
temperatiiroje. Siame darbe tikriniy parametry skai¢iavimams buvo imama verté, lygi §iy 4

komerciniy slopikliy protonizacijos entalpijy vidurkiui (AH= -22,8+0,8 kJ/mol).

45



Gautos tiofeniniy sulfonamidy ir sacharininiy junginiy jungimosi su I, 11, VII, X1l ir

XIII karboanhidraziy izoformomis tikryjy parametry vertés pateiktos 10 lentelgje ir

adityvumo ,,zemélapiuose® (3.14 ir 3.15 pav.).

Junginio B1 tikrieji termodinaminiai parametrai nebuvo iSskai¢iuoti, nes dél pernelyg

silpno jungimosi negalima iSmatuoti Sio ligando jungimosi konstantos bei entalpijos.

3.7 lentelé. CA 1, CA 11, CA VIIL, CA XII ir CA XIII jungimosi su tiriamais junginiais
tikrosios jungimosi konstantos (dimensija moliais (M)) bei kiekvieno junginio sulfonamidinés
grupés pK, vertés. B1 junginys pirminés sulfonamidinés grupés neturi.

Junginio

pirminés
sulfonamidinés| CA1 | CAIl | CAVII | CAXII | CAXIII

grupés pK,

Al 8,6 3810 | 1,410 | 1,310° | 35-10° | 9,7-10°
A2 8,7 1,410 | 57-10° | 32:10° | 42-10° | 1,1-10°
A3 8,7 1,5:10° | 1,5-10° | 2,810° | 1,9-10° | 8,6:10°
A4 81 3,1-10° | 92:10° | 73-10° | 89:10° | 1,9-10°
A5 8,0 53108 | 49-10° | 52-10° | 1,5:10° | 3,6-10°
B1 ” 1,070 | 1,0-70" | 1,020 | 1,070° | 1,0-10°
B2 95 20108 | 1,7:10° | 1,0-10° | 5310° | 2,4-10°
B3 9.2 4410° | 98:10° | 1,810 | 82:10° | 3,8-10°
B4 9.2 5,1-10% | 1,2-10% | 6,7-10° | 1,5-10° | 2,6-10%
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3.15 pav. Tikrieji termodinaminiai parametrai tiofeniniams sulfonamidams jungiantis su I, II, VII, XII ir XIII CA izoformomis bei $iy parametry
pokyc¢iai, atsirandantys déka pridétos/pakeistos junginio funkcinés grupés.
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3.16 pav. Tikrieji termodinaminiai parametrai sacharininiams junginiams jungiantis su I, II, VII, XII ir XIII CA izoformomis bei Siy parametry
pokyciai, atsirandantys déka pridétos/pakeistos junginio funkcinés grupés.
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Tiofeniniy sulfonamidy atveju ligandui Al jungiantis su karboanhidraze | reakcijos
laisvoji Gibso energija yra -60,4+0,8 kJ/mol. Stiprus entalpijos indélis Siai reakcijai (AH=
-46,0+0,5 kJ/mol, TAS= 14,4+0,9 kJ/mol). Jungiantis su kitomis karboanhidraziy
izoformomis AG vertés gaunamos teigiamesnés. Labiausiai teigiama AG verté gaunama Al
jungiantis su CA XIII (AG= -51,3+0,7 kJ/mol). Sia reakcija taip pat labiau jtakoja entalpija
nei entropija (AH= -34,2+0,1, TAS=17,1+0,7) (3.17 pav.).
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3.17 pav. Al ligando tikrieji termodinaminiai parametrai jam jungiantis su CA izofermentais.

Pakeitus Al slopiklio benzeno Zieda benzilo grupe (A2 junginys), sukeliamas jungimosi
suCA I, CA Il ir CA VII izoformomis laisvosios Gibso energijos teigiaméjimas. Taip pat
padidéja entropijos jtaka Siam jungimuisi. Pakeitus funkcine grupe AG verté tapo neigiamesne
slopikliui jungiantis su CA XII ir CA XIII izofermentais, ta¢iau gautos vertés yra paklaidos
ribose. Kaip ir su I, IT bei VII karboanhidrazémis, taip ir vykstant A2 ligando jungimuisi su
CA XIII izoforma padidéja entropijos indélis jungimuisi lyginant su A1 slopikliu.

A4 slopiklio jungimosi su karboanhidraze | laisvosios Gibso energijos verté tampa
labiau neigiama, taciau §i verté yra paklaidos ribose. Neigiamesné AG verté pastebima
ligandui jungiantis su kitais CA izofermentais. Taip pat padidéja entalpijos indélis Sioms
reakcijoms, i§skyrus CA XII. CA XII jungimosi su A4 spontaninj vyksma labiau jtakoja
entropija.

