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SUTRUMPINIMU SARASAS
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IVADAS

Grjztama anglies dioksido hidratacijos reakcija yra fundamentiné daugelyje fiziologiniy
procesy. Ja katalizuoja karboanhidrazés (CA). Sie fermentai placiai paplite tiek prokario-
tuose, tiek eukariotuose. Zmogaus organizme randama 15 CA izofomy, i§ kuriy 3 neturi
fermentinio aktyvumo. Kai kuriy izoformy geny raiskos sutrikimai siejami su jvairiomis
ligomis, pavyzdziui, glaukoma ar naviky vystymuisi. Todél jy gydymui ieSkoma atrankiai
tik su tam tikromis CA izoformomis saveikaujanciy slopikliy, neturinciy jtakos normaliai
organizme funkcionuojancioms CA.

Pradiniame vaistiniy preparaty kurimo etape svarbi sgveikaujanciy su baltymu, at-
sakingu uz patologija, ligandu (slopikliy ar aktyvatoriy) atranka. Nors pasiekta didelé
pazanga biofizikiniy metody pritaikymo baltymo-ligando tyrimy srityje, tac¢iau termo-
dinaminiams biomolekuliy sgaveikos matavimams vis dar reikalingi dideli tirpiy baltymy
kiekiai, kuriuos sudétinga isskirti iS modeliniy organizmy. Problemos sprendimui vy-
doma mutageneze, siekiant sukurti modelinius baltymus, pritaikomus tiksliniy baltymuy
jungimosi su mazamolekuliniais junginiais analizéje. Vienas is baltymo-ligando saveikos
tyrimo metody, kuriam reikalingi mazi baltymy kiekiai, yra fluorescentinis terminio pos-
linkio metodas. Jis naudojamas farmacinéje pramonéje naujuy, besijungianciy su taikiniu
molekuliy nustatymui. Tai greita ir nasi analizé, kuri patraukli tuo, kad leidzia nusta-
tyti tiek silpnai, tiek stipriai saveikaujancius ligandus, bet ji nesuteikia informacijos apie
jungimosi reakcijos metu vykstancius Silumos pokycius, kurie svarbus baltymo-ligando
saveikos stiprumo jvertinimui. Juos galima iSmatuoti atlickant izotermineés titravimo ka-
lorimetrijos eksperimentus. Taciau tam sunaudojami dideli baltymy kiekiai.

Siame darbe biofizikiniais metodais tirtas sulfonamidiniy ligandy jungimasis su vie-
nintele sekretuojama CA izoforma — CA VI, iSskirta iS E. coli (Escherichia coli) bakterijy
bei zmogaus seiliy. Nustatyti stebimieji saveikos termodinamiai parametrai, kurie pri-
klauso nuo eksperimento salygu. Jie svarbus lyginant skirtingy junginiy giminingums.
Be to, jvertinti etokzolamido — vieno is sulfonamidiniy slopikliy, pritaikomy CA raiskos
pokyc¢iy sukelty ligy gydymui — jungimosi su zmogaus CA VI tikrieji parametrai. Jie
eliminuoja kartu vykstancias protonizacijos/deprotonizacijos reakcijas ir nepriklauso nuo
eksperimento salygy. Todeél tik Si informacija yra naudinga tiksliniame naujy vaistiniy

preparaty kurime.
Darbo tikslas: istirti zmogaus CA VI saveika su sulfonamidiniais ligandais.
Darbo uzdaviniai:

1. Gauti tris baltymus: rekombinantine zmogaus CA VI, natyvig CA VI iS zmogaus
seiliy bei mutacijas — A65T, N67Q, F130Y, V134Q, L203T — turinc¢ig zmogaus CA 1II,
kuri buty panaudota kaip modelis CA VI jungimosi su sulfonamidiniais ligandais

tyrimuose. Patikrinti baltymy fermentinj aktyvuma.
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2. Atlikti atrankaus sulfonamidinio ligando, besijungianc¢io tik su zmogaus CA VI,
paieska benzensulfonamidy bibliotekoje bei palyginti gautus stebimuosius termodi-

naminius parametrus su kity CA izoformy jungimosi duomenimis.

3. Ivertinti mutantinio zmogaus CA II baltymo kaip modelio tinkamuma zZmogaus

CA VI sagveikos su junginiais tyrimams.

4. Palyginti etokzolamido jungimosi su zmogaus CA II, mutantiniu zmogaus CA II

baltymu ir Zzmogaus CA VI tikruosius termodinaminius parametrus.

5. Palyginti rekombinantinés zmogaus CA VI ir natyvios CA VI, isskirtos iS Zzmogaus

seiliy, saveikas su sulfonamidiniais ligandais.



Justina KAZOKAITE LITERATUROS APZVALGA

1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Karboanhidraziy apzvalga

Fermenty karboanhidraziy (CA, EC 4.2.1.1) pagrindiné funkcija yra pH homeostazés
palaikymas, katalizuojant griztama anglies dioksido hidratacijos reakcija. Taip Sie fermen-
tai reguliuoja CO,, H" ir HCOj3 jony koncentracijas lastelés viduje ir uzlastelinéje erdvéje.
CA tyrimai prasidéjo 1933 m., kai i$ jaucio eritrocity buvo isskirta pirmoji CA (Meldrum
and Roughton, 1933). Nuo to laiko analizuojama iy fermenty svarba jvairiuose fiziolo-
giniuose procesuose: dujuy apykaitoje, CO, ir HCO; transporte per membrang, jvairiy
molekuliy (gliukozés, karbamido, lipidy, pirimidino) biosintezés reakcijose, rugsciu—baziy
pusiausvyros palaikyme, sekrecijoje, signalo perdavime, onkogenezéje, lasteliy proliferaci-
joje (Frost, 2014). Be to, CA yra plac¢iai naudojami modeliniai fermentai jvairiuose biofi-
zikos, bioanalizés, organinés chemijos tyrimuose, kuriant naujus vaistus (Krishnamurthy

et al., 2008).

1.1.1. Karboanhidraziy klasés

CA — placiai gamtoje paplite fermentai, kurie pagal aminorugsciy homologija yra
skirstomi j penkias klases («, 5, 7, d, ¢) (Xu et al., 2008). Be pagrindinés griztamos

CO, hidratacijos, CA katalizuoja ir kitas reakcijas (1 lentelé). Fermentai, priklausantys

1 lentelé. CA katalizuojamos reakcijos (Aggarwal et al., 2013).

0=C=0 + H,0+<HCO, + H"
O=C=NH + H,0+H,NCOOH
HN=C=NH + H,0<~H,NCONH,
RCHO + H,0+<RCH(OH),
RCHOOAr + H,0+RCOOH + ArOH
RSO;Ar + H,0+RSO;H + ArOH
ArF + H,O<HF + ArOH
Ar = 2 4-dinitrofenil
PhCH,O0COCI + H,0+PhCH,OH + CO, + H,O
RSO, Cl + H,0+~RSO,;H + HCl
R = metil arba fenil

pagrindinéms klaséms (a, /3, ), yra strukturiskai nepanasus ir, manoma, kad atsirado
vykstant konvergentinei evoliucijai (Liljas and Laurberg, 2000).

Zmogaus organizme randama 15 a-CA, i3 kuriy 3 fermentai (CA VIII, X, XI) neturi
fermentinio aktyvumo (Pastorekova et al., 2006; Sly and Hu, 1995). Kitos 12 izoformy
pasiskirsc¢iusios jvairiuose audiniuose, organuose ir skirtingose lastelés vietose, pasizymi
nevienodu kataliziniu efektyvumu (2 lentelé¢). Dauguma Siy baltymy yra monomerai,

sudaryti i$ 7 a-spiraliy ir 10 S-juosty, i$ kuriy 2 iSsidésciusios antilygiagreciai, kitos — ly-
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giagreciai viena kitos atzvilgiu. Tik 3 baltymai (CA VI, IX ir XII) yra dimerai (Aggarwal

et al., 2013). Sios klasés baltymy kofaktorius yra cinkas. a-CA randamos ir bakterijose.

Kai kurios i$ jy pasizymi nejprastomis savybémis. Pavyzdziui, CA, iSgrynintos i$ chemo-

litotrofiniy termofiliniy bakterijy Sulfurihydrogeninium yellowstonense, pasizymi aukstu

termostabilumu: kaitinant 2 val. 100 °C temperaturoje CA islaiko 100 % fermentinj ak-

tyvuma. Tokie baltymai gali buti panaudojami biotechnologijoje (Capasso et al., 2012).

2 lentelé. Zmogaus CA pasiskirstymas organuose bei audiniuose ir katalizinis efektyvu-
mas. ki, — kataliziné konstanta, K, — Michaelio konstanta (Aggarwal et al., 2013).

CA I1ZOFORMA  VIETA LASTELEJE ORGANAS/AUDINYS Frat/Kpr (M™1s7h)
CA 1 Citozolis Eritrocitai, virskinamasis 5,0 x 107
traktas
CATI Citozolis Eritrocitai, virskinamasis 1,5 x 108
traktas, akys, osteoklastai,
inkstai, plauciai, séklidés,
smegenys
CA III Citozolis Skersaruoziai  raumenys, 3,0 x 10°
adipocitai
CA IV Prisijungusi Inkstai, plauciai, kasa, 5,1 x 107
prie membranos smegenys, kapiliarai,
gaubtiné zarna, Sirdies
raumenys
CA VA Mitochondrijos Kepenys 2,9 x 107
CA VB Mitochondrijos Sirdies ir skeleto raume- 9,8 x 107
nys, kasa, inkstai, nuga-
ros smegenys, virskinama-
sis traktas
CA VI Sekretuojama Seiliy ir pieno liaukos 4,9 x 107
is lasteles
CA VII Citozolis Centriné nervy sistema 8,3 x 107
CA VIII Citozolis Centriné nervy sistema Neaktyvi
CA IX Transmembraniné  Navikai, virskinamojo 5,5 x 107
trakto gleiviné
CA X Citozolis Centriné nervy sistema Neaktyvi
CA XI Citozolis Centriné nervy sistema Neaktyvi
CA XII Transmembraniné Inksty, Zarny ir reproduk- 3,5 x 107
ciniy organy epitelis, akys,
navikai
CA XIII Citozolis Inkstai, smegenys, plau- 1,1 x 107
¢iai, zarnos, reprodukciniai
organai
CA XIV Transmembraniné Inkstai, smegenys, kepenys 3,9 x 107

B-CA pasizymi placia funkcine ir strukturine jvairove. Jos randamos bakterijose ir

augaluose (Frost, 2014). Tai oligomeriniai baltymai, kuriy dydis yra nuo 45 iki 200 kDa.

Kristalines 5-CA strukturos rodo, kad aktyviajame centre esantis cinko jonas koordinuoja-

8
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mas dviejy cisteiny ir histidino, o ketvirtas ligandas yra vandens molekulé arba hidroksido
jonas. Cianobakteriju karboksisomose esancios -CA svarbios CO, koncentravimui (Ema-
meh et al., 2014). Augaluose, kuriems budingas C4 fotosintetinis ciklas, S-CA katalizuoja
pirma fotosintezes reakcija — atmosferinio CO, hidratacija, kurios metu susidariusj HCOj
panaudoja fosfoenolpiruvato karboksilazé. Augaluose, kuriems budingas C3 fotosintetinis
ciklas, B-CA palaiko pastovia CO., koncentracija ribuliozés 1,5-bisfosfato karboksilazei.
Be to, sios klasés baltymai dalyvauja lipidy sinteze¢je, padeda augalams apsisaugoti nuo
ligy, abiotinio streso (Wang et al., 2014). Istirta, kad kai kurios S-CA vykstant evoliucijai
gavo naujas metabolines funkcijas. Anglies disulfito hidrolazé iS Acidianus strukturiskai
ir genetiskai panasi j 3-CA. Sis fermentas skaldo CS, j CO, ir H,O, tac¢iau neturi CO,
hidratacinio aktyvumo (Smeulders et al., 2011).

~v-CA klasei priklausantys baltymai isskirti iS archéju Metanosarcina thermophila.
Sie fermentai yra trimerai ir reguliuoja acetato pernasa i lastele ir CO, i lastelés per
acetato/bikarbonato jonuy nesiklj. ISgryninus baltymus i§ F. coli aplinkoje su deguoni-
mi, nustatyta, kad juy aktyviajame centre esantis kofaktorius yra cinkas, koordinuojamas
dviejy histidiny iS vieno monomero, trecio histido is kito monomero ir vandens molekulés
arba hidroksido jono. Taciau in vitro eksperimentais 7-CA cinka pakeitus i kobalta arba
i gelezj, fermenty katalizinis aktyvumas iSauga tris kartus. ISgryninus baltymus aplinkoje
be deguonies, fermenty aktyviajame centre nustatytas gelezies jonas. Perkeélus juos j ap-
linka su deguonimi, fermentai praranda katalizinj aktyvuma, gelezies jonas oksiduojasi ir
yra pakei¢iamas cinko jonu, esan¢iu buferiniame tirpale (Ferry, 2013). Sie tyrimai rodo
gelezies svarbg v-CA kataliziniam aktyvumui.

0-CA ir (-CA randamos fitoplanktono jury dumbliuose Thalassiosira weissflogii, kurie
vadinami jury diatomais. Jie ekologiskai svarbus, nes atlieka 20 % globalios anglies fiksaci-
jos (Samukawa et al., 2014). §-CA ir (-CA dalyvauja anglies koncentravime. Dumbliuose
jos kelis kartus padidina CO,, kiekj lyginant su CO, koncentracija isoréje, kad efektyviai
galéty veikti ribuliozés 1,5-bisfosfato karboksilazé. (-CA aktyviajame centre yra kadmio
jonas. Taciau priklausomai nuo aplinkoje esanciy jony koncentracijos gali vykti spontanis-
kas kadmio pakeitimas cinku ir tokia (-CA islieka kataliziskai aktyvi. Aktyviajame centre
esantis metalo jonas koordinuojamas dviejy cisteiny ir histidino, o ketvirtas ligandas yra
vandens molekulé arba hidroksido jonas. 0-CA yra monomerai, aktyviajame centre turin-
tys cinko jong, kurj koordinuoja trys histidinai ir vandens molekulé arba hidroksido jonas
(Del Prete et al., 2014).

1.1.2. a-karboanhidraziy katalizinis mechanizmas

CA 1II yra labiausiai istirtas fermentas is a-CA, kurj lengva iSgryninti is jvairiy modeli-
niy organizmy dideliais kiekiais. Jis pasizymi aukstais kinetiniais parametrais bei dideliu

tirpumu. CA II aktyvusis centras issidestes 13,0 A gylio kugio formos ertmeéje, kuri yra
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sudaryta i$ hidrofobiniy (Vall21, Vall43, Leul98, Val207, Trp209) ir hidrofiliniy sric¢iy
(Tyr7, Asn62, His64, Asn67, Thr199, Thr200) (1 pav.). Ertmeés dugne yra cinko jonas, ku-

1 pav. CA II struktura (PDB kodas 1CA2). Aktyvaus centro ertmeés hidrofilinés sritys
nuspalvintos meélynai, hidrofobinés — raudonai (Alterio et al., 2012).

rj koordinuoja trys histidinai (His94, His96, His119) ir vandens molekulé arba hidroksido
jonas (2 pav.).

2 pav. CA II struktura (PDB kodas 1CA2). Aktyviajame centre esantis cinko jonas, ko-
ordinuojamas trijy histidiny, pazymeétas violetine sfera. a-spiralés nuspalvintos raudonai,
B-klosteés — geltonai (Alterio et al., 2012).

CA katalizuoja griztama CO, hidratacijos reakcija, kuri vyksta ping-pong mechaniz-
mu dviem etapais (E — fermentas, B — buferinis tirpalas):

1. EZnOH + CO,+»EZnH,0 + HCO,

2. EZnH,0 + B<EZnOH + BH™

Pirmame etape fermento aktyviajame centre jungiasi CO,. Remiantis Rentgeno spin-
duliy difrakcijos kristalografijos duomenimis (PDB kodas 3D92), nustatyta, kad hidrofo-

bin¢je CA II aktyvaus centro ertmeéje yra vienintele CO, jungimosi vieta. Vienas CO,

10
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deguonies atomas saveikauja su Thr199, o kitas deguonies atomas iSsidésto tarp Zn?* ir
Vall21. Esant tokiai molekuliy pozicijai, CO, deguonies atomai yra vienodu atstumu iki
hidroksido jono, prisijungusio prie Zn**. Sis hidroksido jonas yra puikus nukleofilas, ku-
ris jungiasi prie elektrofilinio anglies atomo CO, molekuléje. Susidaro bikarbonato jonas
(HCOy), kurj i8 aktyvaus centro iSstumia vandens molekulé. Antrame etape atstatoma
aktyvi fermento forma, perduodant vandens molekulés, prisijungusios prie Zn®", protona
buferiniam tirpalui (Domsic et al., 2008).

Antrame etape vykstanti deprotonizacija yra fermentinés reakcijos greitj ribojanti sta-
dija. His64 yra CA regeneravimui j aktyvia bazine forma svarbi aminorugstis, kuri veikia
kaip protony saudyklé. Rentgeno spinduliy difrakcijos kristalografijos ir molekulinés di-
namikos tyrimy duomenys rodo, kad His64 gali jgyti dvi skirtingas konformacijas: in
(7,5 A nuo Zn?*) ir out (12,0 A nuo Zn*"). In konformacijoje His64 prisijungia HT
nuo aktyviajame centre esancios vandens molekulés, o out konformacijoje His64 perduoda

H* buferiniam tirpalui (3 pav.). CA III maZa katalizés greitj lemia His64 pakeitimas j

Tyr7 Thr200

Thr199 Lewnes

His64
Trp209

Asn62
Val143

Asn67
Val121

3 pav. CA II aktyvaus centro struktira (PDB kodas 1CA2). Zn*" koordinuojamas trijy
histidiny ir vandens molekulés arba hidroksido jono, kuris sudaro vandenilinius rysius
su kitomis aktyviajame centre esan¢iomis vandens molekulémis (jos pazymétos raudonais
rutuliukais). Parodytos in ir out His65 konformacijos (Alterio et al., 2012).

Lys. CA VA ir CA VB Ssioje pozicijoje yra Tyr. Kitose a-CA His64 yra konservatyvi
aminorugstis (Aggarwal et al., 2013; Supuran, 2008).

1.1.3. Karboanhidrazés VI apzvalga

CA VI yra vienintelé sekretuojama a-CA izoforma. Pirma kartg fermentas isskirtas is
aviu paausiniy liauky ir seiliy (Fernley et al., 1979). Véliau CA VI gryninta i$ ziurkiy ir
zmoniy seiliy (Feldstein and Silverman, 1984; Murakami and Sly, 1987). Baltymas ran-

damas ne tik seilése, bet ir piene, asarose, kvépavimo takuose, virskinimo trakto epitelyje
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(Karhumaa et al., 2001; Kaseda et al., 2006; Leinonen et al., 2004; Ogawa et al., 2002).
Nustatyta, kad CA VI, nuryta su seilémis, iSlieka aktyvi ir skrandyje (Parkkila et al.,
1997). Parkkila su kolegomis parodé, kad Sios izoformos koncentracija kinta cirkadiniu
ritmu: naktj miego metu ji yra labai Zema, taciau greitai padidéja pabudus ir valgant
(Parkkila et al., 1995).

Siuo metu Zinoma, kad lgsteléje nuo skirtingy promotoriy vyksta dviejy tipy CA VI
sintezé. [prastomis salygomis sekretuojama A tipo CA VI. Sergant neurodegeracinémis
ligomis, kai dél sutrikusio aprupinimo krauju audinyje sumazéja deguonies ir gliukozés kie-
kis, padidéja signalinés sekos neturincios B tipo CA VI kiekis branduolyje ir citoplazmoje.
Tuomet endoplazminiame tinkle pradedama CHOP (angl. CCAAT/Enhancer—Binding
Protein Homologous Protein) baltymo sintezé. Jis reguliuoja B tipo CA VI raiska (Sok
et al., 1999). Atlikti tyrimai neuronuose, kurie buvo auginti hipoksijos salygomis. Norint,
kad neuronai isgyventy, naudotas smegeny neurotrofinis faktorius (angl. brain—derived
neurotrophic factor), kuris indukuoja CHOP sinteze. Parodyta, kad tokiose lastelése pa-
didéja B tipo CA VI kiekis, reikalingas apsaugai nuo hipoksijos pazeidimy, todél lastelés
tampa gyvybingesnés. Be to, nustatyta, kad B tipo CA VI fermentinis aktyvumas mazes-
nis uz A tipo CA VI fermentinj aktyvuma. Todél manoma, kad B tipo CA VI pagrindiné
funkcija néra rugsciy-baziy pusiausvyros palaikymas (Matthews et al., 2014).

Hibridizacijos tyrimai parodé, kad CA VI genas yra pirmoje chromosomoje. Jis suda-
rytas i$ 8 egzony ir 7 introny (Jiang and Gupta, 1999). Genas koduoja 42 kDa baltyma,
kuris turi dvi N-rysiu prisijungusias oligosacharidines grandines (Fernley et al., 1988).
CA VI katalizinis aktyvumas yra panasus j gausiai organizme randamos CA I, taciau
mazesnis nei aktyviausios CA II. 2012 m. Pilka su kolegomis issprendé CA VI kristaling
struktura (4 pav.). Baltymas yra dimeras. Greta esantys monomery aktyvieji centrai
yra nukreipti vienas j kita. Toks dimerizacijos pobudis skiriasi nuo CA IX ir CA XII
dimerizacijos. CA VI monomerai susijungia sudarydami 11 vandeniliniy rysiy. Baltymui
stabilumo suteikia disulfidinis rySys tarp Cys42 ir Cys224 (Pilka et al., 2012).

Seilése esanti CA VI atsakinga uz burnos pH homeostazés palaikyma. Sumazéjus seiliy
sekrecijai, pakinta CA VI koncentracija. Tai siejama su didesne infekcijy rizika ir danty
karieso formavimusi (Kivela et al., 1999). Kimoto ir jo bendradarbiy atlikti tyrimai rodo,
kad CA VI yra atsakinga uz mikroorganizmy metabolizmo metu susidariusiy rugsciy neut-
ralizavimg. Pacienty, kurie skalavo burng su sacharozés ir acetazolamido, CA slopiklio,
misiniu, seiliy pH poky¢iai buvo didesni uz pacienty, kurie skalavo burng tik su sacharoze
(Kimoto et al., 2006). Be to, nustatytas vaiky seilése esanc¢ios CA VI fermentinis aktyvu-
mas pries ir po skalavimo sacharoze. Turin¢iy danty kariesa vaiky seilése esanti CA VI
yra aktyvesné ir jos koncentracija yra didesné nei sveikus dantis turin¢iy vaiky. Tai galéty
buti siejama su didesniu mikroorganizmy isskiriamy rugsciy kiekiu ir jo neutralizavimo
butinybe. Autoriai mano, kad didesniam fermentiniam aktyvumui svarbus baltymo po-

limorfizmas, lemiantis skirtinga antrinés strukturos susidaryma (Peres et al., 2010). Kiti
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4 pav. CA VI struktura (PDB kodas 3HS4). A — CA VI dimeras. Vienas monomeras
nuspalvintas Zydrai, kitas — rausvai. Aktyviajame centre esantys Zn>" jonai nuspalvinti
zaliai. B — CA VI dimerinés strukturos susidarymui svarbios aminorugstys. C — CA VI

dimeras, gautas A dalyje pavaizduoty struktura pasukus 90°. Pazyméti monomery N ir
C-galai (Pilka et al., 2012).

tyrimai rodo, kad serganciy diabetu zmoniy seiliy pH pokyciai yra didesni nei normos
atveju (Kog Oztiirk et al., 2012). Jie labiausiai priklauso nuo HCO; koncentracijos. Sie
jonai neutralizuoja H' veikiant CA. Kuo mazesnis CA fermentinis aktyvumas, tuo lé¢iau
vyksta neutralizacija ir tuo didesni seiliy pH pokyc¢iai. Nustatyti tie patys serganciy dia-
betu zmoniy CA VI aminorugsciy vieno nukleotido poky¢iai, kurie buvo rasti Peres ir jo
kolegy tyrimo metu. Taip patvirtinta teigiama koreliacija tarp CA VI aktyvumo ir jos
polimorfizmo.