A2 jungimosi laisvoji Gibso energija neigiamiausia vykstant sgveikai su CA |. Didesnis
entalpija indélis jungimuisi lyginant su entropija (kJ/mol, AH= -43,4+0,3 kJ/mol, TAS=
14,6:1,2kJ/mol). Teigiamiausia Gibso energija §iam slopikliui jungiantis su CA XIII . Sios
reakcijos vyksmui entalpijos ir entropijos indélis yra vienodas (AH= -25,8+0,1 kJ/mol, TAS=
25,7+1,0 kd/mol) (3.18 pav.).
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3.18 pav. A2 ligando tikriniai termodinaminiai parametrai jam jungiantis su CA
izofermentais.

A2 junginio benzilo grupe pakeitus S-2-metiltiofenu (A3 junginys) laisvoji Gibso
energija vykstant jungimosi reakcijai su CA |1 tapo labiau neigiama (AAG= -2,4+1,6 kJ/mol).
AG neigiamesné ir ligandui jungiantis su CA 1, bet Sis pokytis yra paklaidos ribose (AAG=
0,1+1,6 kJ/mol). AG verté tapo labiau teigiama vykstant reakcijai su CA XII (AAG=2,0+1,9
kJ/mol).

Ab5 slopiklio jungimosi su CA izoformomis laisvosios Gibso energijos tapo
teigiamesnés lyginant su A2, iSskyrus jungimasi su CA VII. Taciau ir §is AS jungimosi su CA
VI laisvosios Gibso energijos pokytis, lyginant su A2 ligando jungimusi, yra paklaidos ribose
(AAG= -1,1+1,3 kJ/mol).

A3 ligando jungimosi su CA I ir CA Il reakcijy laisvosios Gibso energijos yra vienodos
(AG= 58,1 kJ/mol), taciau jungimasis su I karboanhidrazes izoforma yra labiau jtakojamas
entalpijos (AH=-50+0,2 kJ/mol, TAS= 8,1 kJ/mol) lyginant su CA II (AH= -43,4+0,6 kJ/mol,
TAS= 14,7+1,4 kJ/mol). Teigiamiausia AG verté gauta vykstant sio ligando jungimuisu su CA
XII (AG= -51,0+1,1 kJ/mol). A3 jungimasi su tiriamomis CA izoformomis entalpija jtakoja
labiau nei entropija (3.19 pav.).
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3.19 pav. A3 ligando tikriniai termodinaminiai parametrai jam jungiantis su CA
izofermentais.

A4 slopiklio jungimosi laisvosios Gibso energijos verté yra labiausiai neigiama jam
jungiantis su Il ir VII karboanhidraziy izoformomis (AG= -62 kJ/mol). Jungimosi reakcija su
CA 11 yra labiau jtakojama entalpijos (AH= -56,7+0,6 kJ/mol, TAS= 5,9+1,7 kJ/mol) lyginant
su CA VII (AH= -37,7+0,4 kJ/mol, TAS= 24,3+0,7 kJ/mol). Teigiamiausia AG verté A4
ligandui jungiantis su CA XII (AG=-56,8+07 kJ/mol, AH= -34,1+0,2 kJ/mol, TAS =22,7+0,7
kJ/mol) (3.20 pav.).
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3.20 pav. A4 ligando tikriniai termodinaminiai parametrai jam jungiantis su CA
izofermentais.

A4 slopiklio benzeno zieda pakeitus benzilo grupe gaunamas junginys AS. Funkcinés
grupés pakeitimas sumazina AG vertes su visomis tiriamomis CA izoformomis. Taciau AS
ligando jungimasi su CA VII ir CA XII labiau jtakoja entalpija lyginant su A4 junginio
jungimusi su Siomis CA izoformomis. Bet CA VII jungimosi su slopikliu entalpijos jtakos
padidéjimas yra paklaidos ribose (AAH=-1,0+1,8 kJ/mol).
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Ab5 ligandas panasiai jungiasi tiek su CA 11, tiek su CA VII (AG=-55+1,2 kJ/mol),
taciau jungimosi reakcija su VII karboanhidrazés izoforma yra labiau jtakojama entalpijos
(AH=-38,7+1,8 kJ/mol, TAS= 16,7+2,1 kJ/mol) lyginant su CA II (AH= -25,7+0,4 kJ/mol,
TAS=29,6+0,7 kJ/mol). Teigiamiausia Gibso energija gauta A5 ligandui jungiantis su CA
XIII (AG=-48,9:0,5 kJ/mol). Sig reakcija stipriai jtakoja entalpija (AH= -37,60,1 kJ/mol,
TAS=11,3+0,5 kJ/mol) (3.21 pav.).
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3.21 pav. A5 ligando tikriniai termodinaminiai parametrai jam jungiantis su CA
izofermentais.

Sacharininiy junginiy atveju eksperimentinius rezultatus perskaiciavus j tikrines vertes,
B2 ligando neigiamiausia laisvosios Gibso energijos verté gauta jam jungiantis su XII
karboanhidrazes izoforma (AG= -55,5+1,3 kJ/mol). Si reakcija yra stipriai jtakojama
entropijos (AH=-17,3+0,2 kJ/mol, TAS= 38,2+1,3 kJ/mol). Taciau jungimasi su kitomis CA
izoformomis jtakoja entalpija. Neigiamiausia jungimosi, kurj jtakoja entalpija, Gibso energija
yra -53,6+1,3 kJ/mol ir ji gauta slopikliui jungiantis su CA XIII (AH= -48,5+0,7 kJ/mol,
TAS=5,1+1,5 kJ/mol). Teigiamiausia laisvosios Gibso energijos verté gauta B2 jungiantis
su karboanhidraze | (AG=-47,4+1,2 kJ/mol). Sia reakcija entalpija jtakoja labiausiai (AH= -
51,8+1,3 kJ/mol, TAS= -4,4+1,8 kJ/mol) lyginant su reakcijomis, kai analizuojamas ligandas
jungiasi prie CA II, CA VII, CA XII ar CA XIII izoformy.

Prie B2 junginio prijungus 2-butino grup¢ (B3 junginys) jungimosi su L, II, VII ir XIII
CA izoformomis laisvoji Gibso energija tapo neigiamesné. Reakcijos su CA I ir CA VIl ir CA
XIII tapo maziau jtakojamos entalpijos nei junginio, neturincio $ios funkcinés grupés
jungimosi atveju. CA XII jungiantis su B3 junginiu laisvoji Gibso energija tapo teigiamesné
2,6£1,6 kJ/mol. Padidéjo entalpijos jtaka bei sumazéjo entropijos indélis (AAH=-9,9+0,5
kJ/mol, TAAS=-12,5+1,6 kJ/mol) lyginant su junginiu B2,

52



B3 junginio jungimasis su karboanhidraze XII AG verté yra teigiamiausia, lyginant su
saveikomis §iam ligandui jungiantis prie kity CA izoformy (AG=-52,9 kd/mol). Sj jungimasi
jtakoja entalpija, taCiau entalpijos jtaka $iai jungimosi reakcijai yra tik nedaug didesné
lyginant su entropijos indéliu (AH= -27,2+0,5 kJ/mol, TAS= 25,7+1,0 kJ/mol). Labiausiali
spontaniné reakcija vyksta B3 ligandui jungiantis su CA VII (AG= -60,8+0,3 kJ/mol). Si
reakcija yra labiau jtakojama entropijos nei entalpijos (AH= -26,4+0,6 kJ/mol, TAS= 34,4+0,7
kJ/mol). Siam ligandui jungiantis su kitomis CA izoformomis, jungimosi spontaniskuma
jtakoja entalpija. Teigiamiausia AG verté gauta ligandui jungiantis su CA XIlI.

Pakeitus B3 junginyje esancig 2-butino grupe 2-etilfenilo funkcine grupe jungimosi su
CA izoformomis laisvoji Gibso energija tapo neigiamesné. Neigiamiausia tapo ligandui
jungiantis su CA I izoforma (AAG=-12,2 kJ/mol). Funkcinés grupés pakeitimas ligando
jungimosi su CA I, CA VII ir CA XII reakcijas padaré labiau jtakojamas entalpijos nei B3
junginio atveju. Dél funkcinés grupés pakeitimo entropijos jtaka labiausiai padidéjo junginio
jungimuisi su 1l CA izoforma.

Ligando B4 jungimosi su visomis tiriamomis CA izoformomis laisvoji Gibso energijos,
apskaiciavus tikruosius parametrus, yra labiausiai neigiamos lyginant su kitais Siame darbe
jungiantis su I karboanhidraze (AG=-69,5 kJ/mol) ir $i reakcija yra stipriai jtakojama
entalpijos (AH= -65,2+1,3kJ/mol, TAS= 4,3+1,6 kJ/mol). Analizuojamo slopiklio jungimosi
su CA VII izoforma AG verté irgi yra labai neigiama (AG= -64,3+0,4kJ/mol). Sios reakcijos
entalpijy ir entropijy vertés yra beveik vienodos (AH= -33,0+1,0 kJ/mol, TAS=31,3+1,1
kJ/mol). Teigiamiausia laisvosios Gibso energijos verté gauta Siam junginiui jungiantis su CA

XII (AG= -58,1+0,4, AH= -42,3+0,2 kJ/mol, TAS= 15,8+0,4 kJ/mol).