Jdomus atradimas padarytas palyginus CA VI ir seilése atrasto, skonio svogunéliy au-
gima skatinancio baltymo gustino (angl. gustin) tyrimy rezultatus. Pasirodé, kad gustinas
yra ta pati CA VI. Todél maza CA VI koncentracija siejama su sumazéjusiu skonio suvo-
kimu, padidéjusia skonio receptoriy apoptoze skonio svoguneéliuose (Henkin et al., 1999).
Topiramatas ir kiti CA slopikliai, kurie naudojami kaip vaistiniai preparatai, iskraipo
skonio suvokimg, nes slopinama CA VI. Manoma, kad dél Sios priezasties mazinantiems

svorj pacientams, vartojantiems topiramata, sumazéja maisto poreikis (Frost, 2014).

1.1.4. Karboanhidrazés pramonéje ir biomedicinoje

CO, lygis atmosferoje nuolat auga. Tai viena i$ pagrindiniy klimato kaitos priezas-
¢iy. Kuriant reaktorius, pritaikytus CO, dujuy surinkimui, naudojamos imobilizuotos CA

(Cowan et al., 2003). Tai galéty padéti siltnamio efekto problemos sprendimui. Sukurti
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bifunkciniai chimeriniai baltymai, kuriuos sudaro CA domenas iS Neisseria gonorrhoeae
ir prie celiuliozés besijungiantis domenas i Clostridium thermocellum. Tokie baltymai
pritaikyti CO, surinkimui i§ duju, kurios susidaro kuro degimo metu (Liu et al., 2009).
Dumbliai ir cianobakterijos, kurios geba fiksuoti anglj i§ atmosferos CO,, veikiant CA, yra
puikus Saltiniai biokuro gamybai (Gonzalez and Fisher, 2014). Aukstas CA afiniskumas
cinkui leidZia pritaikyti Siuos fermentus biosensoriy kurime. Panaudojant tokia technolo-
gija galima nustatyti cinko kiekj nuotekose ar juroje. Tai svarbu toksiskumo jvertininmui
(Thompson and Jones, 1993).

CA placiai naudojamos biomedicinoje. Viena i$ sri¢iy yra dirbtiniy plauciy kurimas.
Jie reikalingi zmonéms, laukiantiems plauciy transplantacijos. Tokioje technologijoje ant
membranos imobilizavus CA, nustatyta, kad CO, is kraujo yra efektyviau pasalinamas
(Kaar et al., 2007). Siuo metu III fazés klinikiniuose tyrimuose yra vienas i kraujo pakai-
taly PolySFHb—-SOD-CAT-CA (Gonzélez and Fisher, 2014). Jis sudarytas i hemoglobino
(PolySFHD), pernesancio O,, superoksido dismutazés (SOD) ir katalazés (CAT), pasizy-
minciomis antioksidaciniais aktyvumais, bei CA, reikalingos CO, salinimui i$ audiniy.
Tokio preparato naudojimas yra perspektyvesnis uz viso kraujo perpylima, nes jis yra
sterilus ir neturi kraujo antigenu (Bian et al., 2012). Be to, CA pritaikomos tikslingam
vaisty pernesimui j konkrecia vieta. Sios technologijos jautrios CO,, HCO; koncentracijy
ar pH pokyciams. Vienas iS pavyzdziy yra hidrogelio strukturos pokyciai, vykstantys
dél CO, koncentracijos pasikeitimo. Juy metu atpalaiduojamas hidrogelyje enkapsuliuotas
baltymas, kuris yra vaistinis preparatas (Han D, 2012). Be to, NASA sukuré konstrukcijas
su CA, kuriose fermentai jungiasi su CO,, taip mazindami siy duju kiekj uzdarose pa-
talpose, pavyzdziui, kosminiuose erdvélaiviuose, povandeniniuose laivuose (Cowan et al.,

2003). Taigi Sie pavyzdziai jrodo placig CA pritaikomumo srit;.

1.1.5. Karboanhidraziy aktyvumo pokyciy sukeliamos ligos

CA dalyvauja daugelyje fiziologiniy procesy. Padidéjusi CA raiska arba sumazéjes
siy baltymy katalizinis aktyvumas sukelia tam tikras ligas. Jos yra sutrikusios CO, ho-
meostazés pasekmé. Todél CA yra terapiniai taikiniai ir ju slopikliai bei aktyvatoriai yra
naudojami kaip vaistiniai preparatai.

CA ir glaukomos rySys jau seniai zinomas (Friedenwald, 1949; Kinsey and Barany,
1949). Glaukoma — tai akiy ligy grupé, kurios pasekmé yra regos praradimas dél optinio
nervo pazaidy. Sergant Sia liga, iSauga akies skyscio sekrecija tarp ragenos ir lesiuko.
Tai lemia akispudzio padidéjima, dél kurio sumazéja kraujo patekimas j tinklaine bei
pazeidziamas optinis nervas. Nustatyta, kad akies skystyje yra didelé HCO; koncentra-
cija. Siuos jonus gamina akies obuolio kraujagyslése esancios CA II, IV, XII. Vienas iS
glaukomos gydymo budy yra HCOj, kuris skatina akies skyscio sekrecija, koncentracijos

mazinimas. Tam naudojami CA slopikliai: brinzolamidas ir dorzolamidas. Jie veikia lo-
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kaliai, nesukelia Salutinio poveikio. Taciau CA slopikliais glaukomos iSgydyti nepavyksta,
nes Sie vaistai stabdo ligos progresavima, o ne priezastj (Scozzafava and Supuran, 2014).

Padidéjusi CA IX ir XII raiska stebima smegeny, kruties, plauciy, gimdos kaklelio,
inksty, tiesiosios zarnos vézinése lastelése. Mikroaplinka yra svarbi naviko formavimui-
si. Greitai proliferuojancioms vézinéms lasteléms neuztenka deguonies, atkeliaujancéio su
krauju. Kaip atsakas j hipoksija pasikei¢ia geny raiska. Vienas is pavyzdziy yra CA IX
raiskos padidéjimas. Fermentas palaiko stabily vidulastelinj pH. Tai leidZia vézinéms lgs-
teléms prisitaikyti prie toksiniy aplinkos salyguy. Be to, CA IX mazina uzlastelinj pH.
Aktyvuojamos peptidazeés, ardancios tarplgstelinj uzpildg, pamatine membrang, todél ve-
zinés lasteles gali legviau judeti. Rugstinis pH aktyvuoja nuo pb3 priklausoma sveiky
lasteliy apoptoze. Taip suformuojamos palankios salygos naviko plitimui (Benej et al.,
2014). CA IX ir XII yra transmembraniai baltymai, kuriy aktyvus centrai yra iSsidéste
lastelés iSoréje, todél gali pasitarnauti kaip véziniy lasteliy Zymenys bei buti priesvezi-
niy vaisty taikiniais. Remiantis masiy spektroskopijos ir Rentgeno spinduliy difrakcijos
kristalografijos duomenimis siekiama chemiskai susintetinti CA IX ir CA XII atrankius
slopiklius. Pasinaudojant fagy bibliotekomis, kurie ekspresuoja antikunus ant pavirsiaus,
rasti CA IX fermentinj aktyvuma slopinantys antikunai (Murri-Plesko et al., 2011). Chi-
merinis monoklonininis antikunas girentuksimabas, skirtas inksty vézio gydymui, yra III
fazés klinikiniy tyrimy stadijoje (Siebels et al., 2011; Tafreshi et al., 2014).

Viena i$ sparciai besivystancio pasaulio Zmoniy problemy yra nutukimas, kuris gali
sukelti diabetg, jvairias Sirdies ir kraujagysliy ligas. Fundamentali nutukimo priezastis
yra mitochondrijose esanciy fermenty katalizinio aktyvumo sutrikimas, dél kurio pakin-
ta metaboliniai keliai. Siuo metu sukurta daugybé vaistiniy preparaty prie§ nutukima
(fenfluraminas, fenterminas), taciau jie sukelia Salutinj poveikj. Norint iSvengti tokiu
pasekmiy, reikia tikslingai slopinti konkrec¢ius fermentus. Vieni is tokiy taikiniy yra mito-
chondrijose esancios CA VA ir CA VB (Arechederra et al., 2013). Jos gamina HCOjy, nau-
dojama karbamido, gliukozeés, lipidy sintezéje. HCO; reikalingas keturiems mitochond-
rijose esantiems fermentams: karbamoilfosfato sintetazei I (katalizuoja karbamoilfosfato
sinteze¢ is NH; ir HCOj), piruvato karboksilazei (katalizuoja oksalacetato sinteze is piru-
vato ir HCO; panaudojant ATP), propionil-KoA karboksilazei (katalizuoja propionil-KoA
karboksilinima panaudojant HCOjy ir ATP), metilkrotonil-KoA karboksilazei (katalizuoja
leucino skaidyma). Bet kurio i$ Siy keturiy fermenty praradimas yra mirtinas. Tyrimai
pelése, kuriy mitochondrijose nuslopinta CA VA ir VB raiska, parodé, kad jos islieka gyvy-
bingos. Manoma, kad nefermentinés CO, hidratacijos metu susidaro pakankamas HCOj
kiekis, reikalingas minétiems keturiems fermentams. Todél siekiama slopinti CA VA ir
CA VB katalizinj aktyvumg. Tai gali lemti gliukozés ir lipdy pertekliaus sumazéjimag
(Shah et al., 2013). Vienas is tokiy slopikliy yra topiramatas. 2012 m. JAV Maisto
ir Vaisty Valdyba (FDA; angl. Food and Drug Administration) patvirtino Sio vaistinio

preparato naudojima kartu su fenterminu, mazinanciu apetita, nutukimo gydymui.
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Nerviniuose audiniuose esancios CA II, CA IV, CA VII ir CA XIV yra atsakingos
uz smegeny skyscio susidaryma, dalyvauja nervinio impulso perdavime. CA daro jtaka
jvairiy nuo pH priklausomy baltymy fermentiniam aktyvumui: receptoriams, jony kana-
lams, lasteliy jungtis sudarantiems baltymams (Ruusuvuori et al., 2013). Todél esant tam
tikriems susirgimams, dél per didelés CA raiskos gaminama daugiau HCOj, kuris sekre-
tuojamas j sinapsinj plysj ir aktyvuoja daugiau receptoriy. Tokia padidéjusi bikarbonato
sekrecija nerviniuose audiniuose siejama su migrena, epilepsija. Vienas is antiepilepsiniy
vaisty yra zonisamidas. Jis neatrankiai slopina CA katalizinj aktyvuma, didina uzlasteli-
nes dopamino, seratonino koncentracijas ir blokuoja natrio, kalcio kanalus (Frost, 2014).

CA VIII, X ir XI neturi CO, hidratacinio aktyvumo. Imunohistocheminiai tyrimai
ir rezultatai, gauti i$ kiekybinés PGR, parodé, kad didziausias CA VIII kiekis randamas
smegeneliy Purkinjé lastelése, o CA X ir XI — visoje centrinéje nervy sistemoje (Aspa-
twar et al., 2013). Padidéjusi CA VIII sintezé stebima vézinése plauciy, tiesiosios zarnos
lastelése, o CA XI — skrandzio ir zarny navikuose. Mutacija CAS gene sukelia protinius
sutrikimus ir ataksija. Mutuotos CA VIII kaupiasi Purkinjé lastelése ir neleidzia inozitolio
1,4,5-trifosfatui jungtis prie savo receptoriaus. Tuomet nebeaktyvinamas Ca®" signalinis
kelias, kuris yra svarbus raumeny susitraukimui, hormony ir neurosiuntikliy iSsiskyrimui,
lasteliy dalijimuisi, geny raiskai, fermenty aktyvumui. Zmonés, sergantys ataksija, del
uzblokuoto inozitolio 1,4,5-trifosfato receptoriaus negali valingai kontroliuoti savo jude-
siy, vaiksto atsiréme j Zeme ne tik kojomis, bet ir rankomis (Tirkmen et al., 2009). Ligos
gydymui reikalinga geny terapija.

Taigi minéty ligy gydymui svarbu atrankiai slopinti tik susirgima sukeliancias CA
izoformas. Organizme normaliai funkcionuojanéiy CA veikla neturi biti stabdoma. Siuo
metu tokiy atrankiy slopikliy paieska vis dar vykdoma.

Kai kuriy ligy gydymui reikalingas CA aktyvavimas. Aktyvatoriai jungiasi CA akty-
vaus centro ertmeéje ir pagreitina H pernesima nuo vandens molekulés, kuri koordinuoja
Zn®", i buferinj tirpalg. Tyrimai gyvinuose parode, kad CA I ir CA II aktyvavimas fe-
nilalaninu pagerina sinapsiy efektyvuma. Pagreitéja procesas, kai presinapsinis neuronas
aktyvuoja posinapsinj neurong. Tai gali buti pritaikoma Alzhaimerio ligos gydymui, su

senéjimu susijusiam atminties gerinimui (Supuran, 2008).

1.1.6. Mutagenezés taikymas karboanhidraziy tyrimuose

Fermenty evoliucija in wvitro suteikia fundamentaliy ziniy apie baltymy katalizinj me-
chanizma, slopinimo bei aktyvavimo procesus. Modifikuojant fermentus mutagenezés
budu, galima gauti didesniu kataliziniu aktyvumu pasizymincius baltymus, pakeisti jy
substratus bei sukurti efektyvesnius aktyvatorius ar slopiklius. Tai pritaikoma biotechno-
logijoje ir biomedicinoje.

CA yra vienas i$ pavyzdziy, kai bandoma optimizuoti fermentus geny inzinerijos me-
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todais. Daugumoje tyrimy, jvedant mutacijas i CA strukturg, buvo keista:

o 7Zn*" ligandai (Hunt and Fierke, 1997);

o i3 aktyvaus centro j buferinj tirpala H' perneSanc¢ios aminortgstys (Domsic et al.,
2008);

» CO, surisancios hidrofobinés aminorugstys, keic¢iant juy poliarisSkuma (Turkoglu et al.,
2012);

o aminorugstys, budingos vienai CA izoformai, aminorugstimis, budingomis kitoms
CA izoformoms, toje pacioje pozicijoje (Engstrand et al., 1995);

o aminorugstys, kuriy pokyciai sukelia genetinius sutrikimus. Pavyzdziui, CA II
His107 mutacija j Tyr sukelia sindroma, kuriuo sergantiems zmonéms budingas pro-
tinis atsilikimas, padidéjes kauly tankis, inksty kanaly acidozé (Almstedt et al.,
2009).

Kadangi CA yra terapinis taikinys, tai ju mutagenezés tyrimai yra vertingi atrankiy

slopikliy jungimosi tik su ligg sukelianciomis CA izoformomis supratimui. Tai galéty buti

pritaikyta vaistiniy preparaty kurime.

1.2. Vaisty kurimo strategija

Pasak Prof. G. Klebe, vaisty kurimas yra mokslas, technologija ir menas viename.
Naujy vaisty kurime susilieja zinios ir technologijos, bet lemiamg jtaks daro zmogaus
intuicija ir kurybiskumas. Tam, kad organinis junginys virsty vaistiniu preparatu reika-
lingas chemiky, molekuliniy biology, biochemiky, farmacininky, farmakology, toksikology
ir gydytoju bendras darbas (Klebe, 2013).

Vaisty kurimas — sudeétingas procesas, susidedantis is keleto etapy. Pradzioje atlie-
kami baltymo ir cheminio junginio saveikos tyrimai. Siuo metu iSsprestos 550 000 mazy
molekuliy ir 85 000 baltymy ir baltymy-ligandy kompleksy kristalinés strukturos (Klebe,
2013). Mineti skaiciai auga eksponentiskai. Toliau vyksta farmakokinetiniai tyrimai in
vitro. Kai turime sékmingai atrinktg molekule, kuri atrankiai jungiasi su patologija suke-
lianc¢iu baltymu, reikia nustatyti jos ADMET (angl. absorption, distribution, metabolism,
excretion, toricity) parametrus: absorbcija, pasiskirstyma, metabolizma, Salinima, toksis-
kuma (Hann and Keserii, 2012). Aktyvi molelulé turi pereiti daugybe lipidiniy membrany
ir lasteliy erdveéskyry, kad pasiekty baltyma—taikinj. Todél nustatomas jos lipofiliskumas:
iSmatuojamas molekulés tirpumas oktanolyje ir vandenyje. Cheminé struktura siejama su
skvarbumo galimybémis per molekulés gebéjima atpalaiduoti supantj vandens molekuliy
tinklg ir po to sudaryti naujus vandenilinius rysius. Be to, naudojantis zmogaus gaubtinés
zarnos lastelémis, atliekami absorbijos per nesiklius tyrimai. Vaistinio preparato toksis-
kumas jvertinamas maziausiai dvejose gyvuny rusyse, kurios artimiausios zmogui pagal
metabolizma ir farmakokinetika (Klebe, 2013).
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ne tik vaisto saugumo ir efektyvumo nustatymui, bet ir besigydancio zmogaus gyvenimo
kokybés, farmakoekonomikos ir kity rezultaty jvertinimui. Jie skirstomi j keletg faziy. I
fazés tyrimai lanksciausi, jiems reikalingi 20-100 savanoriy. Tiriamas vaisto metaboliz-
mas, absorbcija, pasaliniai poveikiai, kai vaisto dozé didinama arba vykdoma pakartotiné
terapija tuo paciu vaistu. II fazés tyrimai grieztai kontroliuojami, jiems maziausiai rei-
kia poros simty zmoniy. [vertinama, kokia vaisto dozé reikalinga ligos gydymui ir vaisto
veikimo efektyvumas. III fazes tyrimai yra kontroliuojami ir nekontroliuojami, juose gali
dalyvauti nuo keliy simty iki keliy tukstanc¢iy Zzmoniy. Jie reikalingi galutiniam vaisto
naudos ir sukeliamos rizikos nustatymui. IV fazés tyrimai atliekami jau po to, kai vaistas
patvirtinamas ir pasirodo prekyboje. Jy metu isaiskinamos nepageidaujamos vaisto re-
akcijos. Praktikoje dazniausiai gauti rezultatai orientuojami j vaisto prekybg ir nukreipti
pries varzovy produktus. Dar kai kurios farmacijos kompanijos vykdo V fazés klinikinius
tyrimus, kuriy metu tiriamos naujos vaisto indikacijos ir dozavimo ribos (Chow and Liu,
2013).

Sékmeés atveju visi tyrimai gali trukti 10-15 mety. Naujo vaisto kurimo ir jo pasiro-
dymo prekyboje kaina nuolat didéja. Siuo metu ji siekia 3,6-11 milijardy JAV doleriy.
Tik didelés farmacijos kompanijos pajégios sumokeéti tokig sumg zinodamos, kad vaistas
gali buti atmestas paskutinése klinikiniy tyrimy stadijose ir visada gali atsirasti naujas
efektyvesnis vaistas (Klebe, 2013).

1.2.1. Karboanhidraziy slopikliai

Kadangi CA dalyvauja daugelyje fiziologiniy procesy, tai kai kuriy CA izoformy akty-
vumo pokyciai siejami su jvairiomis ligomis. Todél ieskoma efektyviy, tik tam tikra CA
izoforma veikianc¢iy slopikliy, neturinc¢iy poveikio kitoms, normaliai organizme veikian-
¢ioms CA. Svarbu iSanalizuoti kiekvieno izofermento jungimosi su slopikliais atrankuma.

CA slopikliy tyrimai prasidéjo 1940 m., kai buvo parodyta, kad sulfonamidai slopina
CA veikla (Keilin and Mann, 1940). Siuo metu nustatyti trys CA slopinimo mechanizmai,
paremti kristalografinés analizés rezultatais:

o aktyviajame centre esancios vandens molekulés iSstumimas. Prisijungiant slopikliui,
islaikoma tetraedrine arba trikampés bipiramidés Zn?*" koordinacijos geometrija,
kuri atitinkamai budinga sulfonamidams (5 pav., A) ir metalus kompleksuojantiems
anijonams (5 pav., B);

e jungimasis prie aktyviajame centre esancios vandens molekulés arba hidroksido jo-
no. Tai budinga naturaliems CA slopikliams: fenoliams (5 pav., C), poliaminams,
pavyzdziui, sperminams (5 pav., D);

e jungimasis aktyvaus centro ertmes aktyvatoriaus susiriSimo srityje. Prisijunges slo-

piklis uzstoja kelig kitoms molekuléms link aktyvaus centro. Tai budinga kumari-
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nams, hidrolizuotiems iki 2-hidroksicinamono rugsties (5 pav., E), fulerenams, lako-
zamidams.
Hidrofobiné aktyviojo
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5 pav. a—CA aktyvusis centras, kuriame prisijunges sulfonamidas (A), tiocianatas (B),
fenolis (C), sperminas (D), hidrolizuotas kumarinas (E) (Durdagi et al., 2011).

Naujy slopikliy kurimui naudojami du pagrindiniai metodai: ,ziedo“ ir ,uodegos®
(Scozzafava et al., 1999). ,Ziedo“ metodas paremtas jvariy aromatiniy ir heterocikliy
ziedy paieska, prie kuriy prijungiama sulfonamidiné grupé. ,Uodegos® metodo esmé yra
jvariy grupiy jterpimas j jau sukurta ,ziedo“ metodu strukturg taip keiciant junginio
tirpumg. Sulfanilamidas (SA), acetazolamidas (AZM), etokzolamidas (EZA) ir dichlorfe-

namidas (DCP), kurie sumazina akispudj, buvo sukurti ,ziedo“ metodu (6 pav.). Taciau
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jie veikia sistemiskai ir slopina organizme normaliai veikiancias CA. Todél sukeliamas

stiprus salutinis poveikis.
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6 pav. ,Ziedo“ metodu sukurty junginiy cheminés struktiiros. SA — sulfanilamidas, AZM
— acetazolamidas, DCP — dichlorfenamidas, EZA — etokzolamidas.

Sulfonamidy pagrindu sukurtiems, mazu atrankumu tam tikrai CA izoformai pasizy-
mintiems vaisty tyrimams naudojamos jvairios technologijos:
o fluorescuojantys slopikliai (Svastova et al., 2004);
o teigiamai ar neigiamai jkrauti slopikliai. Jie negali judéti per membrang, todeél
slopina tik uzlastelines CA (Menchise et al., 2005);
« hipoksijos salygomis aktyvuojami slopikliai (De Simone et al., 2006);
« slopikliai, turintys prijungtas angliavandeniy grupes. Dél didelio hidrofiliskumo to-
kios molekulés negali judéti per membrana, todél yra giminingos tik uzlastelinéms
CA (Winum et al., 2009);
o CA slopikliais dengtos nanodalelés (Aaron et al., 2008).
Remiantis siais metodais, vykdoma atrankiy slopikliy, kurie jungtysi tik su liga sukelian-

¢iomis CA izoformomis, paieska.

1.2.2. Karboanhidraziy aktyvatoriai

CA slopinimo ir aktyvinimo procesy supratimas yra svarbus kai kuriy ligy gydymui.
Aktyvinimo mechanizmas yra maziau iStirtas nei slopinimo. Zinoma, kad CA aktyvato-
rius jungiasi aktyvaus centro ertméje netoli His64, kuris veikia kaip protony saudyklé, ir
pagreitina aktyvios fermento formos susidaryma. Deél vandeniliniy rysiy persitvarkymo
vyksta greitesnis H" pernesimas nuo aktyviajame centre esancios vandens molekulés j bu-
ferinj tirpalg. Manoma, kad aktyvatorius veikia kaip alternatyvi protony saudyklé arba
pagerina His64 saudyklés efektyvumag. Remiantis elektroninés mikroskopijos, kinetikos
ir Rentgeno spinduliy difrakcijos kristalografijos duomenimis, parodyta, kad efektyviausi
CA aktyvatoriai yra aminorugstys (L-histidas, L-prolinas), aminai (histaminas, serato-
ninas, adrenalinas), oligopeptidai (Temperini et al., 2008). Taciau norint suprasti CA
aktyvinimo svarbg esant kokiai nors patologijai, reikalingi platesni in vivo CA aktyvato-
riy tyrimai.