3.4. ISmatuotyjy ir tikriniy jungimosi parametry palyginimas
Vertinant tiriamy ligandy jungimosi su karboanhidraziy izoformomis termodinaminius

parametrus, stebimieji skiriasi nuo tikryjy. Stebimieji parametrai parodo, jog su CA 1l, CA
VI, CA XII ir CA XIII stipriausiai jungiasi A4 junginys. Tik su CA | stipriau jungiasi B4.
Taciau iSskai¢iavus protonizacijos-deprotonizacijos jtaka, palankiausi termodinaminiai
parametrai gauti tiriamoms CA izoformoms jungiantis su junginiu B4.

Pateikiami tikriniy ir eksperimentiniy jungimosi laisvyjy Gibso energijy verciy
palyginamieji grafikai bei lentelé, kurioje suskai¢iuoti Siy laisvyjy Gibos energijy verciy

skirtumai.
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3.22 pav. Al ligando jungimosi su CA
izoformomis eksperimentiniy ir tikriniy
AG verciy palyginimas.

0 CAI CATL CAVII CAXII CAXII
—20
= 40
5 |
—60
| Ml ekspermentiniai
780 4 [ sleief

3.24 pav. A3 ligando jungimosi su CA
izoformomis eksperimentiniy ir tikriniy
AG verciy palyginimas
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3.26 pav. A5 ligando jungimosi su CA
izoformomis eksperimentiniy ir tikriniy
AG verciy palyginimas.
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3.23 pav. A2 ligando jungimosi su CA
1izoformomis eksperimentiniy ir tikriniy
AG ver¢iy palyginimas.
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3.25 pav. A4 ligando jungimosi su CA
1izoformomis eksperimentiniy ir tikriniy
AG verciy palyginimas.
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3.27 pav. B2 ligando jungimosi su CA
izoformomis eksperimentiniy ir tikriniy
AG verciy palyginimas.
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3.28 pav. B3 ligando jungimosi su CA
izoformomis eksperimentiniy ir tikriniy
AG verciy palyginimas.
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3.29 pav. B4 ligando jungimosi su CA
izoformomis eksperimentiniy ir tikriniy
AG ver¢iy palyginimas.

3.8 lentelé. Tikriniy ir stebimyjy laisvyjy Gibso energijy verciy skirtumai (kJ/mol).

Al A2 A3 A4 A5 B2 B3 B4
CAl -9.40 -9.80 -9.70 -6.50 -6.18 | -14.30 | -15.00 | -154
CA2 -10.80 | -11.10 | -11.10 | -7.80 -7.53 | -15.60 | -14.10 | -16.6
CA7 -10.70 | -11.10 | -11.00 | -7.70 -7.50 | -15.60 | -16.40 | -16.6
CA12 -11.00 | -13.20 | -11.30 | -8.00 -9.20 | -15.90 | -16.40 | -144
CAl13 -9.48 -9.80 | -9.70 -2.20 -6.20 | -14.30 | -15.00 | -15.1
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4. REZULTATU APTARIMAS

4.1. Stebimieji jungimosi parametrai
Labiausiai dominantys termodinaminiai parametrai matuojant slopikliy jungimasi su

karboanhidraziy izofermentais yra jungimosi konstantos, parodancios su baltymu susijungusio
ir nesusijungusio ligando santykj tirpale ir laisvosios Gibso energijos, parodancios molekulés
jungimosi prie baltymo, afiniskuma.

Baltymo ir ligando sgveikos metu vyksta protonizacijos-deprotonizacijos reakcijos
(Matulis & Todd, 2004). Matulio ir Todd (2004) straipsnyje aprasyti jungimosi eksperimentai,
atlikti skirtinguose buferiniuose tirpaluose. Gauti rezultatai parodo, jog jungimosi konstantos
(kaip ir laisvosios Gibso energijos) nepriklauso nuo buferio, o entalpijos yra priklausomos.
Todél stebimyjy entalpijy ir entropijy analizé neturi prasmés, nes stebimieji parametrai
nesuteikia pakankamai naudingos informacijos apie junginj, kuria remiantis biity galima kurti
naujus slopiklius. Tac¢iau zinant stebimgsiaslaisvasias Gibso energijas galima numatyti kaip
stipriai vykty sgveika organizme.

Heterocikliniai sulfonamidai yra vieni i$ labiausiai tyrinéjamy karboanhidraziy
slopikliy. Po atlikty tyrimy mokslininkai priéjo prie i§vady: a) sulfonamidai, turintys
penkianarius ziedus yra efektyvesni CA slopikliai nei tie, kurie turi $eSianarius; b) azoto ir
sieros atomy buvimas ziede susijgs su geresnémis CA izoformy slopikliy savybémis. Taciau
tokie junginiai, kaip 5-pakeistas-1,3,4-tiadiazolo-2-sulfonamidas, 6-pakeistas-benzotiazolo-2-
sulfonamidas ir 1,3,4-tiadiazolino-2-sulfonamidas, kurie turi ir sieros ir azoto atomus Ziede,
aprasomi tik kaip dalinai efektyviis. Geresniais junginiais laikomi tiofeno-2-sulfonamidai,
neturintys papildomy azoto ir sieros atomy bei jie aprasomi kaip geresni slopikliai,
nepriklausomai nuo funkciniy grupiy (Alterio et al., 2012). Sie ligandai yra analizuojami ir
Siame darbe. Stipriausiai i$ jy su tirtomis karboanhidraziy izoformomis jungiasi A4 junginys,
turintis fenilsulfonil funkcing grupe. Stipriausiai jis sagveikauja su CA 1l ir CA VII (skirtumas
tarp Siy jungimuysi yra paklaidos ribose). Be to, junginys A3, turintis funkcinéje grupéje
penkianarj zieda, jungési su CA izoformomis beveik taip pat kaip ir A2, funkcinéje grupéje
turintis SeSianarj. Tik jungimasis su CA Il buvo kiek stipresnis (AAG= -2,4+1,6 kJ/mol).

Junginys, kurio ,,uodegoje* yra prijungtas tiofenas, literatiroje jvardinamas kaip stiprus
CA I slopiklis (Ki= 5,3-6,1 nM), turintis geras jungimosi savybes su I, Il, IX'ir XII CA
(Alafeefy et al., 2013). Taciau Siame darbe toks junginys buvo geresnis CA I slopiklis tik
lyginant su A5 junginiu, o CA XII slopino silpniausiai.
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Straipsniuose teigiama, kad nepriklausomai nuo funkcinés grupés, kuri yra prie
tiopheno-2-sulfonamidinés dalies, Sie slopikliai yra labai stipriai prisijungiantys aktyviajame

fermento centre su labai mazais Ziedo orientacijos skirtumais (4.1 pav.) (Alterio et al., 2012).

Thr200 g |\ Ging2

Leu1as _
SR Val121

Thr199
-
AN P NH
HNTSNT —
f N’f’"“NH\'—g
Hisgg f His94
His119

4.1 pav. Tiofeny prisijungimo karboanhidrazés aktyviajame centre schema (Alterio et al.,
2012).

Palyginimui su straipsnyje pateikta slopiklio jungimosi CA aktyviajame centre,
Biotechnologijos instituto Baltymy-nukleoriig§¢iy sgveikos tyrimy skyriuje A. Smirnov atliko
kristalografing A4 ligando jungimosi su karboanhidraze II analiz¢. 4.2 pav. iliustruoja Sio

slopiklio sgveikg su CA 1l.

4.2. Ligando B4 jungimosi karboanhidrazes II aktyviajame centre kristaliné struktira.
Sacharininiai slopikliai yra saviti ir jvairiapusiski junginiai, galintys prisijungti prie
metalo jono (Baran & Yilmaz, 2006). Taciau informacijos apie juos, kaip karboanhidraziy
slopiklius, galima rasti nedaug. Keliuose straipsniuose yra aprasomi B1 junginio matavimai
su CA izofermentais (CA | K;= 18540 nM, CA 11 K;= 5950 nM, CA XII K;= 633 nM (Kohler
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et al., 2007)), taciau juose pateikiami tik vieno ir to paties autoriaus matavimy duomenys,
todél tokie rezultatai néra visiskai patikimi, 0 mano darbe eksperimentai buvo atliekami
dviem skirtingais metodais. Atlikus eksperimentus su penkiomis CA izoformomis Ky buvo
gauta < 200 uM. Taciau Sis junginys gali ganétinai stipriai slopinti karboanhidrazes, jei
prijungiama sulfonamidiné grupé, o prijungiant papildomas funkcines grupes, galima dar
labiau pagerinti ligando slopinimo savybes. Junginys B4 slopina kai kurias CA izoformas

stipriau nei tiofeniniai sulfonamidai.

4.2. Baltymy-ligandy jungimosi termodinaminiai parametrai
ISmatuotos EZA jungimosi su CA I ir CA XII entalpijos parodo reakcijos

priklausomybe¢ nuo pH, atsirandancig déka buferio protonizacijos-deprotonizacijos. Gautos
jungimosi konstantos labai skiriasi esant jvairioms pH vertéms ir $is skirtumas bty dar
didesnis, jei junginio, kurio jungimosi reakcija su CA izoformomis yra matuojama, pK, biity
didesné (etokzolamido pK,= 8,0) (Jogaite et al., 2013).

Be to, yra zenklus skirtumas tarp kai kuriy karboanhidrazés izoformy pKj; vercéiy (9
lentelé) (Jogaite et al., 2013). Tod¢l esant toms pacioms eksperimenty sglygoms skirtingy CA
izoformy frakcijos tirpaluose nebus vienodos.