Idomus atradimas buvo padarytas tiriant cianobakterijas ir kai kurias chemoautotro-

fines bakterijy rusis, aktyviai fiksuojancias angli HCOj3 pavidalu. Tai vyksta citozolyje,
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kuriame susintetintos CA neturi katalizinio aktyvumo. PrieSingai, dar sios bakterijos
turi karboksisomas, kuriose esancios CA yra aktyvios ir veréia HCO; i CO,, reikalinga
ribuliozés 1,5-bisfosfato karboksilazei. Nustatyta, kad $iy CA aktyvinimo/slopinimo me-
chanizmas siejamas su baltyme esanc¢iu disulfidiniu rysiu tarp Cys194 ir Cys200. Manoma,
kad karboksisomose esancios CA oksiduojamos ir apsaugomos nuo jvairiy reduktoriy, pa-
vyzdziui, tioredoksino (Pena et al., 2010). Taip oksidacijos ir redukcijos reakcijos gali

veikti CA katalizinj aktyvuma.

1.3. Kuriant vaistus naudojami termodinaminiai tyrimai

Biomolekuliy nekovalentinés saveikos yra svarbios jvairiuose biologiniuose procesuose:
ligando saveikoje su receptoriumi, signalo perdavime, geny raiskos reguliavime. Siuose
procesuose dalyvaujanciy baltymy aktyvumo pokyciai gali lemti patologijos pradzia. Vie-
na is svarbiy daliy vaisty kurime yra sgveikos tarp vaistinio preparato ir tikslinio baltymo
supratimas. Termodinaminis jos charakterizavimas yra butinas biomolekuliy saveikos op-

timizavimui (Rogez-Florent et al., 2014).

1.3.1. Biomolekuliy saveikos termodinaminiai parametrai

Svarbiausias biomolekuliy saveikos termodinaminis parametras yra laisvoji Gibso ener-

gija (AG). Ji siejama su disociacijos konstanta (K,) sarysiu:

AG = RTIn(K,) (1)

Egzoterminio proceso AG neigiama. Jis yra energetiskai palankus ir vyksta savaime.
Endoterminio proceso AG teigiama. Kad jis vykty, reikalinga papildoma energija is
aplinkos, todél toks vyksmas yra energetiskai nepalankus. Esant pusiausvyros salygoms,
proceso AG = 0.

AG susideda i$ entalpinio (AH) ir entropinio (7AS) komponenty:

AG = AH — TAS (2)

AH yra sunaudotas arba atpalaiduotas energijos kiekis esant pastoviam slégiui. Jis tiesio-
giai iSmatuojamas kalorimetriskai pagal silumos pokycius biomolekuliy jungimosi metu.
Netiesioginiu budu van’t Hoff entalpija (AH,y) randama pagal K, priklausomybe nuo

temperaturos:

dh’l(Kb) . AH@H (3)
dT"  RT?
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AS yra sistemos netvarkos matas. Kuo S didesné, tuo sistemos tvarka mazesné. AS
apskaic¢iuojamas, kai zinomi AG ir AH:
AH — AG
AS = — 7T (4)
Jungiantis baltymui su ligandu, S gali pasikeisti dél vandens molekuliy, gaubusiy dvi
molekules, iSstumimo sgveikos metu. Neigiama AS gali lemti jvariy grupiy, neleidzianciy
vykti konformaciniams pokyciams, jvedimas j molekuliy struktura.

Vienodos AG vertés gali slepti skirtinga AH ir TAS indélj j jungimosi procesa. Pavyz-
dziui, jvedus tam tikras modifikacijas j cheminj junginj, susidaro daugiau rysiy su taikiniu,
todél AH verté tampa neigiamesné. Taciau susijungiant tokiam kompleksui padidéja sis-
temos tvarka, kuri lemia neigiamesnj TAS dydj. Pagal siy parametry sarysj (2 lygtis),
AG nepasikeicia, nors ir AG sudarantys komponentai pakinta. Tai vadinama entalpijos—
entropijos kompensavimu (Chodera and Mobley, 2013). Jis gali lemti kitokj jungimosi
pobudj nei yra manoma. ISskaidzius AG | AH ir TAS komponentus, gaunama svar-
bi biomolekuliy saveikos informacija, naudinga tikslingam vaistiniy kandidaty kurimui.
Naudingas entropinis indélis gaunamas j junginio strukturg jvedant jvairias hidrofobines
grupes, kurios atpalaiduoja vandens molekules formuojantis kompleksui, o palankus ental-
pinis indélis kuriamas didinant tiksliniy cheminiy rysiy su taikiniu kiekj. Neéra skirtumo,
kuriuo budu optimizuoti junginj, tac¢iau neigiamesne A H pasizymincius junginius lengviau
optimizuoti pradiniame vaisty kurimo etape. Todél siekiant kuo tiksliau suprasti dviejy
biomolekuliy jungimosi reakcija, reikalinga atskirti kiekvieno termodinaminio parametro
indélj (Garbett and Chaires, 2012).

Saveikos stipruma apibudina jungimosi konstanta (K3), kuriai atvirkséias dydis yra
Ky

K, =1/K, (5)

K4 parodo slopiklio koncentracija, kuriai esant pusé fermento kiekio yra suformave komp-
leksa su junginiu, o likusi dalis fermento — ne. Kuo mazesnés K, tuo stipresné biomole-
kuliy saveika.

Taigi Sie termodinaminiai dydziai apibudina biomolekuliy saveika. Strukturiniai ir
biologiniai tyrimai kartu su termodinamine informacija yra svarbus pradiniame vaisty

kurimo etape.
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1.3.2. Biomolekuliy saveikos tyrimo metodai

Vaistiniy kandidaty paieskoje plac¢iai pritaikomi jvairus biofizikiniai metodai: fluores-
centinis terminio poslinkio metodas (FTPM), branduoliy magnetinis rezonansas (BMR),
pavirsiaus plazmono rezonansas (PPR) ir izoterminé titravimo kalorimetrija (ITK). Dau-
guma jy leidzia iSmatuoti pusiausvyraja jungimosi konstantg tarp dviejy atpazinimo pro-
cesui svarbiy biomolekuliy: dviejy baltymy, baltymo ir mazamolekulinio cheminio jun-
ginio, baltymo ir nukleorugsties. Taciau pilnam molekuliy saveikos supratimui svarbu
nustatyti siy biologiniy procesy platesne kineting ir termodinamine informacija. Atlie-
kant ligando, busimo vaisto prototipo, paieskg didelése cheminiy junginiy bibliotekose
reikalingi didelio nasumo metodai, pavyzdziui, FTPM. Tokiy molekuliy patvirtinimui
dazniausiai naudojami BMR arba PPR. Pilnam biomolekuliy saveikos energetiniam su-
pratimui taikoma ITK (Holdgate et al., 2013).

Fluorescentinis terminio poslinkio metodas

Tai greitas, efektyvus ir nasus biofizikinis budas nustatyti terminj baltymo stabiluma
ir atrinkti ligandus, saveikaujancius su tam tikru baltymu. Sis metodas paremtas tuo,
kad prisijungus ligandui keiciasi baltymo terminis stabilumas — padidéja arba sumazéja
baltymo lydymosi temperatura (7,,,). Esant tokiai temperaturai, iSsivyniojusio ir natyvaus
baltymo koncentracijos lygios.

Siame metode stebima fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo temperatiiros.
Fluorescencijos signala sukuria solvatochrominis dazas. Tai gali buti ANS (Matulis et al.,
2005), dapoksilo sulfoniné rugstis (Cimmperman et al., 2008) arba ,Sypro Orange* (Lo
et al., 2004). Kai vandeniniame tirpale baltymas yra natyvios konformacijos ir tokioje
busenoje neturi hidrofobiniy kiSeniy, vanduo gesina solvatochrominio dazo fluorescenci-
ja. Didéjant temperaturai, baltymas pradeda iSsivynioti. Atsiveria jo hidrofobinés sritys,
prie kuriy prisijungia dazas. Tokioje hidrofobinéje aplinkoje vandens molekulés nepasie-
kia dazo, todél jo fluorescencijos intensyvumas padidéja. Esant tam tikrai temperaturai,
baltymas denaturuoja, atitinkamai mazéja dazo fluorescencijos intensyvumas. Pagal §j
signala nustatoma T},. Sio parametro pokytis pridéjus ligando yra proporcingas saveikos

tarp baltymo ir ligando giminingumui (Rogez-Florent et al., 2014).

Branduoliy magnetinis rezonansas

Sis metodas leidzia tirti baltymy-ligandy ir baltymy-baltymy sgveikas tirpale. In-
formacija gaunama is branduoliy sukiniy, paveikus magnetiniu lauku. Nesusijungusios

biomolekulés apibudinamos individualiais BMR signalais (cheminiu poslinkiu, relaksaci-

jos greiciu, transliacijos ir difuzijos koeficientais), kuriy poky¢iai saveikos metu leidzia
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spresti apie biomolekuliy gimininguma (Ky; = 10 mM — 10 pM).

Strukturos analizei ir duomeny apie molekuliy gimininguma gavimui BMR spektrai
yra informatyvus. Taciau dazniausiai susiduriama su problemomis: baltymo dydis turi
buti nedidesnis uz 40 kDa (didesniy baltymy BMR signalai silpni ir persidengia), reikia di-
desnés nei 0,1 mM baltymo koncentracijos, baltymas turi buti Zzymetas radioaktyvia zyme,

reikalingi dvieju dimensiju BMR spektrai strukturinés informacijos gavimui (Ciulli, 2013).
Pavirsiaus plazmono rezonansas

Tai optinis metodas, paremtas elektromagnetinés energijos perdavimu tarp tirpalo ir
metalo sluoksnio elektrony. Viena iS molekuliy imobilizuojama ant metalo, dazniausiai
aukso, plokstelés. Jos pavirsiuje esantys elektronai yra iS dalies laisvi. Plazmonai — tai
laisvyjuy elektrony sistemos sukelti savitieji svyravimai. Jie gali susiformuoti elektronui su-
gérus energijos kvanta, kai j metalo pavirsiy tam tikru kampu krinta poliarizuotos sviesos
spindulys. Esant tokioms rezonancinéms salygoms, atsispindéjusios Sviesos intensyvumas
sumazeéja.

Ant plokstelés uzpilamas tirpalas su istirpusia sgveikaujancia molekule. Bet kokia mo-
lekuliy saveika metalo pavirsiuje, dél kurios jvyksta masés pokytis ir pasikeicia virs metalo
esancio sluoksnio luzio rodiklis, lemia krintancio poliarizuoto spindulio kampo, vykstant
rezonansui, nuokrypius. Taip $iuo metodu matuojamas molekuliy giminingumas (K, =
1 mM — 1 pM) ir kinetinés konstantos. PPR spektroskopija pritaikoma vykdant ligandy
paieska bibliotekose, kai ant plokstelés uzpilama daugybé ligandy ir atrenkamos tik sa-
veikaujancios molekulés (Ciulli, 2013; Rogez-Florent et al., 2014).

Izoterminé titravimo kalorimetrija

Siuo metu tai vienintelis metodas, kuris leidZia tiesiogiai i¥matuoti biomolekuliy jun-
gimosi entalpija, reikalingg saveikos mechanizmo supratimui. Pastovios temperaturos
salygomis ligando tirpalas, esantis Svirkste, injekuojamas pasirinkto dydzio injekcijomis
ir laiko intervalais | baltymo tirpala, esant] kiuvetéje. Dél baltymo ir ligando saveikos bei
abiejy tirpaly skiedimosi Siluma isskiriama arba sunaudojama. Eksperimentas paremtas
elektrinés galios, reikalingos pasildyti arba atsaldyti kiuvete su baltymo tirpalu, kad jos
temperatura islikty tokia pat kaip palyginamosios kiuveteés, pokyc¢iy matavimu.

ITK vadinamas auksiniu standartiniu metodu, nes vieno eksperimento metu galima
iSmatuoti keletg biomolekuliy saveikos termodinaminiy parametry. IS integruoty smailiy,
zyminciy elektrinés galios pokycius injekcijy metu, analizés nustatomos Ky, AH ir besi-
jungian¢iy komponenty stechiometrija (n). Zinant K4 pagal 1 lygti apskaiciuojama AG,
0 i$ 4 sarysio — AS. Taigi Sis biofizikinis metodas leidzia termodinamiskai charakterizuoti

saveikaujancia sistema (Damian, 2013).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Reagentai, rinkiniai ir kitos medziagos

Alfa Aesar: gliukozé, TFMSA;

Allied chemical: bromtimolio mélynasis;

BioRad: glicinas, TEMED;

Ferak Berlin: Tritonas—X100;

Fluka: bisakrilamidas, Coomassie Brilliant Blue R-250, etidzio bromidas, HCI, NaOH,
Na,B,0,, Na,PO,, NaH,PO,, Na,HPO,x12H,0, PIPES;

GFE Healthcare: sefarozé, p-aminometilbenzeno sulfonamidais modifikuota agaroze;
Labochema: karbamidas;

Matheson Coleman and Bell: bromfenolio mélynasis;

Roche: chloramfenikolis, glicerolis, peptidaziy slopikliy kokteilis tabletemis, PMSF;
Roth: agar—agaras, akrilamidas, ampicilinas, APS, BHI mitybiné terpé, CaCl,, DMSO,
HEPES, LB mitybiné terpe, MgCl,, mieliy ekstraktas, NaCl, triptonas;

Serva: CH3;COONa;

Sigma Aldrich: ANS, AZM, CH;COOH, EDTA, EZA 80 % H;PO,, imidazolas, KCI,
MZM, MES, MgSO,, MOPS, Na,BO,x10, Na,SO,, NDS, NiCl,, TRIS;

Thermo Fisher Scientific: agarozeé, IPTG, baltymy dydzio zymuo (Protein Molecular
Weight Marker), DNR dydzio zymuo (GeneRuler™ DNA Ladder Miz), dazas DNR
méginiy uznesimui ant agarozés gelio (6X Orange Loading Dye), fermentai klonavimui
(Ndel, Xhol, Dpnl, SAP, T4 DNR ligazé ir ju buferiniai tirpalai), ANTP misinys, Pfu
DNR polimerazé ir jos buferinis tirpalas, rinkiniai: ,,GeneJET™ Gel Extraction Kit*,

,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit“, ,GeneJET™ PCR Purification Kit".
E. coli kamienai:

1. XLI-blue (Stratagene): naudotas rekombinantinées DNR padauginimui.
2. BL21(DE3) (Nowvagen) ir is jo iSvesti BL21(DE3)CodonPlus-RIL (Strategene) bei

Rosetta™ 2 (DE3) (Novagen): naudoti rekombinantiniy baltymy raiskai. BL21(DE3)
CodonPlus—RIL ir Rosetta™ 2(DE3) kamieno lasteles, skirtingai nei BL21(DE3),
turi chloramfenikoliui atsparias plazmides, kuriose yra papildomi tRNR genai re-
tai E. coli lastelése sutinkamiems kodonams (BL21(DE3)CodonPlus-RIL: AGA,
AGG, AUA, CUA; Rosetta™ 2(DE3): AGA, AGG, AUA, CUA, GGA, CCC,
CGG@G). Todél jie skirti sunkiau BL21(DE3) kamiene gaunamu, eukariotiniy balty-
my sintezés pagerinimui. Dél lastelés chromosomoje esancio A profago BL21(DE3),
BL21(DE3)CodonPlus-RIL ir Rosetta™ 2(DE3) kamieno lastelés savo chromoso-
moje turi IPTG indukuojama T7 RNR polimerazés gena. Susintetinta T7 RNR
polimerazé jungiasi prie raiskos vektoriaus T'7 promotoriaus ir pradedama tikslinio

baltymo sintezé.
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Genetiné konstrukcija ir vektorius:

pUCS57-CAVI — genetiné konstrukcija, turinti viso ilgio CA VI geng ir koduojanti
308 aminorugsc¢iy baltyma, pasizymintj UniProtKB duomeny bazéje nurodytu CA VI
(P23280) polimorfizmu: devyniasdesimta aminorugstis yra Gly vietoj Ser. Gauta i§ VU
Biochemijos instituto, Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriaus.

pET15b—CAII — genetiné konstrukcija, turinti CA II geng. Ja sukuré Dr. Jurgita
Matuliené.

pET15b — vektorius (Novagen), turintis atsparumo ampicilinui gena (AmpR), repli-

katoriy ColE1 su plazmidés replikacijos pradzios tasku ori, T7 bakteriofago promotoriy.

Pradmenys:

DNR sekos pateikiamos 5 — 3’ kryptimi.

T1 (CCAGCATATGTCTGACTGGACCTAC) - tiesioginis pradmuo CA VI geno, ko-
duojancio baltyma nuo 21 iki 290 aminorugsties, padauginimui. Pabraukta Ndel kirpimo
vieta ir joje paryskintas transkripcijos pradzios kodonas ATG.

Al (CTTATGCTCGAGTTACTGGAATTCAGAGCC) — atvirkstinis pradmuo CA VI
geno, koduojancio baltyma nuo 21 iki 290 aminorugsties, padauginimui. Pabraukta Xhol
kirpimo vieta ir paryskintas transkripcijos pabaigos kodonui TAA atvirkstinis komple-

mentarus kodonas TTA.

3 lentelé. Mutagenezéje naudoty pradmeny sekos. Paryskinti nukleotidai, kurie CA II
gene pakeicia atitinkamus nukleotidus, kad buty jvestos tikslinés aminorugsciy mutacijos.

MUTACIJA PRADMENU SEKOS ILais
A65T T2:CTCAACAATGGTCATACTTTCAACGTGGAG 30 nt
A2:CTCCACGTTGAAAGTATGACCATTGTTGAG
N67Q T3:CAATGGTCATACTTTCCAGGTGGAGTTTGATGAC 34 nt
A3:GTCATCAAACTCCACCTGGAAAGTATGACCATTG

F130Y T4:CCAAATATGGGGATTATGGGAAAGCTGTGCAG 32 nt
A4:CTGCACAGCTTTCCCATAATCCCCATATTTGG

V134Q) T5:GATTATGGGAAAGCTCAGCAGCAACCTGATGG 32 nt
A5:CCATCAGGTTGCTGCTGAGCTTTCCCATAATC

L203T T6:GACCACCCCTCCTCTTACGGAATGTGTGACCTG 33 nt

A6:CAGGTCACACATTCCGTAAGAGGAGGGGTGGTC

T7-Prom (TAATACGACTCACTATAGGG) — tiesioginis pradmuo DNR sekoms nu-
statyti sekoskaitos metu.
T7-Term (GGGGTTATGCTAGTTATTGC) — atvirkstinis pradmuo DNR sekoms nu-

statyti sekoskaitos metu.
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2.2. Terpés ir tirpalai
Terpés:

BHI mitybiné terpé: 37 g terpés istirpinami 1 L dejonizuoto vandens. Autoklavuo-
jama 20 min 1 atm slégyje

LB mitybiné terpé: 25 g terpés istirpinami 1 L dejonizuoto vandens. Autoklavuo-
jama 20 min 1 atm slegyje.

LB mitybiné terpé (agarizuota): 25 g terpés istirpinami 1 L dejonizuoto vandens.
Pridedama 15 g agar—agaro. Autoklavuojama 20 min 1 atm slégyje.

S. O. C. mitybiné terpé: 2 g triptono, 0,5 g mieliy ekstrakto, 10 mM NaCl ir
3,5 mM KCI istirpinami 100 mL dejonizuoto vandens. Autoklavuojama 20 min 1 atm
sléegyje. Atvésinus pridedama 10 mM MgCl, ir 20 mM gliukozés. Terpé filtruojama, is-

pilstoma po 1 mL ir laikoma -20°C temperaturoje.

Tirpalai:
Akrilamido/bisakrilamido tirpalas (30 %): 29,2 g akrilamido ir 0,8 g bisakrila-

mido istirpinami 70 mL dejonizuoto vandens ir filtruojama per stiklinj filtra. Laikoma
tamsiame inde 4 °C temperaturoje.

Baltymy elektroforezés dazas (6x): 0,6 % bromfenolio mélynojo, 600 mM DTT,
60 % glicerolio, 12 % NDS, 300 mM TRIS, pH 6,8. Laikoma -20 °C temperaturoje.

Biomasés ardymo buferinis tirpalas: 25 mM TRIS, 200 mM Na,SO,, 0,5 %
tritono-X100, pH 5,6. 100 mL tokio tirpalo iStirpinama 1 tableté peptidaziy slopikliy
kokteilio. Laikoma 4 °C temperatiroje.

Glicino-NDS-TRIS baltymy elektroforezés buferinis tirpalas (10x): 1,9 M
glicino, 35 mM NDS; 25 mM TRIS, pH 8,3-8,6. Laikoma 4 °C temperaturoje.

Gryninimo buferinis tirpalas A: 25 mM MES, 200 mM Na,SO,, pH 5,6. Laikoma
4 °C temperaturoje.

Gryninimo buferinis tirpalas B: 25 mM MES, 200 mM Na,SO,, 0,7 M imidazolo,
pH 5.6. Laikoma 4 °C temperaturoje.

Gryninimo buferinis tirpalas C: 20 mM HEPES, 50 mM Na,SO,, pH 7,6. Laikoma
4 °C temperaturoje.

Gryninimo buferinis tirpalas D: 100 mM CH;COONa, 500 mM NaClO,, pH 5,6.
Laikoma 4 °C temperaturoje.

Gryninimo buferinis tirpalas E: 25 mM MES, 50 mM Na,SO,, pH 5,6. Laikoma
4 °C temperaturoje.

Gryninimo buferinis tirpalas F: 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4. Laikoma
4 °C temperaturoje.

Gryninimo buferinis tirpalas G: 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 200 mM imida-
zolo, pH 7.4. Laikoma 4 °C temperatiiroje.
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Kompetentiniy lasteliy transformacijos buferis: 15 mM CaCl, x2 H,0O, 250 mM
KCl, 55 mM MnCl,x4 H,O, 10 mM PIPES. Tirpalas be PIPES filtruojamas ir laikomas
-20°C temperaturoje. PIPES j bendra kompetentiniy lasteliy ruosimo tirpala dedamas
pries pat naudojima.

Poliakrilamido geliy dazas: 0,62 g Coomassie Brilliant Blue R-250 istirpinama
113 mL 96,3 % etonolio, pridedama 23 mL acto rugsties. Skiedziama dejonizuotu vandeniu
iki 250 mL. Laikoma kambario temperaturoje.

TAE DNR elektroforezés buferinis tirpalas (50x): 50 mM EDTA, 2 M TRIS,
57,1 mL acto rugsties. SkiedZziama dejonizuotu vandeniu iki 1 L. Laikoma kambario

temperaturoje.

2.3. Metodai

2.3.1. Rekombinantinés Zmogaus karboanhidrazés VI geno klonavimas, rais-

ka, baltymo tirpumo patikrinimas ir gryninimas
2.3.1.1. Rekombinantinés Zmogaus karboanhidrazés VI klonavimas

Kompiuterinés programos. Rekombinantinio CA VI geno klonavimas planuotas
naudojantis A plasmid Editor v1.17 (ApE) ir pDRAWS32 1.0 programomis. ApE prog-
rama leidzia ,teoriskai“ atlikti klonavima: suranda vektoriaus multikloninéje srityje rest-
rikcijos endonukleaziy kirpimo vietas, jomis ,,sukarpo® vektoriy bei planuojama klonuoti
polimerazés grandininés reakcijos (PGR) produkta, ji istato i sukirpta vektoriaus dalj,
leidzia pamatyti pilnag DNR seka. pDRAWS32 1.0 programa parodo visus sukurtos plaz-
mideés su tiksliniu genu koduojamus atviro skaitymo rémelius. Taip galima patikrinti, ar
naudojant sukurtg plazmide vyks tikslinio baltymo sintezé. Toks pasitikrinimas leidzia

jsitikinti, ar klonavimas suplanuotas teisingai.

PGR. Reakcijai naudojama natyvi Pfu DNR polimerazé, isskirta is Pyrococcus fu-
riosus. Pfu DNR polimerazé pasizymi 5° — 3 polimeraziniu bei 3° — 5° egzonukleaziniu
aktyvumais. Ruosiamas 50 pL. miSinys:

e 1,25 fermento aktyvumo vienety Pfu DNR polimerazés;

0,5 ng pUC57-CAVI plazmideés;

e po 0,5 pM tiesioginio ir atvirkstinio pradmeny;
e 0,2 mM dNTP misinio tirpalo;

o 1x Pfu buferinio tirpalo su MgSOy,;

e dejonizuoto vandens.
PGR atliekama termocikleryje pagal sig programa:
1. Pradiné DNR denaturacija 5 min 95 °C temperaturoje.
2. DNR denaturacija 30 s 95 °C temperaturoje.
3. Pradmeny prilydymas prie DNR 30 s 62 °C temperaturoje.
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4. DNR sintezé 1 min 72 °C temperaturoje. 2—4 stadijos kartojamos 25 kartus.
5. Galutinis issikisusiy DNR galy uzpildymas 5 min 72 °C temperaturoje.
Reakcijos produktai patikrinami 1,5 % agarozés gelyje.