Lyginant gautus rezultatus su dar nepublikuotais Matulio ir Todd komercinés
karboanhidrazés I matavimais, $iy autoriy gauta cinko pK, verté lygi 8,5+0,2. Cinko jono
entalpija apytiksliai yra AH=-7,5kcal/mol, t.y. -31,4 kJ/mol. O pacio fermento, iSmatavus jo
jungimasi su AZM skirtinguose pH fosfatiniame ir Tris buferiuose tikroji jungimosi entalpija
lygi -44,4 kJ/mol. Rekombinantinés CA I cinko jono entalpija yra didesné nei komercinés.
Taciau tai yra dél skirtingy slopikliy, su kuriais buvo matuotas jungimasis, jtakos. Cinko pK,
bei tikroji CA | izoformos entalpija gautos tokios pat lyginant su Matulio ir Todd
eksperimenty rezultatais. Sie duomenys parodo, jog komerciniy ir rekombinantiniy fermenty

jungimosi termodinaminiai parametrai nesiskiria.

4.3. Protonizacijos/deprotonizacijos reakcijy jtaka jungimuisi
Kalorimetriskai iSmatuotos jungimosi entalpijos eksperimentiniai duomenys nesuteikia

patikimos informacijos apie rysiy tarp ligando ir baltymo susidarymo termodinaminius
parametrus, nes tuo pat metu vyksta papildomos reakcijos, tokios kaip ligando, baltymo ir
buferio protonizacija arba deprotonizacija. Tam, kad biity galima jvertinti struktiiros ir
jungimosi stiprumo koreliacija reikia atimti iy reakcijy jtaka. Tokie duomenys jau yra

patikimi vertinant junginio struktiirines savybes ir kuriant naujus slopiklius.
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Ligando jungimasis su CA izoforma bus stipriausias esant pH vertei, kai slopiklis yra
deprotonizuotas, o hidroksido jonas, prisijunggs prie cinko, protonizuotas. Todél, kuo didesné
junginio pK,, tuo pokytis tarp stebimyjy ir tikryjy parametry yra didesnis (Jogaite et al.,
2013).

3.8 lenteléje pateikti tikriniy ir stebimyjy AG verciy skirtumai. Kadangi A2 ir A3
junginiy pK, vertés yra vienodos, tai ir laisvosios Gibso energijos pokyciai Siems ligandams
jungiantis su CA izoformomis yra beveik vienodi. Labiausiai AG vertés skiriasi Siems
junginiams jungiantis su CA XII, bet §j skirtuma, greiciausiai, jtakoja struktiirinés baltymo
aktyviojo centro ir slopiklio funkcinés grupés savybés. Junginiy B3 ir B4 pK, vertés irgi yra
vienodos, todé¢l ir Gibso energijy skirtumai yra labai panasiis. Didziausias skirtumas yra
jungimosi reakcijose su CA Il ir CA XIlI. Kadangi skirtumai nesusij¢ su protonizacijos
reakcijomis, tai gali baiti susij¢ struktiiriskai, t.y. tas pats junginys su skirtingomis CA jungiasi
skirtingai dél CA pavirSiaus skirtumy, o skirtingy junginiy su ta pac¢ia CA jungimasis
skirtingas dél ligando strukttriniy skirtumy (Matulis & Todd, n.d.).

I§ tirty junginiy, ligando B2 pK, verte yra didziausia. Tai reiskia, jog jo frakcija tirpale,
kurio pH= 7, yra nedidelé. Taciau jam jungiantis su fermentu pasireiskia didelé protonizacijos
jtaka.

Taigi, pagrindinis slopikliy afiniSkumo CA izoformoms skirtumas slypi junginiy pK,
ver¢iy skirtumuose. ISskai¢iavus ligando deprotonizacijos reakcijas, laisvosios Gibso
energijos tampa smarkiai neigiamesnés (Matulis & Todd, 2004). O kai kurie junginiai
pasirodo turintys gersnius termodinaminius jungimosi parametrus lyginant su
eksperimentigkai gautomis jungimosi parametry vertémis. Siuo atveju toks junginys yra B4,
kurio jungimosi laisvoji Gibso energija, entalpija bei entropija iSskaiiavus
protonizacijos/deprotonizacijos reakcijy jtaka tapo gerokai palankesnés jungimuisi lyginant su
stebimaisiais parametrais.

Papildomy reakcijy jtaka jungimuisi galima pamatyti ir palyginus B2 junginio
jungimasi. Sio slopiklio pKa verté yra didziausia. Ta¢iau stebimoji jungimosi konstanta
maZiausia, lyginant su kitais besijungiangiais junginiais (Ky= 6,3-10° M jungiantis su CA ).
Taciau iSskaiciavus tikruosius termodinaminius parametrus, Ky verté¢ nedaug besiskiria nuo
kity junginiy jungimosi.

Be to, B2 jungimosi su CA I tkroji entalpija yra didesn¢, nei laisvoji Gibso energija.
Entalpijos jtakojami junginiai laikomi kaip stipriau besijungiantys, atrankesni ir efektyvesni

nei entropijos jtakojami analogai (Nunez et al., 2012). Jei pasiekiama labai gera jungimosi
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entalpijos jtaka, tai ne visada atsispindi jungimesi, nes entalpijos dydis yra kompensuojamas

entropijos praradimu (Freire, 2008).

4.4. Tirty slopikliy atrankumas karboanhidraziy I, 11, VII, XII ir XIII
izoformoms
Tikslingas karboanhidraziy slopikliy kiirimas labai svarbus daugelio ligy gydymui. Tam

reikia gerai suprasti fermento ir ligando sgveikos mechanizma. Tuo tikslu bandoma jvertinti
tikruosius termodinaminius parametrus bei atskiry funkciniy grupiy jtaka jungimuisi. Taciau
Zmogaus organizme esancios karboanhidrazés izoformos, randamos daugelyje audiniy ir
organy, todél dauguma junginiy slopina visas CA. Tai sukelia pasalinius poveikius. Tuo tikslu
siekiama sukurti ligandus, kurie CA izoformas slopinty atrankiai.

Nors literatiira teigia, kad tiofeno-2-sulfonamidai, kuriy funkciné grupé yra penkianaris
zZiedas, atrankiai slopina CA I (Alterio et al., 2012), taciau jvertinus kiekvieno tirto tiofeninio
sulfonamido jungimosi su CA izoformomis tikruosius parametrus zenkliai atrankaus
slopinimo nebuvo (4.3 pav.).

Labai atrankiai karboanhidraziy neslopino ir sacharininiai sulfonamidai (4.4 pav). Apie
juos, kaip CA izoformy slopiklius literatiiroje pateikiama nedaug, todél reikty jvertinti
daugiau Sios klasés junginiy, kad biity galima suprasti funkciniy grupiy jtakg jy jungimuisi. IS
Siy eksperimenty Zinome tik tiek, jog neturédami papildomos sulfonamidinés grupés Sie
junginiai negali biiti karboanhidraziy slopikliai.

) Al A2 A3 A4 A5
-10 -
201
-30 -

—40 ]

kJ/mol

-50 3

—60

1 cAl

~70 | mm cAn

1 cava

—80 1 @@ caxu
1 B CAXII

—90

4.3 pav. Tiofeniniy sulfonamidy jungimosi su karboanhidraziy I, 11, VII, XII ir XIII
izoformomis tikryjy laisvyjy Gibso energijy palyginimas.
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4.4 pav. Sacharininiy sulfonamidy jungimosi su karboanhidraziy I, II, VII, XII ir XIII
izoformomis tikryjy laisvyjy Gibso energijy palyginimas. B1 junginys neturi pirminés
sulfonamidinés grupés, todél jo jungimosi AG> -22,8 kJ/mol. Stulpelinéje diagramoje tokia
verté atidéta kaip atskaitos taskas, vertinant kity ligandy, turin¢iy pirming sulfonamiding
grupe, jungimosi stipruma.

4.5. Slopikliy termodinaminis optimizavimas

Entalpijos ir entropijos vertés susijusios (24) lygtimi (Rudra et al., 2008). Molekulé,
kuri konformaciskai atitinka baltymo aktyvyji centra, turi didesnj jungimosi afiniSkuma, kuris
gali biiti optimizuojamas i$gaunant neigiamesng AH verte, teigiamesng AS arba sukuriant
palankig jungimuisi iy parametry kombinacija. Taciau, dauguma AH ir AS kombinacijy
sukelia tokj pat jungimosi afiniSkuma, t.y. gaunama tokia pati AG. Bet $iy junginiy savybés ir
»elgsena®, esant skirtingoms saglygoms, néra tokia pati (Velazquez-Campoy et al., 2001).

Entalpijos-entropijos kompensacijos teorija teigia, kad reakcijos terpés ir salygy
modifikacija jtakoja jungimosi entropija bei entalpija. Kai tik reakcijos salygos pakei¢iamos
(pH, temperatiira ir t.t.), Sie termodinaminiai parametrai irgi atitinkamai pasikei¢ia. Nubréztos
tokiy reakcijy AH ir —TAS kreivés yra tiesés (4.5 pav.). Stipresné molekuliné saveika ar rysiy
susidarymas (susijes su entalpija) sukuria junginio konformacinés laisvés sumazéjima ir dél to
didesn;] susidariusios sistemos tvarkinguma (susijes su entropija). Tai sukelia entalpijos-

entropijos kompensavimg (Rudra et al., 2008).
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4.5 pav. Slopikliy jungimosi su karboanhidraziy izoformomis termodinaminio optimizavimo
kreivé. Mélynai Zymimas junginio A1 jungimasis, raudonai — A2, Zaliai — A3, geltonai — A4,
rudai — A5, rozine spalva pazymétas B2, violetine — B3, pilka — B4. Rombais pazyméta
karboanhidrazés I izoforma, kvadratu — CA 11, apskritimu — CA VII, trikampiu — CA XIl,
sta¢iakampiu — CA XIII. Punktyrinés linijos zymi sritis, kur disocijacijos konstantos lygios
100, 1ir 0,01 nM.