DNR elektroforezé 1,5 % agarozés gelyje. 1x TAE DNR elektroforezés bu-
feriniame tirpale paruosiamas 1,5 % agarozes gelis, turintis 0,5 pg/mL etidzio bromido.
Elektroforezé vykdoma esant 8 V/em? jtampai naudojant 1x TAE DNR elektroforezes
buferinj tirpala, turintj 0,25 pg/mL etidzio bromido. Po elektroforezés gelis analizuoja-

mas ultravioletinéje Sviesoje.

PGR produkto gryninimas i PGR misinio. PGR produktas i§ PGR misinio
gryninamas naudojant ., GeneJET™ PCR Purification Kit* rinkinj. Dirbama pagal ga-
mintojo pateikta protokola. ISskirtos DNR koncentracija matuojama ,, NanoDrop* spekt-

rofotometru (A = 260 nm).

PGR produkto ir pET15b vektoriaus restrikcija. PGR produkto restrikcijos
misinys:

e po 10 fermento aktyvumo vienety Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleaziy;

e 550 ng isgryninto PGR produkto;

e 2x Tango buferio;

e dejonizuoto vandens.
pET15b vektoriaus restrikcijos misinys:

e po 10 fermento aktyvumo vienety Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleaziy;
e 200 ng pET15b vektoriaus;
e 2x Tango buferio;
o dejonizuoto vandens.
Restrikcija vykdoma laikant Siuos misinius 2 val. 37 °C temperaturoje. Po to méginiai

kaitinami 20 min 80 °C temperaturoje, kad fermentai prarasty aktyvuma.

Linearizuoto pET15b vektoriaus defosforilinimas. Pasibaigus restikcijos lai-
kui, vektoriaus 5’ galo fosfatai pasalinami j restrikcijos misinj pridéjus SAP (1 fermento
aktyvumo vieneta) bei 1x fermento buferinio tirpalo. Reakcija vykdoma 37 °C temperatu-
roje 30 min. Po to miSinys kaitinamas 20 min 65 °C, kad fermentas prarasty aktyvuma.
Toliau restrikcijos linearizuotas vektorius ir sukarpytas PGR produktas frakcionuojami

1,5 % agarozés gelyje ankséiau apraSytu budu.
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DNR fragmenty gryninimas i$s agarozés gelio. Sukarpytas PGR produktas bei
linearizuota plazmidé ultravioletinéje Sviesoje iSpjaunami iS agarozés gelio ir gryninami
naudojant , GeneJET™ Gel FExtraction Kit* rinkin] pagal gamintojo pateikta protoko-
la. ISgryninty produktu koncentracija matuojama , NanoDrop“ spektrofotometru (A =
260 nm).

Ligavimas. PGR produkto kiekis, reikalingas ligavimui, apskaiciuojamas pagal for-

mule:

PGR produkto santykis su vektoriumi x Vektoriaus kiekis (ng)x

PGR produkto dydis (kb) o (6)
=P dukto kiek
" " Vektoriaus dydis (kb) GR produkto kiekis (ng)

PGR produkto ir vektoriaus santykis pasirenkamas empiriskai, dazniausiai naudojamas
santykis 3:1. Vektoriaus kiekis ligavimo misinyje gali svyruoti nuo 10-50 ng. Jis taip pat
pasirenkamas empiriskai, dazniausiai — 25 ng.

PGR produkto kiekio ligavimo misinyje apskaiciavimas:

0,815 kb

———— X2 =1
X 5700 kb X 25 ng 0,7 ng

Ruosiamas 20 pL reakcijos miSinys:
e 10,7 ng PGR produkto;
o 25 ng pET15b vektoriaus;
e 1x ligavimo reakcijos buferinio tirpalo;
o 5 fermento aktyvumo vienetai T4 DNR ligazeés;
e dejonizuoto vandens.
Reakcija vykdoma 5 min 22 °C temperaturoje. Ligavimo miSinys naudojamas E. coli

kompetentiniy lasteliy transformacijai.

Kompetentiniy E. coli lasteliy paruosimas

1. E. coli lastelés steriliai uzséjamos Petri 1éksteléje ant kietos agarizuotos LB mity-
binés terpés su atrankiu kiekvienam kamienui antibiotiku ir auginamos per naktj
(16 val.) 37 °C temperaturoje, kol susiformuoja pavienés kolonijos.

2. Perkeliama viena E. coli bakteriju kolonija (2-3 mm skersmens) i§ Petri lékstelés j
10 mL LB mitybine terpe su su atrankiu kiekvienam kamienui antibiotiku ir augi-
nama termostatuojamoje purtykléje per naktj (16 val.) 37 °C temperaturoje esant
250 purt./min.

3. 11 L kolbg su 250 mL LB mitybinés terpes ir atrankiu kiekvienam kamienui antibio-

tiku perkeliama 2,5 mL pradinés kulturos. Auginama termostatuojamoje purtykléje
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37 °C temperaturoje esant 250 purt./min tol, kol lasteliy suspensijos optinis tankis
(A = 600 nm) pasiekia apie 0,6.
4. Kolba perkeliama j ledo vonia ir laikoma 10 min.
5. Uzaugusios lastelés centrifuguojamos 10 min esant 1500 g 4 °C temperatiuroje.
6. Terpé nupilama, apverstos kolbos statomos ant popierinio ranksluoscio ir laikoma
2 min, kad nubégty terpés likuciai.
7. Atsargiai suspenduojamos lastelés 80 mL salto transformacijos buferio.
8. Pakartojami 5 ir 6 etapai.
9. Atsargiai suspenduojamos lastelés 20 mL Salto transformacijos buferio.
10. Pridedama 1,5 mL DMSO. Pamaisoma ir laikoma 10 min leduose.
11. Kompetentinés lgstelés ispilstomos po 100 pL j atsaldytus ependorfinius mégintuve-

lius ir uzsaldomos skystame azote. Laikomos -80 °C temperaturoje.

Kompetentiniy E. coli lasteliy transformacija

1. Paruostos Petri 1ékstelés su agarizuota LB mitybine terpe ir reikiamu antibiotiku
1 val. pasildomos 37 °C temperaturoje. Transformuojant XLI-blue ir BL21(DE3)
kamienus, naudojamos lékstelés su ampicilinu (100 pg/mL), o BL21(DE3) Codon-
Plus-RIL ir Rosetta™ 2 (DE3) — su ampicilinu (100 pg/mL) ir chloramfenikoliu
(34 pg/mL).

2. Kai atliekama lasteliy transformacija ligavimo misiniu, j 50 pL. kompetentiniy XLI-
blue kamieno lgsteliy jdedama 5 pL ligavimo misinio. Kai transformuojami baltymy
raiskos kamienai BL21(DE3), BL21(DE3)CodonPlus-RIL ir Rosetta™ 2(DE3) ar
atlickamas pakartotinis konstrukto padauginimas XLI-blue kamiene, j 50 pL. kom-
petentiniy lasteliy jpilama 1 pL plazmideés.

3. Transformacijos misinys laikomas 30 min ledo vonioje.

4. Vykdomas temperaturinis Sokas 90 s 42 °C temperaturoje, po to misinys greitai
perkeliamas j ledo vonig ir ten laikomas 2 min.

5. I reakcijos misinj pridedama 400 pL skystos S. O. C. terpés ir lastelés auginamos
45 min 37 °C temperaturoje termostatuojamoje purtykléje esant 250 purt./min.

6. Méginiai centrifuguojami 2 min esant 3300 g kambario temperaturoje. Terpé nupi-
lama, lastelés suspenduojamos likusiuose 100 L terpés. Paimama 50 pL misinio ir
steriliai uzséjama ant pasildytos Petri lékstelés. Lékstelé laikoma termostate 37 °C

temperaturoje per naktj (16 val.).

Plazmidinés DNR gryninimas. Plazmidinés DNR iSskyrimui is £. coli XLI-blue
kamieno bakteriju biomases naudojamas ,,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit“ rinkinys.
DNR skiriama pagal gamintojo pateikta protokola. DNR koncentracija matuojama ,,Na-
noDrop* spektrofotometru (A = 260 nm).
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Klony atranka. Kad jsitikintume, jog i vektoriy teisingai jsistaté reikiamo dydzio
fragmentas, konstruktas karpomas su Ndel ir Xhol restrikcijos endonukleazémis ir restrik-
cijos produktai analizuojami 1,5 % agarozés gelyje ankséiau aprasytais budais. Teisingai
sukarpytos plazmidinés DNR seka nustatoma VU Biotechnologijos instituto DNR seko-

skaitos centre.

2.3.1.2. Rekombinantinés Zmogaus karboanhidrazés VI geno raiska

1. Rekombinantinio CA VI geno raiska vykdyta BL21(DE3)CodonPlus-RIL ir Roset-
ta™ 2(DE3) kamienuose. Is pradziy j 100 mL BHI arba LB mitybinés terpés su
100 pg/mL ampicilino ir 34 pg/mL chloramfenikolio uzséjama viena kolonija nuo
Petri lékstelés ir auginama per naktj (16 val.) termostatuojamoje purtykléje 37 °C
temperaturoje esant 250 purt./min.

2. Per naktj auginta bakterijy kultura pers¢jama j didesnj terpés turj santykiu 1:50 ir,
priklausomai nuo naudojamo kamieno, j ja pridedama atitinkamo antibiotiko.

3. Auginama termostatuojamoje purtykléje 37 °C temperaturoje esant 250 purt./min,
kol lasteliy tirpalo optinis tankis (A = 600 nm) pasiekia apie 0,6.

4. Baltymy raiskos pries tikslinio baltymo raiska patikrinimui, paimamas 300 pL mé-
ginys i$ lasteliy kulturos. Jis paruosiamas analizei poliakrilamido gelyje: centrifu-
guojamas 2 min esant 3300 g kambario temperaturoje, terpé nupilama, nuosédos
suspenduojamos 30 pl. 1x baltymy elektroforezés dazo ir misinys pakaitinamas
5 min 95 °C temperaturoje.

5. Tikslinio baltymo sintezé indukuojama pridedant 1 mM IPTG ir 0,3 mM ZnSO,.
Toliau auginama per naktji (16 val.) 20 °C termostatuojamoje purtykléje esant
250 purt./min.

6. Pasibaigus lasteliy auginimo laikui, paruosiamas lasteliy lizatas po tikslinio balty-
mo raiskos indukcijos. Norint paimti vienoda lasteliy kiekj pries ir po indukcijos,
pamatuojamas terpeés optinis tankis pasibaigus lasteliy auginimo laikui ir padali-
namas i$ terpés optinio tankio, buvusio pries tikslinio baltymo indukcija. Gautas
santykis parodo, kiek karty maziau reikia paimti lgsteliy suspensijos méginio po
baltymo indukcijos paruosimui. Méginys paruosiamas analizei poliakrilamido gelyje
4 zingsnyje aprasytu budu.

7. Uzauginta bakterijy kultura centrifuguojama 20 min esant 3300 g 4 °C temperatu-
roje. Terpé nupilama. Biomasé laikoma -20 °C temperaturoje.

8. Paruosti lasteliy lizaty méginiai analizuojami poliakrilamido gelyje vykdant klasi-
kine NDS elektroforeze (Sambrook et al., 1989). Toliau geliai dazomi 20 min polia-
krilamido geliy dazu 25 °C temperaturoje esant 70 purt./min, o po to jie virinami

distiliuotame vandenyje, kol isblunka, ~10 min.
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2.3.1.3. Rekombinantinés Zmogaus karboanhidrazés VI tirpumo patikrinimas

1. 1 g bakterijy biomasés tirpinamas 6 mL biomasés ardymo buferiniame tirpale A.

2. Ipilama PMSF, kad galutiné koncentracija buty 1 mM, ir maiSoma 1 val. 4 °C
temperaturoje.

3. Lastelés ardomos ultragarsu 10 min kas 60 s darant 60 s pertraukas esant 70 %
vibracijos amplitudei.

4. Lizatas centrifuguojamas 20 min esant 48254 g 4 °C temperaturoje.

5. Tirpiy baltymuy, esanc¢iy supernatante, koncentracija matuojama Bradfordo metodu.
Nuosédose esantys baltymai istirpinami 8 M karbamido tirpale ir jy koncentracija
taip pat matuojama Bradfordo metodu (Bradford, 1976).

6. Ruosiami tirpios ir netirpios baltymy frakciju meéginiai: j 30 pL baltymo tirpalo
pilama 6 pL. 6x baltymy elektroforezés dazo. Misiniai kaitinami 5 min 95 °C tem-
peraturoje.

7. Méginiai analizuojami poliakrilamido gelyje vykdant klasiking NDS elektroforeze
(Sambrook et al., 1989). Toliau geliai dazomi 20 min poliakrilamido geliy dazu 25 °C
temperaturoje esant 70 purt./min, o po to jie virinami distiliuotame vandenyje, kol

isblunka, ~10 min.
2.3.1.4. Rekombinantinés Zmogaus karboanhidrazés VI gryninimas

20-25 g bakterijy biomasés suspenduojami 100 mL biomasés ardymo buferinio tir-
palo. Ipilama PMSF, kad galutiné koncentracija buty 1 mM, ir maisoma 1 val. 4 °C
temperaturoje. Biomasé ardoma ultragarsu ledo voneléje 13 min kas 60 s darant 60 s
pertraukas esant 70 % vibracijos amplitudei. Centrifuguojama 20 min esant 48254 g 4 °C
temperaturoje. Vykdoma metaly chelatiné chromatografija. Baltymy tirpalas leidziamas
per kolonéle (XK16, GE Healthcare), uzpildyta 20 mL sefarozés su imobilizuotais Ni**
jonais. Jos pusiausvyrinimui naudojamas gryninimo buferinis tirpalas A. Tekéjimo grei-
tis — 80 mL/val. Baltymas desorbuojamas didinant imidazolo koncentracija nuo 0 mM
iki 700 mM (naudojant gryninimo buferinj tirpala B). Frakcijose esanc¢iy baltymuy kon-
centracija matuojama Bradfordo metodu (Bradford, 1976). Toliau baltymai analizuojami
poliakrilamido gelyje vykdant klasikine NDS elektroforeze (Sambrook et al., 1989). Su-
jungiamos tikslinj baltyma turincios frakcijos. Baltymo tirpalas dializuojamas per naktj
(16 val.) gryninimo buferiniame tirpale C.

Norint gauti tik teisingai susivyniojusias CA, baltymo tirpalas leidziamas per kolonéle
(XK1, GE Healthcare), kuri yra uzpildyta 3 mL p-aminometilbenzeno sulfonamidais mo-
difikuota agaroze, vadinama afininiu sorbentu. Gryninimas paremtas CA sgveika su ant
sorbento kovalentiskai prijungtais CA slopikliais (sulfonamidais). Kolonélés pusiausvyri-
nimui naudojamas gryninimo buferinis tirpalas C. Tekéjimo greitis — 45 mL/val. Baltymas

desorbuojamas gryninimo buferiniu tirpalu D. Frakcijose esanciy baltymy koncentracija
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matuojama Bradfordo metodu (Bradford, 1976). Toliau baltymai analizuojami poliakri-
lamido gelyje vykdant klasiking NDS elektroforeze (Sambrook et al., 1989). Sujungiamos
tikslinj baltyma turincios frakcijos. Baltymo tirpalas dializuojamas per naktj (16 val.)

gryninimo buferiniame tirpale E.

2.3.2. Rekombinantinés Zmogaus karboanhidrazés Il mutagenezé, geno rais-

ka ir baltymo gryninimas

2.3.2.1. Rekombinantinés Zzmogaus karboanhidrazés IT mutagenezé

Kompiuterinés programos. Panaudojant kompiuterinio modeliavimo programa
Accelrys Discovery Studio Visualizer Vers. 3.1, CA VI sekoje nustatytos aminorugstys,
turincios jtakos baltymo jungimuisi su ligandu (atliko dr. Visvaldas Kairys). Taikant
kryptinga mutageneze (angl. site—directed mutagenesis) sukurtas CA II mutantas, kurio
aktyviajame centre penkios aminorugstys pakeistos j CA VI jungimosi su ligandu svarbias
aminorugstis: A65, N67, F130, V134, L203 atitinkamai j T, Q, Y, Q, T. Numeruojama
pagal UniprotKB duomeny bazéje pateikta CA II (P00918) aminorugséiy seka.

PGR. Kiekvienos mutacijos jvedimui vykdoma atskira PGR su dviem pradmenimis
— tiesioginiu ir atvirkstiniu, turinciais tikslines mutacijas. Ju sekos pateiktos 3 lenteléje.
Ruosiamas 50 nL misinys:

e 1,5 fermento aktyvumo vienety natyvios Pfu DNR polimerazés;

e 50 ng pET15b—CAII plazmideés;

e po 125 ng tiesioginio ir atvirkstinio pradmenuy;

e 0,2 mM dNTP misinio tirpalo;

e 1x Pfu buferinio tirpalo su MgSOy,;

e dejonizuoto vandens.
PGR atlikama termocikleryje pagal sig programa:

1. Pradiné DNR denaturacija 10 min 95 °C temperaturoje.

2. DNR denaturacija 3 min 95 °C temperaturoje.

3. Pradmeny prilydymas prie DNR 2 min. Temperatura parenkama pagal pradmenj:

66 °C (A65T ir F130Y), 63 °C (N67Q), 71 °C (V134Q), 72 °C (L.203T).
4. DNR sintezé 8 min 72 °C temperaturoje. 2—4 stadijos kartojamos 18 kartuy.
5. Galutinis issikisusiy DNR galy uzpildymas 10 min 72 °C temperaturoje.

Reakcijos produktai patikrinami 1,5 % agarozés gelyje ankséiau aprasytu budu.
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PGR produkto restrikcija. Po PGR gaunamas zZiediniy plazmidziy misinys, ku-
riame dalis plazmidziy sudarytos is vienos motininés ir kitos naujai susintetintos mutuotos
DNR grandinés bei dalis is abiejy naujai susintetinty mutuoty DNR grandiniy. [ reakcijos
misinj dedamas 1 fermento aktyvumo vienetas restrikcijos endonukleazés Dpnl. Laikoma
1 val. 37 °C. Taip sukarpoma metilinta matriciné DNR.

Mutuota plazmide anksc¢iau aprasytu budu transformuojamos E. coli XLI-blue ka-
mieno (dam+) lastelés. Plazmidé iSgryninama naudojant ,, GeneJET™ Plasmid Miniprep
Kit* rinkinj. Ji toliau naudojama kaip matricine DNR vykdant PGR kitos mutacijos
ivedimui. Sekvenuojant plazmidine DNR VU Biotechnologijos instituto DNR sekoskaitos

centre, patvirtinami nukleotidy pokyciai.
2.3.2.2. Mutuoto karboanhidrazeés II geno raiska

Rekombinantinio CA II geno su tikslinémis mutacijomis raiska vykdoma F. coli BL21
(DE3) kamiene pagal 2.3.1.2 skyriuje nurodyta metodika. Skirtingai nuo ten nurodytu
salygy, LB terpéje auginamose lastelése tikslinio baltymo sintezé indukuojama pridedant
0,2 mM IPTG ir 0,5 mM ZnSO,.

2.3.2.3. Karboanhidrazés II mutanto gryninimas

10 g bakterijy biomasés suspenduojami 50 mL gryninimo buferiniame tirpale F. Toliau
dirbama pagal 2.3.1.4. skyriuje nurodyta metodika. Vykdoma metaly chelatiné ir afini-
né chromatografijos, tac¢iau naudojami kai kurie skirtingi buferiniai tirpalai. Kolonélé,
wzpildyta 20 mL sefarozés su imobilizuotais Ni*T jonais, pusiausvyrinama gryninimo bu-
feriniu tirpalu F, o baltymas desorbuojamas didinant imidazolo koncentracija nuo 0 mM
iki 200 mM (naudojant gryninimo buferinj tirpala G). Baltymo tirpalas dializuojamas per
naktj (16 val.) gryninimo buferiniame tirpale F, kuris taip pat naudojamas kolonélés, uz-
pildytos 3 mL afininio sorbento, pusiausvyrinimui. Baltymas desorbuojamas gryninimo

buferiniu tirpalu D ir dializuojamas per naktj (16 val.) gryninimo buferiniame tirpale F.

2.3.3. Zmogaus karboanhidrazés VI gryninimas i3 seiliy

Tyrime dalyvavo 25 zmones. Seilés rinktos j 50 mL turio meégintuvelius, esancius
ledo vonelése. Zmogaus CA VI i§ seiliy gryninta pagal Parkkilos ir jo kolegy metodika
(Parkkila et al., 1990).

2.3.4. Fluorescentinis terminio poslinkio metodas

Tai biofizikinis budas patikrinti, ar ligandas, busimo vaisto prototipas, sgveikauja su

tam tikru baltymu, siejamu su tam tikra liga, bei nustatyti terminj baltymo stabiluma.
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Siuo metodu analizuojamas nuo temperatiiros priklausomas baltymo issivyniojimas. Di-
déjant temperaturai, baltymas denaturuoja. Jei ligandas stipriau jungiasi prie iSsivynio-
jusio baltymo, tai baltymas destabilizuojamas. Priesingu atveju, jei ligandas jungiasi prie
natyvaus baltymo, tai baltymas stabilizuojamas. Siame metode temperatiiros lemiama
pusiausvyra tarp natyvios ir denaturavusios baltymo struktury stebima pridéjus solva-
tochrominio dazo — ANS, kurio fluorescencija padidéja hidrofobinéje aplinkoje. Vienas
is tokios aplinkos pavyzdziy yra atsiveriancios hidrofobinés baltymo sritys denaturuojant
baltymui. ANS fluorescencijos intensyvumo poky¢iai aprasomi lygtimi:

U(T) = yr + T = Y0 T (7)
kur yr — natyvaus, yy — iSsivyniojusio baltymo—ANS komplekso fluorescencijos intensy-
vumas. Natyvaus ir iSsivyniojusio baltymo—ANS komplekso fluorescencijos intensyvumo

priklausomybés nuo temperaturos aprasomos lygtimis:
yn(T) = yrz, +mp(T —T,,), (8)

yo(T) =y, +mu(T —Tpn), (9)

kur yg 1, ir yum,, — natyvaus ir iSsivyniojusio baltymo fluorescencijos intensyvumai esant
T, my ir my — natyvaus ir issivyniojusio baltymo fluorescenciju tiesiu (baziniy liniju)
nuokrypio kampai.

Baltymo issivyniojimo laisvoji Gibso energija (AyG(r)) priklauso nuo temperatiiros.
Ji iSreiskiama per baltymo iSsivyniojimo entalpija (AyHr,) ir entropija (AySt, ), kurios
priklauso nuo temperatiiros, bei siluming talpa (AyC,), kuri nepriklauso nuo temperatii-

ros (Cimmperman et al., 2008).

Tr
(10)

Istacius 8, 9 ir 10 sarysius j 7 lygti, ANS fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo

T
AUG(T) = AUH(T) — TAUS(T) - AUHTT + AUCP(T - Tr) - T <AUSTT + AUCp hl <—>)

temperaturos iSreiskiamas:

YT — Y£1m + (mu —mp)(T = T,,)

Q(T) = YFrT, + mF(T - Tm) + 1 4 e(AvHr,, + Ay Cp(T=Tm)~T(Ay Sty + Ay Cp In(T/Tn))) /RT (11)

Eksperimentiskai gautos ANS fluorescencijos intensyvumo priklausomybeés nuo tempera-
turos kreives maziausiy kvadraty metodu derinamos pagal 11 lygtj kei¢iant SeSis paramet-
rus: Yg1,, ME, Yo, , Mo, Ay Hr, iv T,,,. Baltymo lydymosi temperatiros (75,,) nustatymo
paklaida yra + 0,2 °C (Cimmperman and Matulis, 2011).