4.5 pav. pavaizduota slopikliy jungimosi su karboanhidraziy izoformomis termodinaminio

optimizavimo kreivé. Viena spalva pazymétos figtiros iSsidésto mazdaug vienoje tieséje, t.y.

vyksta $iy dviejy termodinaminiy parametry kompensavimas. Figiiry pasibarstymas atsiranda

dél strukttiriniy karboanhidraziy skirtumy ir tai gali palengvinti atrankiy slopikliy jvertinima.
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ISVADOS

1.  Stipriausiai su karboanhidraziy I, 11, VII, XII ir XIII izoformomis besijungiantis

ligandas yra A4, t.y. tiofeninis sulfonamidas, turintis sulfoning benzeno funkcing grupe.

2. Sacharininiai junginiai, neturintys pirminés sulfonamidinés grupés, neslopina
karboanhidraziy.

3. Karboanhidrazés II tikroji jungimosi entalpija yra labiau neigiama lyginant su
karboanhidraze I.

4.  Baltymo ir ligando jungimasi stipriai jtakoja pH ir buferinis tirpalas.

5. Kuo didesné junginio pKa, tuo pokytis tarp stebimyjy ir tikryjy jungimosi
termodinaminiy parametry yra didesnis.

6.  ISskaiCiavus tikruosius jungimosi parametrus, geriausiai su karboanhidraziy
izoformomis besijungiantis junginys yra B4.

7. Sacharininiy sulfonamidy jungimuisi su karboanhidraziy izoformomis didZiausia
teigiamg jtaka tur¢jo 2-etilfenilo funkciné grupe, o tiofeniniy sulfonamidy jungimuisi
didZiausig tegiamg jtakg turéjo benzensulfoniné funkciné grupé.

8.  Junginiy atrankumas karboanhidraziy izoformoms yra nedidelis.
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SANTRAUKA

Karboanhidrazés (EC 4.2.1.1, CA) yra metalofermentai, katalizuojantys grjztama
anglies dioksido hidratacijos j bikarbonato jona ir protong reakcija. Zmogaus kiine yra 12
aktyviy Sio fermento izoformy. Padidéjusi jy ekspresija susijusi su organizmo funkcijy
sutrikimais, tod¢l Sie izofermentai yra svarbiis taikiniai farmacijos pramongje.

Tiofeniniai ir sacharininiai sulfonamidai yra geri CA slopikliai. Funkciniy grupiy
keitimas gali pagerinti $iy junginiy termodinamines savybes.

Sio darbo tikslas — jvertinti tiofeniniy bei sacharininiy sulfonamidy saveikas su
karboanhidraziy I, I1, VII, XII ir XIIT izoformomis.

Rezultatai parode, kad jungimosi reakcijos yra priklausomos nuo pH ir buferinio tirpalo.
Protonizacijos/deprotonizacijos reakcijos stipriai jtakoja termodinaminius tiriamy ligandy
jungimosi parametrus. Skirtumas tarp stebimyjy ir tikryjy jungimosi termodinaminiy
parametry yra didesnis, kai junginio pKa verté yra didesné. Todé¢l eksperimentiniai duomenys
negali biti naudojami naujy junginiy kiirimui. Tik tikrieji parametrai yra prasmingi

stengiantis suprasti struktiirines ir aktyvumo koreliacijas.
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SUMMARY
Carbonic anhydrases (EC 4.2.1.1, CA) are ubiquitous metallo-enzymes that catalyze

reversible hydration of carbon dioxide to bicarbonate ion and proton. There are 12 active
izoforms in human body. Overexpresion of these proteins is contributes to organism function
disorders. Therefore, carbonic anhydrases are important targets for pharmaceutical research.

Thiophene and saccharine sulfonamides are potential CA inhibitors. Replacement of
functional groups of these compounds can make better binding properties for these ligands.

The aim of this research was to estimate interactions of thiophene and saccharine
sulfonamides binding to recombinant human carbonic anhydrases I, 11, VII, X1l and XIII.

Results show that the binding reactions are very dependent on pH and buffer.
Protonation/deprotonation reactions strongly influence the thermodynamic parameters of
binding of investigated compounds. The difference of observed and intrinsic data depends on
compound pK,. Accordingly to this, experimental data cannot be used for development of
new compounds. Only intrinsic parameters can be used for the structure-activity relationship
(SAR) analysis.
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