Saveikos tarp baltymo ir ligando stiprumo jvertinimui reikalingi skirtingos ligando ir

vienodos baltymo koncentracijos meéginiai. Trecdalio i$ juy ligando koncentracija mazesné
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nei baltymo, likusiyjy — didesné. Daroma prielaida, kad ligandas nesijungia arba jungiasi
zymiai silpniau su iSsivyniojusiu baltymu nei su natyviu baltymu. Tuomet bendra ligando
koncentracija (L), reikalinga pakelti baltymo lydymosi temperatura nuo 7, (kai tirpale

neéra ligando) iki 7}, (kai tirpale yra ligando) isreiskiama:

RT

AUHTTAUCp(TfTT)—T(AUSTT+AUCp(1n<TlT)))
Lt == 1—e X

P, 1
< | L+
2 Ay, Ay Cp(T=Tn) T8y g, +auCp(n(£))) Ay Hry ACy(T—To)~T (8ySmy+24Cy (1n(£2)) ) )
© i © RT .

(12)
Cia L; — bendra ligando koncentracija, P, — bendra baltymo koncentracija, 7, — balty-
mo lydymosi temperatura, kai ligando néra, Ty — palyginamoji temperatura (Siame tyrime
25 °C arba 37 °C), T — absoliuti temperatura (K), R — universalioji duju konstanta, A, H,
AyS, ApC), — atitinkamai baltymo jungimosi entalpija, entropija ir Siluminé talpa. Matulis
ir jo kolegos aprasé Sios lygties isvedima (Matulis et al., 2005). Taip derinant eksperi-
mentinius duomenis, rodancius L, ir T}, priklausomybe, bei modelj, aprasomsg 12 lygtimi,

nustatoma ligando jungimosi konstanta (Kj).

Eksperimento salygos. Ruosiami vienodos baltymo ir skirtingos ligando koncent-
racijos meéginiai. Skiedziant 50 mM Pi, 100 mM NaCl, pH 7,0 buferiniu tirpalu arba
baltymo-ligando tyrimui plac¢iame pH intervale (pH 5-10) universaliu buferiniu tirpalu (50
mM Na,BO.x10, 100 mM CH;COONa, 100 mM Na,SO,, 100 mM P1i), ruosiamas pradinis
20 pM baltymo tirpalas, turintis 100 pM ANS. Ligandas tirpinamas DMSO (10 mM). Ji
skiedziant vandeniu, ruosiami 0-200 uM ligandy tirpalai, turintys 4 % DMSO. | méginius
ispilstoma po 10 ul pradinio 20 uM baltymo tirpalo ir po 10 pL atitinkamy koncentracijy
ligando tirpalo. Gauti 10 pM baltymo tirpalai, turintys dvigubai mazesne uz pradine li-
gando koncentracija. Matavimai atliekami realaus laiko PGR termocikleryje ,, Rotor-Gene
6000 (QIAGEN Rotor-Gene Q) spectrofluorimeter keliant temperatura 1 °C per minute
grei¢iu nuo 25 °C iki 99 °C. ANS suzadinimui naudojama 365 + 20 nm Sviesa, o fluores-
cencijos emisija registruojama esant 460 4+ 15 nm bangos ilgiui. Matavimai pakartojami
po 3 kartus. Gauti rezultatai apdorojami ThermoFluor++ 1.4.2 ir Microsoft Office Excel

2010 programomis.

2.3.5. Izoterminé titravimo kalorimetrija

Tai biofizikinis metodas, leidziantis termodinamiskai charakterizuoti saveikaujancig
sistemg. Lyginant su kitais metodais, ITK turi daug privalumy: nereikalinga biomolekuliy

imobilizacija ar zyméjimas, saveikos reakcija vyksta tirpale (Damian, 2013). Eksperimen-
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tas atliekamas specialiuose prietaisuose, kurie yra vadinami kalorimetrais. Juos sudaro
dvi kiuvetes ir Svirkstas. Palyginamoji kiuveté uzpildoma vandeniu, o darbiné — baltymo
tirpalu. Jose palaikoma pastovi temperatira (AT < 1076 °C). Ligando tirpalu uZpildo-
mas Svirkstas, iS kurio jis yra titruojamas j baltymo tirpalg. Dél biomolekuliy saveikos
metu vykstanciy siluminiy pokyc¢iy pakinta darbinés kiuvetés temperatura. Kiekvienos in-
jekcijos metu matuojama elektros srovés galia, reikalinga temperaturos pasikeitimo tarp
palyginamosios ir darbinés kiuveciy kompensavimui, ir bréziama ja atitinkanti smailé.
Integruojamas kiekvienos smailés plotas, kuris yra proporcingas baltymo jungimosi su
ligandu metu vykstantiems Silumos pokyc¢iams.

IS eksperimentinius duomenis vaizduojancios izotermés galima nustatyti Sesis termo-

dinaminius parametrus:

o n — stechiometrija. IS jos galima suzinoti, kiek jungimosi viety turi baltymas. Dar
sis dydis rodo baltymo grynuma (ar turi priemaisy), jei gali buti palyginamas su
anksciau nustatyta n;

o K, — disociacijos konstanta. ITK metodu nustatoma biomolekuliy saveikos K, gali
buti nuo mM iki nM eilés su galimybe praplésti §j intervala iki pM eilés atliekant
konkurentinio titravimo eksperimentus. Silpny saveiky (mM eilés) tyrimui reikalingi
didesni baltymo ir ligando kiekiai nei stipriy (nM ir pM eilés);

o AH — entalpijos pokytj, atspindintj keletg fenomeny. Norint nustatyti tik biomole-
kuliy saveikos entalpija, reikia jvertinti, kad eksperimento metu nustatyta entalpija
susideda i$ keletos komponenty: skiedimo efekta atspindincios silumos, baltymo ir
ligando buferiniy tirpaly sudéties nesutapimy sukurtos silumos jy maiSymosi metu,
buferiy jonizacijos entalpijos, biomolekuliy saveikos entalpijos;

o AG - laisvosios Gibso energijos pokyti. Kuo neigiamesné Sio dydzio verté, tuo
stipresné biomolekuliy saveika. Jis apskaiciuojamas pagal 1 lygtj, kai zinoma Kg;

o AS — entropijos pokytj. Kuo teigiamesné Sio dydzio verté, tuo sistemoje tvarka yra
mazesné. Jis apskaic¢iuojamas pagal 4 lygtj, kai zinoma AH ir AG;

« AC), — siluminés talpos pokytj. Atlickama keleta tokiy pat eksperimenty skirtingose
temperaturose. Nustatoma AH priklausomybé nuo 7T ir tokios kreivés nuokrypio
kampas rodo AC),. Neigiamas AC), kartu su teigiamu AS rodo hidrofobine saveika,

o teigiamas AC), yra hidratacijos reakcijy bruozas.

Izoterme, pagal kurig galima tiksliai nustatyti termodinaminius duomenis, charakte-
rizuoja trys dalys:

1. Zemesnioji plato — pirmosiose injekcijose visas ligando kiekis susijungia su baltymu.

2. Tranzicija.

3. Aukstesnioji plato — baltymas prisotintas ligandu, injekuojamas ligandas nebesijun-

gia su baltymu, smailés rodo skiedimosi siluma.
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Tranzicijai reikalingas toks tasky kiekis, kuris leisty patikimai nustatyti K,. Tokij izoter-
més sigmoidiskuma lemia Wiseman c—faktorius. Jis apskai¢iuojamas planuojant eksperi-
menta pagal sarysi:

¢ =n[P)K, (13)

Norint teisingai iSmatuoti termodinaminius parametrus, reaguojanciy molekuliy koncent-
racijos paskai¢iuojamos taip, kad Wiseman c—faktoriaus vertés kisty nuo 5 iki 500 (Wise-
man et al., 1989). n nustatymo paklaida — ~5 %, AH ir K, — ~10 % (Tellinghuisen,
2003).

Eksperimento salygos. Matavimai atliekami VP-ITC kalorimetru (,, Microcal, Inc.*).
Paruosiami vienodos sudéties baltymo ir ligando buferiniai tirpalai, turintys tokj pat 1 %
DMSO kiekj. Darbiné kiuveté, kurios turis yra 1,4 mL, uzpildoma 4-6 pM baltymo tir-
palu, o 300 pL turio svirkstas — 40-60 pM ligando tirpalu. Eksperimentai atlieckami esant
pastoviai 25 °C temperaturai, kuriy metu j baltymo tirpalg kas 200-240 s injekuojama
25-30 ligando tirpalo injekciju esant 260 aps./min maiSymo greiciui. Matavimai pakar-
tojami po 2 kartus. Gauti rezultatai apdorojami programos ,,Micro-Cal Origin 5.0“ ITC

moduliu.

2.3.6. Fermentinio aktyvumo matavimas

CA katalizuojamos CO, hidratacijos metu kinta tirpalo pH dél susidariusiy H". CA
katalizinio aktyvumo tyrimuose pritaikomi jvairus indikatoriai. Pagal juy sviesos sugerties
pokyti dél pasikeitusio tirpalo pH iSmatuojami CA charakterizuojantys kinetiniai para-

metrai.

Eksperimento sglygos. Matavimai atliekami naudojantis ,, Applied Photophysics
SX.18MV-R*“ sustabdytos sroves (angl. stopped-flow) spektrofotometru 25 °C tempera-
turoje. Ruosiami du tirpalai: 5-200 nM baltymo buferinis tirpalas (25 mM MOPS, 25 mM
NaCl, pH 7,0), turintis 30 pM bromtimolio mélynojo, bei CO, prisotintas dejonizuotas
vanduo. Abu tirpalai sumaiSomi ir matuojama bromtimolio mélynojo Sviesos sugerties
priklausomybé nuo laiko esant 615 nm bangos ilgiui. Tiriant savaimine CO, hidratacijos
reakcijg baltymo i tirpalag nededama. Katalizuojamos reakcijos greitis yra lygus susida-

riusiy protony [H'] kiekiui per laiko vieneta ir buferinio tirpalo faktoriaus sandaugai:

d[H7]
dt

) * Qbuy (14)

v =
Cia Quus — buferinio tirpalo faktorius, apskai¢iuojamas pagal Khalifah metodika (Khali-

fah, 1971). Matavimai pakartojami po 2 kartus. Gauti rezultatai apdorojami Microsoft
Office Excel 2010 programa.
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2.3.7. Statistiné duomeny analizé

Analizuojant CA VI, isskirtos is dviejuy skirtingy Saltiniy, jungimasi su slopikliais (3.8
skyrius), pritaikytas dvieju nepriklausomy iméiy Stjudento t—testas (angl. Student t—
test). Skirtumai tarp baltymy, iSskirty is skirtingy Saltiniy, jungimosi su slopikliais ver-
tinami statistiskai nereikSmingais, kai nustatytas p reikSmingumo lygmuo yra didesnis
uz pasirinkta reikSmingumo lygmenj o = 0,05. Stjudento t-testas atliktas naudojantis
,GraphPad Prism 5.0 programa.

Norint parodyti duomeny sklaidg apie vidurkj, daugumai rezultaty pateikti aritmetinis
vidurkis 4 standartinis nuokrypis. Jie apskaic¢iuoti naudojantis Microsoft Office Excel

2010 programa.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Rekombinantinés zmogaus karboanhidrazés VI geno klona-
vimas, raiska, baltymo tirpumo patikrinimas ir gryninimas

Vykdant geno, koduojancio pilno ilgio rekombinanting zmogaus CA VI, raiska F. coli
lastelése, tirpaus baltymo gauti nepavyko. Todél sukonstruota plazmidé su tiksliniu ge-
nu, koduojanciu UniProtKB duomeny bazéje paskelbta rekombinantinés zmogaus CA VI
(P23280) seka nuo 21 iki 290 aminoriigsties. Sia fermento geno dalj nuspresta klonuoti,
atsizvelgiant j 2012 m. publikuotg straipsnj, kuriame Pilka su kolegomis aprasé zmogaus
CA VI (21-290 aminorugsties) kristaling struktura (Pilka et al., 2012). Manyta, kad tokiu
budu bus gaunami pakankami tirpaus, stabilaus ir aktyvaus baltymo kiekiai, reikalingi
biofizikiniams CA VI jungimosi su sulfonamidiniais ligandais tyrimams.

Rekombinanting zmogaus CA VI buvo tikimasi gauti iS plazmide su tiksliniu genu
transformuoty E. coli BL21(DE3)CodonPlus-RIL ir Rosetta™ 2(DE3) kamieny. Naudo-
tos dvi mitybineés terpés: LB ir BHI. Lastelés po CA VI geno raiskos indukcijos augintos
per naktj (16 val.) 20 °C temperaturoje. Manyta, kad ilgesnis lasteliu auginimas po
indukcijos Zemesnéje temperatiiroje bus palankesnis tirpaus baltymo susidarymui, nes jo

susivyniojimas galés vykti ilgesnj laika.

A M1 2 3 4 5 6 7 8 Bwvm 1 2 34 56 7 8

35kDar &[] W] = B 35kpa 5-E]— & &

25 kDa- — 25kDa

"

-

7 pav. A — E. coli baltymy raiskos patikrinimas poliakrilamido gelyje. Pazyméta 33 kDa
dydzio rekombinantiné zmogaus CA VI. Takeliuose: M — baltymy dydzio zymuo; 1,2
— lasteliy lizatas pries ir po CA VI geno raiskos indukcijos BL21(DE3)CodonPlus-RIL
kamiene (lastelés augintos BHI terpéje); 3,4 — lasteliy lizatas pries ir po CA VI geno
raiskos indukcijos BL21(DE3)CodonPlus-RIL kamiene (lastelés augintos LB terpéje); 5,6
— lasteliy lizatas pries ir po CA VI geno raiskos indukcijos Rosetta™ 2(DE3) kamiene
(lastelés augintos BHI terpéje); 7,8 — lasteliy lizatas pries ir po CA VI geno raiskos
indukcijos Rosetta™ 2(DE3) kamiene (lastelés augintos LB terpéje). B —baltymy tirpumo
patikrinimas poliakrilamido gelyje. Pazyméta 33 kDa dydzio rekombinantiné zmogaus
CA VI. Takeliuose: M — baltymy dydzio zymuo; 1, 2 — tirpiy ir netirpiy baltymy frakcijos
(Rosetta™ 2(DE3)kamieno lastelés augintos BHI terpéje); 3,4 — tirpiy ir netirpiy baltymu
frakcijos (Rosetta™ 2(DE3)kamieno lastelés augintos augintos LB terpéje); 5,6 — tirpiu
ir netirpiy baltymy frakcijos (BL21(DE3)CodonPlus-RIL kamieno lastelés augintos BHI
terpéje); 7,8 — tirpiy ir netirpiy baltymy frakcijos (BL21(DE3)CodonPlus-RIL kamieno
lastelés augintos LB terpéje).
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Remiantis 7 pav. pateiktais rezultatais, nustatyta, kad CA VI geno raiska vyksta abe-
juose kamienuose. Ji yra didziausia BL21(DE3)CodonPlus-RIL kamiene (A dalis). Taciau
tirpus baltymas gaunamas tik Rosetta™ 2(DE3) kamiene (B dalis). Lasteliy auginimui
pasirinkta BHI terpé, nes joje grei¢iau dalijasi bakterijos, todeél grei¢iau indukuojama
tikslinio geno raiska.

Kadangi rekombinantiné zmogaus CA VI turi heksahistidino uodegéle, tai ji gryninta
naudojant sefaroze su imobilizuotais Ni*" jonais i$ 6 g biomasés. Metaly chelatinéje chro-
matografijoje saveika tarp baltymy ir sorbento vyksta susidarant koordinaciniams rysiams
tarp sorbento ligando su imobilizuotais Ni** jonais ir baltymo heksahistidino uodegélés.

Gauta 26 mg rekombinantinés zmogaus CA VI (8 pav.). Baltymo kiekis padalintas j dvi

M1 2 3 4 5 6 7 8

35 kDa -' l----.-—

25 kDa

8 pav. Rekombinantinés zmogaus CA VI elektroforezé poliakrilamido gelyje po gryninimo
metaly chelatinés chromatografijos metodu. Pazyméta 33 kDa dydzio rekombinantiné
zmogaus CA VI. Takeliuose: M — baltymy dydzio zymuo; 1 — tirpiy baltymy frakcija
pries gryninima; 2 — gryninimo metu ant kolonélés nesisorbavusiy baltymy frakcija; 3-8
— frakcijos su rekombinantine zmogaus CA V1.

lygias dalis ir dializuotas per naktj dviejuose skirtingy pH verc¢iy buferiniuose tirpaluose
(pH 5,6 ir pH 7,6), pasizyminciuose vienoda jonine jéga. Tokie buferiniai tirpalai pasi-
rinkti pagal baltymo pl, kuris yra 6,6. Siekta nustatyti, kokio pH buferiniame tirpale
rekombinantiné zmogaus CA VI yra stabili. Si informacija naudinga baltymo gryninimo
schemos kurimui, norint gauti kuo didesnj tirpaus baltymo kiekj. ISmatuota, kad diali-
zuojant baltymo tirpala buferiniame tirpale, kurio pH 5,6, po 16 val. liko 8 mg tirpaus
baltymo, o buferiniame tirpale, kurio pH 7,6 — tik 1 mg tirpaus baltymo. Remiantis Siais
rezultatais galima teigti, kad buferiniame tirpale, kurio pH = 5,6, yra palankios salygos
baltymo susivyniojimui j natyvia struktura ir baltymas islieka stabilus. Todél nuspresta
uzauginti daugiau biomasés ir gryninti baltyma naudojant buferinius tirpalus, kuriy dau-
gumos pH = 5,6. IS 20 g biomasés po gryninimo metaly chelatinés (9 pav., A) ir afininés
(9 pav., B) chromatografijy gauta ~20 mg rekombinantinés zmogaus CA VI. Norint gauti
pakankama baltymo kiekj, reikalingg biofizikiniams matavimams, rekombinantiné zmo-
gaus CA VI gryninta 15 karty, kiekvieng karta is 20-25 g biomasés gaunant 10-20 mg
tikslinio baltymo.
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9 pav. A - rekombinantinés zmogaus CA VI elektroforezé poliakrilamido gelyje po gry-
ninimo metaly chelatinés chromatografijos metodu. Takeliuvose: M — baltymy dydzio
zymuo; 1 — tirpiy baltymy frakcija pries gryninimg; 2 — gryninimo metu ant kolonélés
nesisorbavusiy baltymy frakcija; 3-8 — frakcijos su rekombinantine zmogaus CA VI. B —
rekombinantinés zmogaus CA VI elektroforezé poliakrilamido gelyje po gryninimo afini-
nés chromatografijos metodu. Takeliuose: M — baltymy dydzio zymuo; 1 — tirpiy baltymy
frakcija pries gryninimg; 2 — gryninimo metu ant kolonélés nesisorbavusiy baltymy frak-
cija; 3-8 — frakcijos su rekombinantine zmogaus CA VI.

3.2. Rekombinantinés zmogaus karboanhidrazés IT mutagenezé,
geno raiska ir baltymo gryninimas

Kai kuriy CA izoformy gryninimo iSeigos mazos — vos keli miligramai. Sudétinga jver-
tinti ju jungimasi su slopikliais, nes biofizikiniams matavimams reikalingi dideli baltymo
kiekiai. Todél mutanty kurimo strategija, kai CA II aktyvus centras mutuojamas taip,
kad buty panasus j kitos CA izoformos aktyvy centra, galéty padéti iSspesti maza baltymo
gryninimo iseigos ir kai kuriy izoformy sudétingo gavimo prokariotuose problemas. CA II
izoforma pasirinkta neatsitiktinai. Tai stabilus baltymas, kurio kristalai lengvai uzauga.
Tai aktyviausia CA izoforma (kge didesné nei 10° s7!). Efektyviai ir pigiai gaunamas
didelis sio rekombinantinio baltymo kiekis i§ E. coli bakterijy. Lyginant CA II su CA
VI, vieno gryninimo metu gaunama iki 20 mg CA VI, kai tuo tarpu efektyviai lasteléje
ekspresuojamos CA II pavyksta isgryninti iki 100 mg. Tolimesniems CA VI jungimosi
su slopikliais matavimams reikalingus didesnius baltymo kiekius planuota gauti kuriant
CA II mutanta. Remiantis kompiuteriniu modeliavimu, kurj atliko Dr. Visvaldas Kai-
rys, CA II aktyviajame centre nustatytos penkios aminorugstys — A65, N67, F130, V134,
L203, kurias reiktu pakeisti atitinkamai i T, Q, Y, Q, T (10 pav.). Tuomet mutanto
aktyvusis centras tapty panasus j CA VI, o likusia baltymo dalimi, nulemiancia efektyvig
raiska lasteléje ir nesudétinga gryninimg —j CA II.

Taikant kryptinga mutageneze, i CA II aktyvyji centrag jvestos tikslinés mutacijos:
A65T, N67Q, F130Y, V134Q, L203T. Geno seka patvirtinta sekoskaitos metodu. Jo
raiskai naudotas BL21(DE3) kamienas, kuris skyriuje taip pat yra naudojamas CA II
geno raiskai (11 pav., A). Baltymas grynintas du kartus taip, kaip grynininama CA II.
Is ~10 g biomasés po gryninimo metaly chelatinés ir afininés chromatografijos metodais

gauta ~30 mg tirpaus tikslinio baltymo (11 pav., B ir C). Jo kiekis yra mazesnis uz nor-
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10 pav. Zmogaus CA II (PDB kodas 3M96) ir CA VI (PDB kodas 3FE4) aktyvieji
centrai. CA II aminorugstys pazymeétos pilkai, CA VI — purpurine spalva, mutuotos
aminorugstys — zaliai. Ruda spalva parodytas sulfonamidinis slopiklis.

maliai gaunama CA II kiekj is tiek pat biomasés. Manoma, kad to priezastis — natyvaus
baltymo strukturoje pakeistos aminorugstys, kurios trukdo baltymo susivyniojimui j tei-
singg struktura, todél susidaro maziau tirpaus mutantinio baltymo. Jo dydis patvirtintas

masiy spektroskopija (atliko Dr. V. Smirnovas).

3.3. Zmogaus karboanhidrazés VI gryninimas i$ seiliy

E. coli — tai patogus modelinis organizmas, naudojamas tikslinio baltymo gamybai.
Taciau analizuojant slopiklio jungimasi su patologija sukelianc¢iu baltymu, kurio sintezé
vykdyta prokariotuose, daznai kyla abejoniy, ar gauti duomenys atitinka rezultatus, kurie
buty gauti tiriant analogiska, zmogaus organizme susintetintg baltyma. Bakterijose pilno
ilgio baltymai dazniausiai buna netirpus, todél baltymas trumpinamas ir sintetinami tik
ju kataliziniai domenai, bei nevyksta kai kurios baltymy potransliacinés modifikacijos,
pavyzdziui, glikozilinimas ir fosforilinimas. Tai gali lemti skirtinga baltymo susivyniojima,

dél kurio galimi aktyviojo centro aplinkos pokyciai ir klaidingi jungimosi su slopikliais
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11 pav. A — E. coli BL21(DE3) kamieno lasteliy baltymy raiskos patikrinimas poliakri-
lamido gelyje. Pazymeétas 29 kDa CA II mutantinis baltymas. Takeliuose: M — baltymuy
dydzio zymuo; 1,2 — lasteliy lizatas pries ir po tikslinio baltymo geno raiskos indukcijos.
B — CA II mutantinio baltymo elektroforezé poliakrilamido gelyje po gryninimo metaly
chelatinés chromatografijos metodu. Takeliuose: M — baltymy dydzio zymuo; 1 — tirpiy
baltymy frakcija pries gryninima; 2 — gryninimo metu ant kolonélés nesisorbavusiy bal-
tymy frakcija; 3-9 — frakcijos su desorbuotais baltymais. C — CA II mutantinio baltymo
elektroforezé poliakrilamido gelyje po gryninimo afininés chromatografijos metodu. Ta-
keliuose: M — baltymy dydzio zymuo; 1 — tirpiy baltymy frakcija pries gryninimg; 2 —
gryninimo metu ant kolonélés nesisorbavusiy baltymy frakcija; 3-6 — frakcijos su desor-
buotu CA II mutantiniu baltymu.

analizés rezultatai.

Zmogaus CA VI yra vienas i$ nedaugelio fermenty, kurj galima isgryninti tokj, koks
jis yra zmogaus organizme. 1990 m. Parkkila su kolegomis iSskyré §j baltyma is seiliy
ir panaudojo imunologiniams tyrimams (Parkkila et al., 1990). Remiantis ju sukurta
metodika, i$ 25 zmoniy surinkta 0,5 L seiliy ir iSgryninti ~5 mg zmogaus CA VI. Afininé

chromatografija vykdyta du kartus, norint gauti kuo Svaresnj baltyma (12 pav.).

A M1 2 34 5686 7 8 BM12 345 6 7 8

—-— —

45 kDa
| | 45 kDa
35 kDa 35 kDa IEI

12 pav. A — Zzmogaus CA VI elektroforezé poliakrilamido gelyje po pirmo gryninimo
afininés chromatografijos metodu. Pazyméta zmogaus CA VI. Takeliuose: M — baltymy
dydzio zymuo; 1-8 — frakcijos su desorbuotais baltymais. B —zZmogaus CA VI elektroforezé
poliakrilamido gelyje po antro gryninimo afininés chromatografijos metodu. Pazyméta
zmogaus CA VI. Takeliuose: M — baltymy dydzio zymuo; 1-8 — frakcijos su desorbuotais
baltymais. Zmogaus CA VI, esanti 3-5 frakcijose, naudota saveikos su junginiais analizei.

3.4. Fermentinio aktyvumo tyrimai

Sustabdytos sroves metodu jvertintos tirty baltymuy (CA VI, isskirty i$ Zmogaus seiliy,
E. coli, bei CA TI mutanto) katalizuojamy CO, hidratacijos reakciju grei¢iy priklausomy-
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bés nuo fermenty koncentracijos. Gauti rezultatai, tiriant CA VI is E. coli, parodyti
13 pav. Kuo didesné pridéto fermento koncentracija, tuo didesnis reakcijos greitis, nes
mazéja indikatoriaus $viesos sugertis dél susidaranciy H jony. Nustatyta tiesiné reakci-

jos greicio priklausomybé nuo fermento koncentracijos (13 pav., B dalis).
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13 pav. Reakcijos greicio priklausomybé nuo rekombinantinés zmogaus CA VI, isskirtos
is E. coli, koncentracijos. A — pirminés kreivés; B — apdoroti duomenys.

I§ gauty rezultaty apskaiciuotos baltymy kataliziniy konstanty (kge) vertés. Sis kineti-
nis parametras parodo substrato molekuliy skaiciy, kurj viena fermento molekulé pavercia
produktu per viena sekunde. Pagal 4 lenteléje pateiktus duomenis, nustatyta, kad jvedus
penkias mutacijas | CA II aktyvyjji centra, baltymas nepraranda fermentinio aktyvumo,
taciau jis susilpnéja, o CA VI, isgrynintos i$ dvieju skirtingy Saltiniy, kg vertés pana-
sios. ISmatuotos ki, vertés palygintos su literaturoje pateiktais duomenimis (Supuran,
2008). CA II aktyvumo duomenys sutampa, o CA VI — ne. Tokie rezultatai galimi dél

tirpalo pH ir baltymo saltinio nesutapimy, kurie literaturos Saltinyje nenurodyti. Taigi

4 lentelé. Tirty baltymy katalizinés konstantos. CA II matavimus atliko J. Smirnoviene,
CA II mutanto — M. KiSonaiteé.

BALTYMAS Ejat, st ki, st
CA II 1,4 x 105 £ 1,9 x 10° 1,4 x 10°
CA II mutantas 1,3 x 10° £ 1,4 x 10* —

CA VIS E. coli 94 x 10 + 3.0 x 10 34 x 10°
CA VI i§ Zmogaus seiliy 1,6 x 10° £ 1,3 x 10* -~

* — literaturos duomenys (Supuran, 2008).

gauti baltymai yra kataliziskai aktyvus. Todél jie naudojami tolimesnei jungimosi su

sulfonamidiniais ligandais termodinaminei analizei.
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3.5. Rekombinantinés Zmogaus karboanhidrazés VI jungimosi

su sulfonamidiniais ligandais analizé

Zmogaus CA VI slopikliy paieska svarbi tiek fundamentiniam fermento fiziologinio
vaidmens supratimui, tiek jo jtakos jvairiuose patologiniuose procesuose pazinimui. Jau
yra tyrimy, rodanc¢iy galima CA VI ry§j su seiliy liauky naviku (Hassan et al., 2013),
danty karieso formavimusi (Kivela et al., 1999). FTPM nustatytos jvairiy junginiy ir
CA VI stebimosios jungimosi konstantos (K,) esant salygoms, panasioms j fiziologines
(37 °C, pH = 7). Manoma, kad analogiska in wvitro tirta biomolekuliy saveika turéty
vykti ir Zmogaus organizme.

Arilsulfonamido grupés be pakaity pK, = 10,1 (Krishnamurthy et al., 2007). Norint
sukurti kuo didesniu afiniSkumu tiksliniams baltymams pasizymincius arilsulfonamidinius
slopiklius, siekiama sumazinti arilsulfonamido grupés pK, iki tokio pH, koks yra zmogaus
organizme (pH ~ 7). Todél tiriama jvairiy pakaity benzeno Ziede jtaka (Alterio et al.,
2012). Kuo pakaitas elektroneigiamesnis, tuo CA slopiklis efektyvesnis dél sumazéjusios
arilsulfonamido grupés pK, vertés. Vieni i$ tokiy pakaity yra halogenai, pavyzdziui,
chloras. Anksc¢iau nustatyta, kad S-alkilinti benzimidazolai stipriau jungiasi su CA nei
analogiski N-alkilinti ligandai (Capkauskaité et al., 2010). Todél Vilniaus Universiteto
Biotechnologijos institute, Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje Dr. Edita Cap-
kauskaité susintetino 40 S-alkilinty junginiy, suskirstyty i 4 grupes po 10 junginiy pagal

ivariy pakaity padétj sulfonamidinés grupés atzvilgiu benzeno ziede. Junginiy efektyvu-

SO,NH, SO,NH,

3 4

R R R R
H2N028/©/H2N028’ ; ; cr ;
cl
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COCA VI
I CAXIl
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14 pav. Keturiy grupiy benzensulfonamidy jungimosi su skirtingomis CA izoformo-
mis 1gK; vidurkiai, iSmatuoti FTPM (Pi buferinis tirpalas, pH 7). Parodytos junginiy,
priklausanciy skirtingoms grupéms, bendros strukturos. Pazymétos kiekvienos grupeés li-
gandy jungimosi su konkrec¢ia CA izoforma lgK, kitimo ribos (Capkauskaité et al., 2013).
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mas ir atrankumas Sesioms CA izoformoms pagal lgK; vidurkj palyginti 14 pav. Kuo lgKjy
verté yra neigiamesné, tuo slopiklio ir baltymo saveika stipresné. Pazymeétos kiekvienos
grupés slopikliy jungimosi su konkrecia CA izoforma lgK, kitimo ribos. Rezultatai pub-
likuoti Bioorganic Medicinal Chemistry zurnale (Capkauskaité et al., 2013). Straipsnis
pateikiamas prieduose.

Nustatyta, kad sulfonamidinés grupés atzvilgiu para padétyje jvairias grupes turintys
ligandai jungiasi su CA stipriau nei tokie pat slopikliai, turintys pakaitus meta padéty-
je. Be to, stiprios chloro elektrony akceptorinés savybés sumazina arilsulfonamido grupés
pK,, todél junginiai su orto padétyje jvestu chloru jungiasi stipriau nei atitinkami jungi-
niai be tokio pakaito su dauguma CA, tik ne su CA VI.

Pagal CA VI jungimosi su slopikliais duomenis, ji silpniausiai i$ SeSiy CA izoformy
saveikauja su tirtais junginiais. Stipriausiai CA VI jungiasi su benzensulfonamidais, tu-
rinciais chlora orto padétyje ir jvairias grupes, kuriy pagrinda sudaro pirimidino ziedas,
meta padétyje sulfonamidinés grupés atzvilgiu. IS jy baltyma labiausiai stabilizuoja jungi-
nys E46 (15 pav.), kurio pirimidino zZiede jvesta daugiausiai hidrofiliniy grupiy: hidroksi-

ir propionilgrupés. Toks ligandas ~3 kartus stipriau saveikauja su CA VI nei analogiskas

o o]
NZ
N O
HN | o CHg ~
X | i

CH;

Fol
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010° | 165 | ...“10Jl | 163
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15 pav. Rekombinantinés zmogaus CA VI lydymosi temperaturos priklausomybé nuo
benzensulfonamidy E46, E49, E89 koncentracijos.

slopiklis, kurio pirimidino ziede néra pakaity (E89), ir 3-5 kartus stipriau nei junginiai,
kuriy pirimidino ziede jvestos hidrofobinés grupés: metilo, etilo, propilo, butilo. Tokiy
junginiy pavyzdys yra E49, kuris pagal 15 pav. pateiktus rezultatus lemia maziausius is
grafike parodyty baltymo be ligando ir baltymo-ligando komplekso T}, pokycius. Taigi
stipriau su CA VI saveikauja tokie junginiai, kurie sudaro daugiau vandeniliniy rysiy su

CA VI aktyviojo centro aminorugstimis.
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Atrankaus sulfonamidinio ligando, kuris jungtysi tik su CA VI ir nesijungty su kitomis
CA izoformomis, nerasta. Manoma, kad sudaromy vandeniliniy rysiy kiekis lemia ligando
ir CA VI jungimosi stipruma. Taciau detalesnis atrankumo jvertinimas sudétingas dél
biomolekuliy saveikos silpnumo. Toliau planuojama CA VI kristalografiné analize. Siuo

metu A. Smirnov sékmingai iSsprendé baltymo be ligando struktura. 16 pav. B dalyje ji

16 pav. A — rekombinantinés zmogaus CA VI monomerinés strukturos elektrony tankio
zemeélapis, gautas Rentgeno spinduliy difrakcijos metodu. Rozine sfera pavaizduotas ak-
tyviajame centre esantis cinko jonas, o tamsiai mélyni — trys aktyviajame centre esantys
histidinai, koordinuojantys cinko jona. B — A. Smirnov (tamsiai mélyna) ir Pilkos bei jo
kolegy (Sviesiai mélyna) iSspresty rekombinantiniy Zzmogaus CA VI struktury palyginimas.

palyginta su Pilkos bei jo kolegy nustatyta struktura (Pilka et al., 2012). Matyti, kad bal-
tymas yra dimeras. Tadiau A. Smirnov iSspresta struktura pasizymi ~3 A skiriamaja geba
ir baltymo kristalai yra nestabilus, greitai suyra. Tai apsunkina baltymo-ligando komp-
lekso strukturine analize, kuri leisty nustatyti junginio iSsidéstyma baltymo aktyviajame
centre. Dél to buty galima modifikuoti jj taip, kad vykty stipresné biomolekuliy sgveika.

Toliau planuojama keisti baltymo ilgj, siekiant pagerinti baltymo kristaly stabiluma.

3.6. Rekombinantinés zmogaus karboanhidrazés I mutanto kaip
modelio zmogaus karboanhidrazés VI jungimosi su sulfona-
midiniais ligandais jvertinimas

Norint nustatyti, ar CA II mutantas yra patikimas modelis CA VI jungimosi su slopik-
liais analizei, tirtos CA II, CA II mutanto ir CA VI saveikos su 50 atsitiktinai pasirinkty
junginiy. IsSmatuotos K, pateiktos prieduose 77 ir 77 lentelése, o junginiy cheminés struk-
turos — prieduose ??, 7?7, ?? pav. 17 pav. palygintos CA II ir CA II mutanto (raudoni
taskai) bei CA VIir CA II mutanto (juodi taskai) jungimosi su sulfonamidiniais ligandais
lg K4. Punktyriné linija vaizduoja modelj, kaip issidéstyty taskai, jei baltymy jungimasis

su ligandais buty vienodo stiprumo. Pagal gautus rezultatus matyti, kad dauguma juody

49



Justina KAZOKAITE REZULTATAI IR JU APTARIMAS

4t - »
—~ "]
5 Cr el
& 6 " aig " g =
g ] lﬂ. = Il'l.‘"
= -7t ] I-I u -Ihﬁ [ ]
< Ny 'S T
) F ..{//
~ n // | ]
%, 8 p
~ olm w
qobl
10 9 8 7 6 5 4

IgK, (CA Il) arba IgK, (CA V1)

17 pav. CA II ir CA II mutantinio baltymo (pazymeéta raudonai) bei CA VI ir CA II
mutantinio baltymo (pazyméta juodai) jungimosi su slopikliais 1g/K; verciy tarpusavio
palyginimas. Punktyriné linija pazymétas modelis, Zymintis vienodas lgi; vertes.

tasky yra issidéste isilgai tiesés, maziau iSsibarste ir maziau nutole nuo tiesés nei raudoni
taskai. Detaliau analizuojant baltymy jungimasi su tirtais slopikliais, nustatyta, kad jve-
dus penkias mutacijas j CA IT aktyvyjj centra, 30 junginiy saveika su CA II mutantu tapo
daugiau nei 10 karty silpnesné uz saveika su CA II. Pavyzdziui, iSmatuota, jog VD11-49
junginys su CA II mutantu sgveikauja net 560 karty silpniau. Priesingai, tik 5 sulfona-
midiniai ligandai i§ 50 su CA II mutantu jungiasi 10-18 karty stipriau nei su CA VI, o
kity 45 junginiy saveikos su Siais baltymais stiprumas yra panasus ir skiriasi maziau nei
7 kartus. Be to, nustatyti 2 junginiai, kuriy saveiky su CA VI ir CA II mutantu K,; >
200 nM, taciau jungimosi su CA Il K, vertés lygios 5,8-7,7 nM. Tai rodo, kad CA 1II
mutantinio baltymo jungimosi su sulfonamidiniais ligandais 1g Ky vertés labiau panasios j
CA VI, o ne CA II tuos pacius termodinaminius parametrus.

Norint tiksliau nustatyti, kokia jtaka 5 mutacijos lémé baltymy jungimosi su ligandais
laisvajai Gibso energijai, jvertinti baltymy jungimosi su slopikliais panasumo koeficientai.

Jie apskaic¢iuoti pagal lygtis:

(15)

= 16
Pcavi lg Kd3 g Ka, ( )

Cia 1gK4 — CA II mutantinio baltymo, lgKy — CA 11, 1gKz3 — CA VI jungimosi su tuo
paciu sulfonamidiniu ligandu rezultatai. pcarr it pcavs vertés parodytos 18 pav. Remian-
tis pateiktais duomenimis, dauguma raudony tasky, atitinkanc¢iy pcarr, yra labiau nutole
nuo tiesés, atitinkancios nulines p vertes, nei juodi taskai, zymintys pcay ;. Apskaic¢iuoti

poarr it peavr vidurkiai: poarr = 0,71, 0 peavs = 0,29. Sie duomenys rodo, kad CA VI ir
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18 pav. CA II ir CA II mutantinio baltymo (pazymeéta raudonai) bei CA VI ir CA II
mutantinio baltymo (pazymeéta juodai) jungimosi su slopikliais panasumo koeficientai.
Linija pazymeétas modelis, rodantis, kad 1gK,; vertés vienodos.

CA II mutanto jungimosi su ligandais skirtumai yra mazesni uz CA II ir CA II mutanto
saveikos su tais paciais junginiais skirtumus. Vadinasi, CA II mutanto ir sulfonamidiniy
ligandy stebimoji termodinamika pagal laisvaja Gibso energija yra 71 % panasi | CA VI

saveikas su tais paciais junginiais.

3.7. Rekombinantinés zmogaus karboanhidrazés VI ir II mu-
tanto jungimosi su etokzolamidu tikryjy parametry nusta-

tymas

CA sagveikaujant su sulfonamidiniu ligandu, vyksta papildomos reakcijos. Todél eks-
perimento metu nustatomi biomolekuliy saveikos stebimieji termodinaminiai parametrai
apibudina ne tik baltymo-ligando jungimasi, bet ir kartu vykstancig ligando, baltymo ir
buferio protonizacijos/deprotonizacijos reakcijas. Norint analizuoti junginio strukturos ir
biomolekuliy saveikos koreliacija, reikia jvertinti tikruosiuos termodinaminius parametrus,
kurie nepriklauso nuo eksperimento salygu (buferinio tirpalo sudéties, pH) ir eliminuoja
baltymo-ligando saveikos metu vykstané¢ius protonizacijos reiskinius (Baranauskiené and
Matulis, 2012; Morkunaité et al., 2014).

Sulfonamidinio ligando saveikai su CA didele jtaka daro buferinio tirpalo pH. Tik
deprotonizuoty sulfonamidine grupe turintis slopiklis gali jungtis su CA, kurios aktyvia-
jame centre cinko koordinuojamas hidroksido jonas turi buti protonizuotas. Biomolekuliy
sgveikos metu tokia elektriskai neutrali vandens molekulé isstumiama. Stipriausia sgveika
stebima buferiniame tirpale, kurio pH yra artimiausia baltymo cinko koordinuojamos van-
dens molekulés ir slopiklio sulfonamidinés grupés pK, vertéms. Esant tokioms salygoms,

deprotonizuoto slopiklio ir aktyviajame centre protonizuota hidroksido jong turinc¢ios CA
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formy frakcijos yra didziausios (atitinkamai frso,nu- it foaznm,0). Jos apskai¢iuojamos

pagal sarysius:
10PH —pKa-rsoyNH,y

fRSO.NH- = 1+ 10PT PR rsopnm, (17)

10PH—PKa-caznny0

fCAZnHzO = 1+ 1OpH—pKa_cAan20 (18)

Taigi tikroji jungimosi konstanta (K}, ) lygi stebimosios jungimosi konstantos (Kp_ ssep. )

bei sandaugos tarp tirpale esanc¢iy frso,nu- i foazan,o santykiui:

Kb—steb.

fRSOgNH* fCAZanO ’

Ky tikr. = (19)
IS Ky_sikr. pagal 1ir 2 lygtis apskaic¢iuojama baltymo jungimosi su slopikliu tikroji laisvoji
Gibso energija (AGy.).

Biomolekuliy saveikos metu vyksta Siluminiai pokyciai, kuriuos sukelia molekuliy jun-
gimasis ir kartu vykstancios protonizacijos bei deprotonizacijos reakcijos. Stebimoji jun-
gimosi entalpija (AHgp, ) susideda is tikrosios jungimosi entalpijos (AHyy,), ligando
(AHgso,nu- ), CA aktyviajame centre cinko koordinuojamo hidroksido jono (A Heaznn,0)

ir buferio protonizacijos entalpiju (AHpy):
AHgep, = AHyigr. + 11 AHgsoonn- + NeAHcaznm,0 + (11 4 1n2) AHypys (20)

kur my, ny — protony kiekiai, apskaiciuojami pagal lygtis: n1 = 1 — frso,nag-, N2 =
foaznm,0 + 1.

Medicinoje naudojamo etokzolamido (EZA) kaip CA slopiklio saveika su CA II mu-
tantiniu baltymu ir CA VI tirta dviem biofizikiniais metodais: ITK ir FTPM. Sis slopiklis
yra vienas i§ stipriausiai besijungianciy su CA komerciniy junginiy. Norint jvertinti tik-
ruosius biomolekuliy sgveikos termodinaminius parametrus, naudoti plataus pH intervalo
buferiniai tirpalai. FTPM iSmatuotos EZA jungimosi su CA II mutantu ir CA VI stebimo-
sios laisvosios Gibso energijos (AGgep.) priklausomybés nuo pH, o ITK metodu nustatytos
biomolekuliy saveikos A Hg.yp. priklausomybés nuo pH ir buferinio tirpalo. Gauti rezulta-
tai palyginti su CA II jungimosi su EZA atitinkamais termodinaminiais parametrais (5
lentelé).

19 pav. pateikti grafikai, gauti taikant FTPM ir ITK. Taskai zymi eksperimentiskai
nustatytus duomenis, o punktyrinés linijos rodo apskaic¢iuotus baltymo jungimosi su EZA
tikruosius parametrus: AGyy,. pagal 1, 5, 19 sarysius, o AHy,. pagal 20 lygti. Virsu-
tinéje dalyje esanciuose grafikuose parodyta AG.,. priklausomybés nuo pH ,,U“ formos
modeliai. AG . nepriklauso nuo buferinio tirpalo sudeéties, tac¢iau priklauso nuo pH.
Biomolekuliy saveika silpnéja tiek didéjant, tiek mazéjant buferinio tirpalo pH. Mazesnio

pH buferiniame tirpale yra mazesné deprotonizuoto slopiklio frakcija, o didesnio pH — ma-
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19 pav. EZA jungimosi su CA II, CA II mutanto ir CA VI stebimyjy laisvyjy Gibso
energiju (AGgep.) priklausomybés nuo pH, iSmatuotos FTPM (virsutiné paveikslo dalis),
bei EZA jungimosi su baltymais stebimuju jungimosi entalpiju (AHgp,) priklausomybes
nuo buferinio tirpalo ir pH, isSmatuotos ITK (apatiné paveikslo dalis). Taskai zymi eksper-
imentinius duomenis (25 °C), o punktyrinés linijos — apskai¢iuotus tikruosius biomolekuliy
saveikos parametrus (AGyg,. it AHyg, ). CA II matavimus atliko J. Smirnoviené.

zesné CA, kuriy aktyviajame centre cinko koordinuojama vandens molekulé, frakcija. Tai
lemia teigiamesne biomolekuliy jungimosi AGyg.,. verte. Be to, stebimieji termodinami-
niai dydziai 7-23 kJ/mol skiriasi nuo apskaiciuoty tikryju parametry. Tai rodo rezultaty
priklausomybe nuo eksperimento salygy, siuo atveju — buferinio tirpalo pH. Nustatyta,
kad biomolekuliy saveika pagal tikruosius parametrus yra stipresné nei pagal stebimuo-
sius dydzius visy pH buferiniuose tirpaluose. Apskaiciuota, kad CA II mutanto jungimosi
su EZA AGy, = -52,4 kJ/mol + 0,7 kJ/mol. To paties slopiklio saveika su CA VI yra
~2,4 kJ/mol stipresné (AGyg, = -54,5 kJ/mol £ 0,8 kJ/mol), o su CA II — ~5,8 kJ/mol
stipresné (AGy. = -58,2 kJ/mol + 0,8 kJ/mol). Taigi pagal saveikos stipruma EZA
jungiasi su CA II mutantu panasiau kaip su CA VI nei su CA II.

EZA jungimosi su tirtais baltymais AHg., priklausomybés nuo pH ir buferinio tir-
palo tirtos ITK metodu. Pirminiai ir integruoti duomenys pateikti prieduose ??7—?7 pav.
AHyg., rezultatai pavaizduoti 19 pav. apatinéje dalyje esanciuose grafikuose. Kaip ir
FTPM, pastebima iSmatuoty rezultaty priklausomybé nuo eksperimento salygy, Siuo at-
veju — buferinio tirpalo ir jo pH. Norint nustatyti A Hyy,., naudoti du buferiniai tirpalai,
kurie skiriasi protonizacijos entalpijomis: TRIS (AHp,; = -47,4 kJ/mol, 25 °C) ir Pi
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(AHpys. = -5,1 kJ/mol, 25 °C). AHy,s. yra vienas i§ AHg,, komponenty (20 lygtis). To-
deél tarp kai kuriy eksperimentiskai nustatyty duomeny yra net ~40 kJ /mol skirtumas tiek
vienodo buferio skirtingo pH tirpaluose, tiek vienodo pH skirtinguose buferiuose. Istirta,
kad EZA ir CA II mutanto jungimosi AHy,. = -62,0 kJ/mol + 2,4 kJ/mol. Sis paramet-
ras panasus | EZA saveikos su CA VI AHy,., kuri yra lygi -58,0 kJ/mol £+ 3,0 kJ/mol.
Taciau CA II ir CA II mutanto jungimosi su EZA metu iSskiriami energijos kiekiai skirasi
~11 kJ/mol (CA II mutanto AHyy,. = -73,0 kJ/mol £+ 2,1 kJ/mol). Remiantis Siais
duomenimis, galima teigti, kad CA II mutanto jungimosi su EZA entalpinis indélis yra
panasesnis slopiklio sgveikos su CA VI, o ne su CA II, susidariusj silumos kiekj. Penkios
naujos aminorugstys pakeicia CA II sgveika su junginiais taip, kad ji tampa panasi j CA
VI jungimasi su tirtais ligandais tiek pagal stebimuosius, tiek pagal tikruosius termodi-

naminius parametrus.

5 lentelé. CA II, CA II mutantinio baltymo ir CA VI jungimosi su EZA tikrieji termo-
dinaminiai parametrai: AGyy,. — tikroji laisvoji Gibso energija, AHy;y,. — tikroji biomole-
kuliy saveikos entalpija.

BALTYMAS AG k., kJ/mol AHy, kJ/mol
CAII -58,5% + 0,8 -73,0 £ 2,1
CA II mutantas -524 + 0,7 -62,0 £ 2,4
CA VI -54,4 + 0,8 -58,0 + 3,0

¢ — literaturos duomenys (Morkunaité et al., 2014).

Taigi dél sudétingo kai kuriy CA izoformy gavimo is$ prokariotiniy organizmy taikoma
nesunkiai gaunamos CA II mutagenezé. Analizuojama, ar kryptingai mutuojant CA II
aktyvaus centro aminorugstis, gautas modelinis baltymas su ligandais saveikauja panasiai
kaip ir CA izoforma, pagal kurios aktyvyji centra buvo atlikta CA IT mutagenezé. Reika-
lingy jvesti mutacijy kiekis néra apibréztas. Siame darbe parodyta, kad jvedus 5 tikslines
mutacijas | CA II aktyvuyji centra, jis ne tik islieka kataliziskai aktyvus, bet ir pagal sa-
veikos su junginiais laisvaja Gibso energija yra 71 % panasus j CA VI. Publikuoti ir kity
mokslininky atlikti panasus darbai: Pinard su kolegomis j CA II aktyvyji centra jvedé 7
tikslines mutacijas ir analizavo baltymo kaip CA IX saveika su slopikliais (Pinard et al.,
2013). Tai rodo, jog keiciant vienos CA izoformos aminorugstis galima sukurti modelinj

baltyma, atspindintj tiksline CA izoforma.

3.8. IS seiliy iSgrynintos zmogaus karboanhidrazés VI jungimosi

su sulfonamidiniais ligandais analizé

Taikant FTPM, nustatyti 13 junginiy saveikos stebimieji (AGgep) bei apskaiciuoti
tikrieji EZA jungimosi (AGy,.) parametrai su is seiliy iSskirta zmogaus CA VI. Junginiy

cheminés strukturos pateiktos prieduose ??7 pav. Rezultatai palyginti su analogiskais
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duomenimis, gautais tiriant ty paciy junginiy sgveikas su CA VI, iSgryninta is F. coli
Rosetta™ 2(DE3) kamieno lasteliy.
20 pav. parodytos i$ zmogaus seiliy ir bakterijy isgryninty CA VI saveiky su junginiais

AG 0. vertés. Vienintelio VD10-11 junginio sgveika su tirtais baltymais yra silpna, todél

imant 200 pM jo koncentracijg tikslios AG g, vertés nustatyti nepavyko. Norint jvertinti,

AGsteb’ kJ/mol

|EZA
AZM
MZM

0-21a

VD

- - - - - ™ ™

Topiramatas

I - bakterijy.

Tyrime naudota CA VI,
iSskirta i$ skirtingy Saltiniy:
I - Zmogaus seiliy;

20 pav. IS zmogaus seiliy ir bakterijy isgryninty CA VI saveiky su junginiais stebimo-
sios laisvosios Gibso energijos (AGgep. ), iSmatuotos FTPM (Pi buferinis tirpalas, pH 7).

Pazymeéti jy standartiniai nuokrypiai.

ar néra statistiskai reikSmingo sgveikos su junginiais stiprumo skirtumo tiriant baltymus,

sintetintus zmogaus seilése ir bakterijose, atlikti dviejy nepriklausomy imdéiy, suskirstyty

pagal skirtinga junginj, Stjudento t—testai. Vienu Stjudento t—testu analizuojami to paties

6 lentelé. IS Zmogaus seiliy ir bakterijy isgryninty CA VI sgveiky su junginiais AG gep,
(kJ/mol) ir Stjudento t—testo p vertés.

JUNGINYS CA VIis bakterijy jungimosi su CA VI i$ zmogaus seiliy jungi- p
EZA AGgep., kJ/mol mosi su EZA AGge., kJ/mol

EZA -43.4; -42.9; -41,9 -41,3; -42,0; -41,0 0,07
AZM -39,5; -38,4; -40,0 -38,5; -40,5; -39,4 0,86
MZM -38,5; -40,6; -38,0 -39,8; -40,6; -39,8 0,30
VD10-9 -38,0; -36,3; -36,2 -35,6; -35,5; -36,1 0,15
VD10-12 -33,6; -35,4; -33,7 -32,5; -32,5; -33,1 0,07
VD10-13 -39,8; -40,6; -39,2 -37,4; -39,6; -38,8 0,18
VD10-16 -35,1; -36,8; -33,8 -31,2; -33,8; -33,7 0,13
VD10-21a -32,8; -32,1; -32,1 -32,3; -32,7; -31,6 0,78
VD11-4-2 -42.6; -41,6; -40,9 -40,2; -40,6; -40,2 0,06
VD12-09 -31,5; -30,7; -32,4 -29.4; -32,5; -31,0 0,61
VD12-22 -36,7; -34,3; -36,7 -36,5; -36,1; -36,7 0,54
Topiramatas -29,3; -31,5; -30,0 -30,9; -31,3; -30,6 0,38

junginio saveiky su dviem baltymais duomenys. Kiekvienas baltymo jungimosi su ligandu
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matavimo eksperimentas pakartotas po tris kartus. Pagal 6 lenteléje pateiktus duomenis,
galima daryti iSvada, kad néra statistiskai reikSmingo sgveikos stiprumo skirtumo tarp
CA VI, isskirtos i$ Zzmogaus seiliy bei bakterijy, ir tirty junginiy (p > 0,05).

Tirti ne tik stebimieji, bet ir tikrieji CA VI, iSskirtos is skirtingy saltiniy, jungimosi
su EZA parametrai. Pagal AGgep. priklausomybes nuo pH (21 pav.) apskaic¢iuotos

A B

-307 -30¢
=35+

-
]
o

)

45|

50+

AG, kJ/mol
AG, kJ/mol

ST Tikgjia6
1 L _60 L L I I L

Tikroji AG
5 6 7 8 9 5 6 7 8 9
pH pH

21 pav. EZA jungimosi su CA VI, iSgrynintomis is Zmogaus seiliy (A) ir bakteriju (B),
stebimuju laisvuju Gibso energiju (AGgep.) priklausomybés nuo pH, iSmatuotos FTPM.
Taskai zymi eksperimentinius duomenis, o punktyriné linija — apskaiciuotas biomolekuliy
saveikos tikrasias laisvasias Gibso energijas.

7 lentelé. IS zmogaus seiliy ir bakterijy isgryninty CA VI sgveiky su EZA tikrosios
laisvosios Gibso energijos (AGy.. ), nustatytos FTPM.

SALTINIS AG k., kJ/mol
Zmogaus seileés -56,2 + 1,1
Prokariotinés E. coli lastelés -54,4 + 0,8

biomolekuliy saveikos AGy,. vertés (7 lentelé). Nustatyta, kad rekombinantinés CA VI
ir is zmogaus seiliy iSskirtos CA VI sgveiky su EZA AGy,. yra labai panasios.

Taigi bakterijose susintetinta rekombinantiné zmogaus CA VI (nuo 21 iki 290 ami-
norugsties) pagal stebimuosius ir tikruosius saveikos su tirtais junginiais parametrus yra
tinkamas modelis Zmogaus organizme sintetinamos CA VI sgveikos su tirtais junginiais
matavimams. Tai rodo, kad bakterijose nevykstanti potransliaciné modifikacija — balty-
my glikozilinimas — neturi reikSmingos jtakos saveikos su tirtais junginiais stiprumui ir
atrankumui. Gauti duomenys patvirtina, kad gryninant baltyma is bakterijy, galima is-
vengti sudétingos baltymo isskyrimo is seiliy proceduros, kai siekiama analizuoti zmogaus

CA VI sgveikas su sulfonamidiniais ligandais.
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ISVADOS

1. Gauti baltymai: rekombinantiné zmogaus CA VI, mutantinis zmogaus CA 1T (A65T,
N67Q, F130Y, V134Q, L203T) baltymas bei natyvi, i$ zmogaus seiliy isskirta CA VI

yra kataliziskai aktyvus.

2. Atrankaus junginio, saveikaujancio tik su rekombinantine zmogaus CA VI, tirtoje
sulfonamidiniy ligandy bibliotekoje nerasta. Sio baltymo saveika su benzensulfona-

midais yra silpniausia is tirty CA izoformy.

3. Pagal laisvaja Gibso energija mutantinis zmogaus CA II baltymas su sulfonamidi-

niais ligandais jungiasi 71% panasiai kaip zmogaus CA VI.

4. Mutantinio zmogaus CA II baltymo jungimosi su etokzolamidu parametry tikrosios
vertés (AGyg,. =-52,4 £ 0,7 kJ/mol; AHyy,. = -62,0 + 2,4 kJ/mol) yra artimesnés
zmogaus CA VI (AGuk, = -54,4 + 0,8 kJ/mol; AHyy,. =-58,0 £ 3,0 kJ/mol), o
ne zmogaus CA II (AGyk, = -58,2 £ 0,8 kJ/mol; AHy, = -73,0 + 2,1 kJ/mol)

atitinkamiems termodinaminiams dydziams.

5. Néra statistiskai reikSmingo skirtumo tarp tirty junginiy saveikos su rekombinantine

zmogaus CA VI ir natyvia CA VI, isskirta i§ zmogaus seiliy, stiprumo (p > 0,05).
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Justina KAZOKAITE

MAGISTRO DARBAS

7ZMOGAUS KARBOANHIDRAZES VI JUNGIMOSI SU
SULFONAMIDINIAIS LIGANDAIS TERMODINAMINE ANALIZE

SANTRAUKA

Karboanhidrazés (CA, EC 4.2.1.1) katalizuoja griztama anglies dioksido hidra~
tacijos reakcijg. Ji svarbi pH homeostazés palaikymui. Zmogaus organizme yra 12 kata-
liziskai aktyviy CA izoformy, kurios dalyvauja jvairiuose fiziologiniuose procesuose. Tar-
pusavyje jos skiriasi pasiskirstymu audiniuose, vieta lasteléje bei kataliziniu efektyvumu.
Kai kuriy CA geny raiskos pokyciai siejami su jvariomis ligomis, pavyzdziui, glaukoma ar
naviky vystymusi. Todél CA yra taikinys naujy vaistiniy preparaty kurime.

CA VI yra vienintelé sekretuojama CA izoforma. Ji randama seilése, piene ir
aSarose. Sio darbo pagrindinis tikslas buvo nustatyti rekombinantinés zmogaus CA VI
jungimosi su jvairiais slopikliais stebimuosius, nuo pH priklausomus termodinaminius pa-
rametrus bei jvertinti sgveikos su etokzolamidu tikrasias, nuo pH nepriklausomas cha-
rakteristikas. Dél mazos baltymo gryninimo iSeigos sukurtas CA VI modelis — CA II
mutantinis baltymas, kuris pagal aminorugsciy issidéstyma aktyviajame centre panasus j
CA VI. Be to, jvertinti rekombinantinio baltymo ir jo analogo, isskirto i$ Zzmogaus seiliy,
jungimosi su slopikliais skirtumai. Fermenty jungimosi su slopikliais reakcijos matuotos
izotermineés titravimo kalorimetrijos ir fluorescentiniu terminio poslinkio metodais. Nu-
statyta, kad CA VI su benzensulfonamidais jungiasi silpniausiai i$ tirty CA izoformuy.
Atrankiai tik su CA VI besijungiancio slopiklio nerasta. Parodyta, kad néra statistiskai
reikSmingo skirtumo tarp tirty junginiy saveiky su natyvia CA VI, isskirta iS Zzmogaus
seiliy, bei rekombinantine zmogaus CA VI, iSgryninta is bakteriju. Todél glikozilinimas,
nevykstantis E. coli, neturi jtakos baltymo saveikos su slopikliais stiprumui ir bakterijose

susintetinta CA VI yra puikus modelis zmogaus CA VI jungimosi su slopikliais tyrimui.
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MASTER THESIS

THERMODYNAMIC ANALYSIS OF SULFONAMIDE LIGAND

BINDING TO HUMAN CARBONIC ANHYDRASE VI

SUMMARY

Main function of carbonic anhydrases (CAs, EC 4.2.1.1) is the maintenance of pH
homeostasis by catalyzing the reversible hydration of carbon dioxide. There are 12 human
catalytic CA isoforms. They are involved in variety of physiological processes and differ
from each other in tissue localization, cellular distribution, expression levels, and catalytic
activity. It has been demonstrated that abnormal levels or activities of these enzymes
have been often associated with different human diseases such as glaucoma, epilepsy, and
progression in many types of hypoxic tumors. Consequently, in recent years CA isozymes
have become an attractive drug target.

CA VI is the only secreted isoenzyme of the human CA family. This enzyme is
found in saliva, tears, and milk. This study is focused on the analysis of observed pH-
dependent thermodynamic parameters of the range of potential inhibitors as well as int-
rinsic pH-independent parameters of etoxolamide binding to human recombinant CA VI.
A CA VI-mimic protein as CA VI model was created via site-directed mutagenesis of
CA 1T such that the active site resembles that of CA VI. In addition, differences in
thermodynamics of recombinant CA VI and native salivary CA VI binding with potential
inhibitors were evaluated. Interactions between the enzyme and inhibitors were determi-
ned by isothermal titration calorimetry and fluorescent thermal shift assay. It was found
that binding reactions of CA VI with compounds are the weakest from all CA isoforms.
Moreover, this study highlights that the absence of glycosylation in E. coli has no signifi-
cant effect on the thermodynamics of inhibitor binding to CA VI. Therefore, recombinant
CA VI expressed in bacteria is a perfect model to analyze reactions of inhibitor binding
to native human CA VI.
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Two groups of benzenesulfonamide derivatives, bearing pyrimidine moieties, were designed and synthe-
sized as inhibitors of carbonic anhydrases (CA). Their binding affinities to six recombinant human CA iso-
forms I, 11, VI, VII, XII, and XIII were determined by the thermal shift assay (TSA). The binding of several
inhibitors was measured by isothermal titration calorimetry (ITC). Direct demonstration of compound
inhibition was achieved by determining the inhibition constant by stopped-flow CO, hydration assay.
The most potent compounds demonstrated selectivity towards isoform I and affinities of 0.5 nM. The
crystal structures of selected compounds in complex with CA II, XII, and XIII were determined to atomic
resolution. Compounds described here were compared with previously published pyrimidinebenzene-
sulfonamides.! Systematic structure-activity analysis of 40 compound interactions with six isoforms
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ThermoFluor® yields clues for the design of compounds with greater affinities and selectivities towards target CA
Sulfonamides as CA inhibitors isoforms.
Pyrimidine © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Carbonic anhydrases (CAs) are ubiquitous metalloenzymes that
catalyze the hydration of carbon dioxide to bicarbonate. There are
12 catalytically active and highly homologous CA isoforms in hu-
man body.?~* Most CA isozymes constitute targets for the design
and development of CA inhibitors for clinical applications. Classical
CA inhibitors are aromatic sulfonamides.>>~” There are at least 30
clinically used CA inhibitors as drugs and more in clinical develop-
ment.? Diffuse localization of CA isoforms in many tissues/organs
limits potential pharmacological applications.””!° The design of
isozyme-specific inhibitors is the current challenge in the develop-
ment of new therapeutic agents.

In our previous studies,’ the synthesis of 4-substituted-ben-
zenesulfonamides and 5-substituted-2-chlorobenzensulfonamides
of series 1 and 4 incorporating phenyl or pyrimidine moieties have
been described (Fig. 1). These compounds exhibited nanomolar
affinities toward CA isozymes I, II, VII, and XIIL. In most cases, the
compounds bearing 2-Cl-benzenesulfonamide headgroup (com-
pounds 4) had lower binding affinity than benzenesulfonamide

* Corresponding author. Tel.: +370 5 269 1884; fax: +370 5 260 2116.
E-mail addresses: daumantas.matulis@bti.vu.lt, matulis@ibt.It (D. Matulis).

0968-0896/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2013.09.029

headgroup (compounds 1). Introduction of the pyrimidine substi-
tuent instead of benzene weakened the binding affinity to all
tested CAs. However, pyrimidine-bearing compounds were more
selective towards a particular CA isozyme.

The S-alkylated benzimidazoles are stronger CA binders than N-
alkylated benzimidazoles and indapamide.!! Therefore, com-
pounds 1-4 were designed as the S-alkylated pyrimidines. Here
we have designed [(2-pyrimidinylthio)acetyl]benzenesulfona-
mides 2a-j, 3a-j (Scheme 1) in the search for more potent and
selective CA inhibitors. Furthermore, the binding measurements
of compounds 1(a-j) and 4(a-j) have been extended to the cata-
lytic domain of recombinant human CA VI and CA XII that has been
implicated in cancer.®'?!® The compounds are grouped according
to four headgroups (compounds 1-4) and were compared with
each other according to their CA affinity and atomic position in
crystal structures with CA II, XII, and XIII.

Detailed compound structure-affinity correlations were drawn.
Comparison between the six tested CA isoforms showed selectivity
profiles towards CA 1, II, VII, and XIII. The correlations are useful for
the design of compounds with greater affinities and selectivities
towards target CA isoform and the development of lead com-
pounds for therapeutic applications.
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h: R3=H, R=Pr, R5=H,
i R3=H, R4=Bu, R5=H,
j: R3=H, R4=H, R5=H

Figure 1. The structures of S-alkylated pyrimidine derivative compounds. Com-
pounds are grouped into four sulfonamide headgroups (1-4) and 10 tailgroups (a-j)
totaling 40 compounds. Compounds of series 1 and 4 have been published
previously.'

Q . SH i s. N R
.
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R' RsJﬁ/kRs rt,24h ROV . R
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2. Rz 2 aj 2aj,
: R'=SO2NH;, R*=Cl, 3a-j

3:R"'=H, R%=S0O,NH,

Scheme 1. Synthesis of compounds 2a-j and 3a-j.

2. Results and discussion
2.1. Chemistry

A series of benzenesulfonamides with a pyrimidine moiety-
bearing substituent 1-4(a-j) were designed and synthesized as
CA inhibitors (Fig. 1). The synthesis of S-alkylated pyrimidines
1(a-j) and 4(a-j) have been described previously.! S-substituted
pyrimidine derivatives 2-3(a-j) were prepared by S-alkylation of
pyrimidines a-j with 4-(bromoacetyl)-2-chlorobenzenesulfona-
mide (2) and 3-(bromoacetyl)benzenesulfonamide (3) using the
same reaction conditions as described previously (Scheme 1).

2.1.1. Binding and inhibition studies

The dissociation constants Kq for compounds 1-4(a-j) binding
to six CA isozymes CA I, II, VI, VII, XII, and XIII were determined
by the thermal shift assay (TSA). Standard compounds such as
indapamide (IND), acetazolamide (AZM), and ethoxzolamide
(EZA) were used as controls. The Kgs of all newly synthesized
inhibitors of series 2-3(a-j) are summarized in Table 1. The Ky val-
ues for compounds of series 1(a-j) and 4(a-j) from our earlier pub-
lication' are also shown, providing additional data for the catalytic
domain of recombinant CA VI and cancer-associated isoform CA
XII.

Several selected compounds, namely, 2a, 2f, and 2h, were cho-
sen to determine their affinities towards CAs I, II, VII, XII, and XIII
by isothermal titration calorimetry (ITC) in order to compare with
the TSA measurements (Table 2). ITC is a standard and convenient
method to measure ligand affinities in the 10-1000 nM range.
However, it consumes significantly more protein than TSA and
has limitations in determining affinities stronger than 10 nM due
to Wiseman factor'# exceeding 1000 at such conditions. Our mea-
sured Kgs by ITC confirmed the TSA measurements with the dis-
crepancy in most cases not exceeding two fold in Ky. This
confirmed the sufficient precision of TSA data.

Furthermore, CA Il inhibition constant K; for compounds 2f and
3h was determined using stop flow method which directly mea-
sures CO, hydration.'>'® The K;js were equal to 11 and 167 nM,
for 2f and 3h, respectively. The values were slightly lower than
the ones determined by TSA, most likely due to the different tem-
peratures used in TSA experiment (37 °C) as compared to the stop-
flow CO, hydration experiment (25 °C). However, there was a gen-
eral agreement between two methods and it directly confirmed
that such compounds were inhibitors of CA.

All three techniques showed that the meta-substituted ben-
zenesulfonamides were less potent binders of all tested CAs than
the para-substituted benzenesulfonamides. Figure 2 shows the
CA VII melting curves (panels A and B) and the concentration-re-
sponse curves of compounds 2j and 3j (panel C) obtained by TSA.
Compound 2j exhibited approximately 1000 times higher affinity
to CA VII than the meta-substituted benzenesulfonamide 3j.

Figure 2, panel D shows typical ligand dosing curves for several
selected compounds binding to CA I obtained by TSA. The strongest
stabilization effect on CA I has compound 2d, it increased the melt-
ing temperature of protein by more than 10 °C depending on ligand
concentration. The Ky value for 2d was equal to 0.5 nM while
500 nM for 3c.

In order to draw some conclusions and estimate compound
headgroup and tail contributions to affinity, the averaged logKy
were drawn for each group of compounds for each CA (Fig. 3).
There were four sulfonamide headgroups thus dividing the synthe-
sized compounds in four series. The uncertainties in the bar chart
show the range of Kys for all tails (a-j) tested against each CA iso-
form. They are not the error bars but instead show the range of
affinities covered by all tested compounds.

Several conclusions were drawn from this analysis. First, the po-
sition of the sulfonamide group on the headgroup benzene ring sig-
nificantly influenced the binding strength to various CA isoforms.
In most cases, the para-substituted benzenesulfonamide (com-
pounds 1-2(a-j)) had higher binding affinity than their meta-
substituted benzenesulfonamide equivalents (compounds 3-4(a-
j)). Second, the compounds bearing a chlorine atom in the ben-
zenesulfonamide headgroup (compounds of series 2 and 4) had
higher binding affinities than their analogs without chlorine (com-
pounds of series 1 and 3).

According to this brief analysis the compound series could be
sorted by activity in ascending order: 3 <4 <1 < 2. Interestingly,
the biggest difference between the lowest and highest Ky values
was for compounds 1(a-j) binding to CA XIII. This difference was
equal to two, which corresponds to difference in Kys by 100 times.
As seen from the ranges, the substituents on pyrimidine ring tail-
group significantly influenced the binding affinities to CAs. The
weakest binding CA isozyme was CA VI, especially for 1-3. Com-
pounds 4(a-j) were weakest binders of CA L. In contrast, com-
pounds 1-3 showed higher binding affinity for CA I than for
other CAs.

The compounds can also be divided into two groups according
to their pyrimidine tailgroups: oxopyrimidines (1-4(a-e)) and
pyrimidines without the oxo group (1-4(f-j)). In the most cases,
the compounds 1(a-j) exhibited strongest binding to CA I, II, and
XIII. Pyrimidines without oxo group showed better binding affinity
for CA II (Kq=12.5-16.7 nM, except 1f) and CA VII (K4q=55.6-
125 nM) than oxopyrimidines (K4q=18-83 and 143-250nM,
respectively). Conversely, CA XII was better bound by oxopyrimi-
dines (K4=91-714nM) than pyrimidines without oxo group
(Kq=909-1430 nM, except 1j). Oxopyrimidine 1d with tert-butyl
substituent exhibited highest binding affinity for CA I and XIII
(Kq=1.9 and 3.5 nM, respectively) among compounds of this ser-
ies. Carbon chain elongation in the 5th position of the pyrimidine
ring 1(g-i) did not affect the binding affinity by more than two fold
to any of tested CAs.
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Table 1

Compound dissociation constants for human recombinant CA isoforms I, II, VI, VII, XII, and XIII, determined by the thermal shift assay (TSA, 37 °C, pH 7.0)

Inhibitor R3 R* R® Dissociation constants K4 (nM) for CA isoforms
CAl CAll CA VI CA VI CA XII CA XIII

1a 66.7 66.7 3700 167 556 357
2a OH H Me 4.00 213 2500 35.7 333 333
3a 833 1250 7100 4000 3700 1570
4a 833 200 900 133 500 200
1b 333 25.0 1300 143 714 13.0
2b OH Bn Me 20.0 66.7 1900 100 1110 25.0
3b 2220 1110 3300 12,500 8330 1430
4b 455 333 290 143 294 42.0
1c 17.2 83.3 1250 250 90.9 62.5
2c OH H Pr 10.0 111 4500 50.0 250 833
3c 500 500 13,000 3330 2000 833
4c 667 66.7 830 55.6 100 55.6
1d 1.9 29.0 5000 180 143 3.5
2d OH H t-Bu 0.50 40.0 9100 11.1 333 5.0
3d 100 500 40,000 500 1250 167
4d 100 50.0 2000 20.0 43.5 25.0
1e 17.0 18.0 2500 200 370 286
2e OH CO,Et H 14.3 20.0 2800 25.0 250 76.9
3e 1250 667 2100 1000 1250 2220
4e 1250 50.0 200 25.0 200 125
1f 22.2 333 2500 125 909 833
2f Me H Me 5.00 16.7 2900 125 909 10.0
3f 370 1000 13,000 6670 3330 1000
4f 1000 222 1000 333 1430 333
1g 303 12.5 5000 55.6 1000 28.6
2g H Et H 6.67 7.14 5000 10.0 286 2.08
3g 500 667 8300 2500 3850 556
4g 1820 143 670 333 1250 111
1h 333 125 5000 66.7 1430 22.7
2h H Pr H 5.26 7.14 3300 16.7 345 1.25
3h 370 556 5000 3330 4170 333
4h 1000 100 1100 500 1110 67.0
1i 41.7 14.3 5000 100 1430 28.6
2i H Bu H 6.25 7.69 3330 11.1 357 1.82
3i 500 313 4300 2220 1820 278
4i 1430 66.7 500 200 1110 66.7
1j 66.7 16.7 910 66.7 556 125
2j H H H 10.0 11.1 2500 5.00 833 16.7
3j 769 1110 1900 4000 3330 1330
4j 4550 333 560 714 1670 333
IND 10,000 300 250 300 1400 100
EZA 14.0 0.71 33.0 0.71 36.0 13.0
AZM 1400 17.0 180 17.0 133 50.0

Average standard deviation for TSA data was below 25%. The K, for compounds 1(a=j) and 4(a—j) binding to CA I, II, VII, and XIII are taken from our previously published data.'

Table 2
Selected compound dissociation constants for human recombinant CA isoforms I, II,
VII, XII, and XIII, determined by isothermal titration calorimetry (ITC, 37 °C, pH 7.0)

Compound Dissociation constants K4 (nM), CA isoforms

CAl CAll CA VI CA XII CA XIII
2a <10 20.2 87.5 278 37.5
2f <10 14.5 60.6 461 8.1
2h <10 9.9 26.0 282 <10

In the whole series, the compounds 2(a-j) had the highest bind-
ing affinity to CA 1, II, VII, and XIII. Pyrimidines without oxo group
exhibited the strongest binding to CA II (Ky=7.1-16.7 nM), VII
(Kq=5.0-16.7 nM), and XIII (Kq=1.3-16.7 nM) than oxopyrimi-
dines (K4=20-111nM, and 25-100nM, except 2d, and 25-
83 nM, except 2d, respectively). Carbon chain elongation in the
5th position 2(g-i) did not significantly affect the binding affinity
for CAs but the introduction of carbon chain significantly increased
the affinity for CA XIII (Kgs in the range 1.3-2.1 nM) by more than
eight times as compared to a unsubstituted pyrimidine 2j
(K4 =16.7 nM). Compound 2j bearing no substituent was the most
potent CA VII inhibitor (Kq = 5 nM).

Compounds 3(a-j) were the weakest CA II, VI, VII, XII, and
XIII inhibitors (Kgs in the range 170-40000 nM). Most of them
had higher affinity only to CA I, with the exception for oxopyr-
imidines 3b and 3e bearing bulky substituents in 5th position,
which bound to CA I with micromolar affinity (Kgs 2.2 and
1.3 uM, respectively). tert-Butyl substituted compound 3d had
the highest binding affinity to CA I (Kq=100nM) and XIII
(Kq =167 nM).

Compounds 4 exibited several interesting features. First, as
mentioned above, compounds 4(a-j) showed inverted CA I inhibi-
tion properties as compared with series 1-3. Second, the influence
of oxo group in pyrimidines to CA II and VII binding was reversed.
Oxopyrimidines exhibited stronger binding to CA I (K4=100-
830 nM, except 4e), Il (Kq=33-67 nM, except 4a), VI (Ky=200-
900 nM), VII (Kq=20.0-143 nM), and XII (Kq=44-500 nM) than
pyrimidines without oxo group (Kyq=1000-4550 nM (CA I), 67-
333 nM (CA 1I), 560-1100 nM (CA VI), 200-714 nM (CA VII), and
1110-1670 nM (CA XII), respectively). Compound 4d was the best
inhibitor of CA XII in the whole series of tested compounds
(Kq =44 nM), while compound 4e was the most potent CA VI
inhibitor.
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Figure 2. The measurements of compound binding to CA I and VII as determined by
the thermal shift assay (TSA). Panel A: the fluorescence melting curves of CA VII
with 2j. Panel B: the fluorescence melting curves of CA I with 3j. Panel C: the
melting temperatures (T,,) from data in panel A and B plotted as a function of added
2j (M) and 3j (a) concentration. Panel D: TSA data for 2d, 1d, 2c, 1c, 1a, and 3c
binding to CA 1. The binding affinities of selected compounds ranged from 0.5 nM
for 2d to 500 nM for 3c.

2.1.2. Analysis of the selectivity of binding
Compounds were termed selective if the affinities towards at
least two isoforms differed at least 25 fold (Table 3). According
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to this criterion, the compounds described in this study exhibited
selectivity mostly for CA I, especially the oxopyrimidines with
headgroup 2. The 6-substituted oxopyrimidines, namely, 2a, 2c,
and 2d, are the best inhibitors, selective for CA I. tert-Butyl substi-
tuted oxopyrimidine 2d (K4 = 0.5 nM) could be distinguished as the
most effective and selective CA I inhibitor against CA II, VI, VII, XII,
and XIII, with the selectivity ratio in the range of 10-18000 fold.

Three compounds with headgroup 1, 5-alkyl substituted (1g
and 1i) and unsubstituted (1j) pyrimidines, showed similar CA II
binding affinity (Kgq = 12.5-16.7 nM). The alkyl chain insertion in-
creased the CA XII/II selectivity ratio from 33 to 100 times and
CA VI/II selectivity ratio from 55 to 400 times. However, compared
to CA Il binding to other CA isoforms in general, the unsubstituted
pyrimidine derivative 1j remained more selective (selectivity ratio
over CA 1, VII, and XIII was from 4 to 7.5 times).

Compounds 2j and 4e exhibited selectivity for CA VII. However,
in almost all cases CA VII was inhibited weaker than CA II (except
for 2¢, 2d, and 4d where CA VII was inhibited from 2.2 up to 3.6
times stronger than CA II) and CA XIII (except 1c, 3e, and 2e, where
the binding of CA VII was from 2.1 to 3.1 times stronger than CA
XII).

Several of the best CA XIII binding compounds, the 5-ethylpyr-
imidine 2g, 5-butylpyrimidine 2i, and 5-propylpyrimidine 2h
(Kq=1.3-2.1 nM) also showed CA XIII selectivity properties (CA I,
Il and VII were bound from 3.2 to 13 times less, CA XII bound from
140 to 280-fold less, and CA VI was bound from 1800 to 2600-fold
less strongly than CA XIII).

None of the compounds exhibited selectivity for CA VI or XII iso-
forms over other CAs.

2.2. Crystallography

The crystal structures of inhibitors 2j, 2f, and 3j bound to re-
combinant human CA isoforms II, XII (catalytic domain), and XIII
were solved to atomic resolution in order to compare the binding
in the three different CA active sites. The data collection and refine-
ment statistics as well as PDB access codes are presented in Sup-
plementary Table 1. Electron densities of the compounds are
presented in Supplementary Figure 1. Crystal structures of com-
pounds with headgroups 1 and 4 bound to CA II have been

mCAl
| CAIll
W CAVI
m CA VI
CAXII
| CAXII

Compounds by headgroups towards CA isoform

Figure 3. Compound affinities grouped according to compound headgroups for each CA isoform I, I, VI, VII, XII, and XIII. The bars show averages of K in logarithmic scale,
each for 10 tailgroups with the affinity range depicted as error bars. The figure shows the tendencies of affinities towards the listed isozymes. para-Sulfonamides bind
stronger than meta-sulfonamides to most CAs, but not to CA VI. Affinities are not only dependent on the structure of the compound, but also on the CA isozyme.
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Table 3
Compound binding selectivity for CA isozymes I, II, VII, and XIII

Compound K4 (nM) to CA 1 Ratio

R? R* R CAII/I CA VI/I CA VIIJI CA XIIfI CA XIII/I
Compounds selective for CA I
2d (0.5) OH H t-Bu 80 18,000 22 670 10
2f (5.0) Me H Me 33 580 25 180 2.0
2a (4.0) OH H Me 5.3 630 8.9 83 8.3
2¢ (10) OH H Pr 11 450 5.0 25 8.3
1c (17) OH H Pr 483 73 145 5.27 3.63
3f (370) Me H Me 2.70 35 18.0 9.00 2.70
Compound Ky (nM) to CA II Ratio

R® R* R® CA 1/l CA VIJII CA VII/II CA XII/II CA XIII/1I
Compounds selective for CA Il
1i (14.3) H Bu H 2.9 350 7.0 100 2.0
1g (12.5) H Et H 24 400 44 80 23
1j (16.7) H H H 4.0 55 4.0 33 7.5
Compound Ky (nM) to CA VII Ratio

R? R* R® CA VI CA II/VII CA VI)VII CA XIIVII CA XIII/VII
Compounds selective for CA VII
2j (5.0) H H H 2.0 22 500 170 3.3
4e (25) OH COEt H 50 2.0 8.0 8.0 5.0
Compound Ky (nM) to CA XIII Ratio

R? R? R’ CA I/XIIl CA 1I/X1II CA VI/XIII CA VII/XIII CA XII/X1I

Compounds selective for CA XIII
2h (1.3) H Pr H 4.2 5.7 2600 13 280
2i(1.8) H Bu H 34 4.2 1800 6.1 200
2g (2.1) H Et H 3.2 34 2400 4.8 140

A 2j-CAl B 2j-CA Xl C 2j-CA Xl

ﬁ\,PHE-lsl
141

E F

Figure 4. Crystal structures of CA isoforms bound with 2j, 2f, and 3j. Compound 2j and 2f bound in the active site of CA Il are shown in yellow, 2j and 3j bound to CA XII are
cyan, and 2j and 2f bound to CA XIII are colored in pink. Zn?* is shown as a pink sphere. Amino acids and their surfaces that make van der Waals contacts with inhibitors are
shown in orange, side chains and surfaces of active site residues that do not contact with inhibitors are colored in cyan. Hydrogen bonds are shown as red dotted lines. Blue
small spheres are water molecules. Solvent molecules (ethyleneglycol or PEG) are colored in green.
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published previously' and thus can be compared with the crystal
structures described in this manuscript (Fig. 4).

The benzenesulfonamide moieties of headgroup 1 (1a, 1i, 1f,
and 1j in CA II, PDB ID 3SX8, 3SAP, 3SBH, and 3SBI, respectively’
and headgroup 3 compounds (3j in CA XII) are found in a very
similar position as in the crystal structure PDB ID 2WE]'” (Supple-
mentary Fig. 2, panel A) in CA II. The position of the 2-chloroben-
zenesulfonamide moiety of compounds 2 (2j in CA II, CA XII and
CA XIII and 2f in CA II and CA XIII) and 4 (4f and 4g in CA II, PDB
ID 3S9T and 3SAX, respectively' is similar in all three isoforms
(Supplementary Fig. 2, panel B) and coincides with the crystal
structure PDB ID 2WEH.!” The orientation of the ring is determined
by chlorine substituent'” which is found in the hydrophobic
pocket.

Compounds 1 bind in a very similar mode to CA II active site
with the pyrimidine ring positioned between Phe131 and Pro202
as described previously.! The long hydrophobic butyl group of
compound 1i is orientated along the hydrophobic edge of the ac-
tive site wall in CA II formed by Pro202. It seems that this substi-
tuent drives the pyrimidine ring further towards Pro202. Indeed,
the binding of 1i to CAII is one of the strongest among compounds
1 (Table 1). In other three cases (1a, 1f, and 1j), the binding of com-
pounds 1 to the CA II active site does not seem to depend on the
pyrimidine ring substituents.

Compounds 2 are represented by the crystal structures of 2j
bound to CAII, CA XII, and CA XIII (Fig. 4, panels A-C) and 2f bound
to CA Il and CA XIII (Fig. 4, panels D and F). Since the CA XIII asym-
metric unit cell contains two protein chains, we chose the protein
chain B in the further analysis of CA XIII-2j complex, where 2j was
modeled in two alternative conformations (panel C in Supplemen-
tary Figs. 1 and 4). Similarly, one representative protein chain was
chosen in CA XII-2j (chain D) and CA XIII-2f (chain A) crystal struc-
tures, because the positions of ligands are very similar between
protein subunits in these complexes.

The orientation of 2j in the active sites of CA XIII and CA 1l is the
same. The pyrimidine is orientated between Pro202 (Pro204 in CA
XIII) and Phe131 (Phe133 in CA XIII). The alternative conformation
of 2j in CA XIII locates the pyrimidine on the other side of Phe133
(Fig. 4, panel C). Interestingly, nitrogen atoms of the pyrimidine
ring in this alternative conformation make hydrogen bonds with
Arg93 and GIn94, whereas the sulfur of the linker interacts with
GIn94. Compound 2f in CA XIII probably due to more bulky dim-
ethylpyrimidine substituent is shifted more towards the center of
the substrate-binding pocket in CA XIII, than 2j (Supplementary
Fig. 3, panel A). In CA XII, the pyrimidine ring of 2j compound is ori-
ented along the loop that is made of residues with short side chains
Ala129 and Ser130 (Supplementary Fig. 3, panel B). Such orienta-
tion is impossible in the active sites of neither CA II nor CA XIII, be-
cause the position is occupied by phenylalanine. In addition, there
is also a hydrogen bond between pyrimidine nitrogen of 2j and
Ser130 of CA XII (Fig. 4, panel B and Supplementary Fig. 3, panel
B). The Ky of 2j for CA XII is 833 nM, and the Ky s for CA Il and XIII
are 11.1 and 16.7 nM, respectively (Table 1). The weaker binding of
2j to CA XII could be explained by lesser van der Waals contacts
with the protein side chains, not compensated by the hydrogen
bond.

Compounds 3 are represented by the crystal structure of 3j in
CA XII (Fig. 4, panel E). The asymmetric unit of CA XII crystals con-
tains four protein chains; the ligand in all subunits is bound in a
similar way, therefore we chose the ligand bound to the chain D
for further analysis. The principal difference of the CA XII active site
from CA II as well as CA XIII is the absence of phenylalanine side
chain. A small nonpolar side chain of alanine (Ala129) takes place
of Phe131 in CA XII. Therefore, when the first ring of 3j in CA XII
coincides with those of the compounds 1 in CA II, the meta-posi-
tioned linker of 3j is directed towards the loop carrying Ala129.

Such an orientation would not be possible in CA Il due to the bulky
side chain of Phe131. The pyrimidine ring of 3j in CA XII is located
at the same edge of the active site as group 1 pyrimidines, but in
the different (orthogonal) orientation, which is favored addition-
ally by the hydrogen bond between pyrimidine and hydroxyl group
of Ser133 in CA XIL.

It is interesting to compare the binding of Cl-benzenesulfon-
amide containing compounds between groups 2 and 4 which differ
by the position of pyrimidine substituents. The binding of com-
pounds 4, namely, 4f and 4g in the active site of CA Il has been de-
scribed previously' (PDB ID 3S9T and 3SAX, respectively). The
orientation of the linker of compounds 4 is fixed by the hydrogen
bonds between carbonyl oxygen and GIn92 and Asn67 in CA II. This
hydrogen bonding defines the orientation of the pyrimidine in
compounds 4, which is not possible for the para-positioned pyrim-
idines of the compounds 2 due to steric clash with phenylalanine.
The para-linker, as in groups 1 and 2, allows the second ring to be
positioned further towards the Pro202 and Phe131 and allows for
the van der Waals interaction with Val135, which could not be
reached by the pyrimidine moiety of compounds 4. These addi-
tional interactions of compounds 2 with hydrophobic amino acids
can influence more than 10 times higher binding affinity of these
inhibitors to tested CAs than compounds 4.

The binding of compounds 2 and 3 can be compared by super-
imposing 2j and 3j in the active site of CA XII (Supplementary
Fig. 4). Since there is no phenylalanine in the active site of CA
XII, the linker is oriented in a different way than in CA II and XIII.
In the complexes with CA XII, the pyrimidine rings of both com-
pounds coincide, because meta- and para-positions of linkers com-
pensate for the different orientations of the chlorobenzene and
benzene rings. Both compounds make hydrogen bonds with
Ser130 or Ser133 of CA XII. The Ky of 2j for CA XII is 833 nM, and
the Ky of 3j is 3330 nM (Table 1), thus 2j binds four times stronger
than 3j. Therefore, the hydrogen bond of the pyrimidine ring is not
important for the binding of the ligand. The presence of chlorine in
the headgroup ring influenced the binding more strongly, than the
substituents in the pyrimidine ring.

3. Conclusions

Two novel series of carbonic anhydrase inhibitors, 2-chloro-
4-{[(pyrimidin-2-yl)sulfanyl]acetyl}benzenesulfonamides and 3-
{[(pyrimidin-2-yl)sulfanyl]acetyl}benzenesulfonamides, were
synthesized and characterized. Their binding to six recombinant
human CA I, II, VI, VII, XII, and XIII was determined by the thermal
shift assay and confirmed by ITC and stopped-flow CO, hydration
assay. Compounds described here were compared with previously
published pyrimidinebenzenesulfonamides. The binding affinity of
para-substituted benzenesulfonamides was found to be greater
than meta-substituted derivatives. The introduction of ortho-chlo-
rine to the para-substituted benzensulfonamide inverts the
selectivity of inhibitors from CA Il to CA I. Compound 2d {[(4-
tert-butyl-6-ox0-1,6-dihydropyrimidin-2-yl)sulfanyl]acetyl}-2-
chlorobenzenesulfonamide had subnanomolar affinity for CA 1
(Kq=0.5nM) and was highly selective for CA I, a rare feature
among benzenesulfonamides. X-ray crystallographic structures
provided structural details of inhibitor binding to CA II, XII, and XIII
and will be used for the further development of selective CA inhib-
itors. The benzenesulfonamide moieties of headgroup 1 (in CA II)
and headgroup 3 (in CA XII) compounds are found in a very similar
position. The position of the 2-chlorobenzenesulfonamide moiety
of compounds 2 (in CA II, XII and XIII) and 4 (in CA II) is similar
in all three isoforms. Decreased affinity of compounds for CA XII,
compared with CA II and XIII can be explained by the more hydro-
philic nature of the CA XII binding site and substitution of amino
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acid Phe131 (Phe133 in CA XIII), which makes van der Waals con-
tacts with inhibitors in CA II and XIII by Ala131 in CA XIL

4. Experimental section
4.1. Chemistry

Synthesis of 4-(bromoacetyl)benzenesulfonamide (1) and 3-
(bromoacetyl)benzenesulfonamide (3) was achieved from com-
mercially available 1-(4-aminophenyl)ethanone and 1-(3-amino-
phenyl)ethanone, respectively, as described in Ref. 18. Synthesis
of 4-(bromoacetyl)-2-chlorobenzenesulfonamide (2) was accom-
plished from 1-(4-amino-3-chlorophenyl)ethanone as described
in Ref. 18. 1-(4-amino-3-chlorophenyl)ethanone was synthesized
by chlorination of 1-(3-aminophenyl)ethanone with N-chlorosuc-
cinimide in acetonitrile.'>?° Synthesis of 5-(2-bromoacetyl)-2-
chlorobenzensulfonamide (4) was accomplished from commer-
cially available 1-(4-chloro-3-nitrophenyl)ethanone as described
in Refs. 18,21.

2-Mercaptopyrimidines a, ¢, e, f, h, and j are commercially
available. 6-Alkyl-2-thioxo-2,3-dihydro-4(1H)-pyrimidinones b,
¢,”® and d*® were synthesized by condensation of an appropriately
substituted B-keto ester with thiourea. 5-Alkyl-2(1H)-pyrimidin-
ethiones g and i were prepared from thiourea and 2-alkyl-
1,1,3,3-tetraethoxypropane as described previously.?* All ingredi-
ents were purchased from Sigma-Aldrich and Alfa Aesar GmbH.

The melting points of the compounds were determined in open
capillaries on a Thermo Scientific 9100 Series apparatus without
further correction. IR spectra were obtained on a Perkin-Elmer
FT-IR spectrophotometer Spectrum BX II in KBr. 'H and 3C NMR
spectra were recorded on a Varian Unity Inova spectrometer (300
and 75 MHz, respectively) in DMSO-ds using residual DMSO sig-
nals (2.52 and 40.21 ppm for 'H and 3C NMR spectra, respectively)
as the internal standard. TLC was performed with silica gel 60 F254
aluminum plates (Merck) and visualized with UV light. High-reso-
lution mass spectra (HRMS) were recorded on a Dual-ESI Q-TOF
6520 mass spectrometer (Agilent Technologies). The purity of tar-
get compounds was controled using an HPLC system with UV
detection.

4.1.1. General procedure for the syntheses of 2a-j and 3a-j

A mixture of the corresponding pyrimidine (a-j) (0.360 mmol),
appropriate compound 2 or 3 (0.360 mmol), and sodium acetate
(33.9mg, 0.414 mmol) in tetrahydrofuran (3 ml) was stirred at
room temperature for 24 h. The reaction mixture was poured into
water. The precipitate was filtered off, washed with water and then
with diethyl ether to yield 2a-j or 3a-j.

4.1.1.1. 2-Chloro-4-{[(4-methyl-6-0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-
yl)sulfanyl]acetyl}benzenesulfonamide (B18) (2a). Yield
79%, mp 179-181°C. IR v cm™': 3351, 3257 (NH,, NH), 1699
(CO), 1664 (CONH). '"H NMR 6 ppm: (1:0.92) 1.95 (3H, s, CH3, open
chain form (0)), 2.17 (2.79H, s, CHs, cyclic form (c)), 3.55 (0.92H, d,
J=12.6 Hz, CH,COH, c), 3.69 (0.92H, d,J = 12.3 Hz, CH,COH, c), 4.73
(2H, s, CH,CO, o), 5.93 (0.92H, s, Cs-H, c), 5.97 (1H, br s, C5-H, o),
7.55 (0.92H, d, J=8.1 Hz, Cs-H, c), 7.66 (1.84H, s, NH,, c), 7.72
(0.92H, s, C3-H, c), 7.85 (2H, s, NH,, 0), 7.96 (0.92H, d, J = 8.4 Hz,
Ce-H, ¢), 8.14 (2H, s, Cs6-H, 0), 8.24 (1H, s, C5-H, 0), 12.49 (1H, br
s, NH, o). HRMS calcd for Cy3H;,CIN30,4S, ([M+H]"): 374.0031,
found: 374.0027.

41.1.2. 3-{[(4-Methyl-6-0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-yl)sulfa-
nyl]acetyl}benzenesulfonamide (C18) (3a). Yield 77%, mp
169-171°C. IR v cm™': 3308, 3211 (NH,, NH), 1708 (CO), 1638
(CONH). 'H NMR & ppm: (1:0.19) 1.93 (3H, s, CHs, o), 2.19

(0.57H, s, CHs, c¢), 3,57 (0,19H, d, J=12,6 Hz, CH,COH, c), 3,63
(0,19H, d, J=12,3 Hz, CH,COH, c), 4.76 (2H, s, CH,CO, o), 5.95
(0.19H, s, Cs-H, ¢), 5.97 (1H, br s, Cs-H, 0), 7.43 (0.38H, s, NHy,
¢), 7.56-7.63 (2.38H, m, NH,, o, C45-H, ¢), 7.77-7.82 (1.38H, m,
Cs-H, o, Cs-H, ¢), 7.94 (0.19H, s, C»-H, ¢), 8.11 (1.19H, d, J = 8.1 Hz,
C4-H, o, OH, c), 8.31 (1H, d, J=8.1 Hz, Cs-H, 0), 8.45 (1H, s, C;-H,
0), 12.62 (1H, br s, NH, o). HRMS calcd for C;3H;3N304S,
([M+H]"): 340.0420, found: 340.0424.

4.1.1.3. 4-{[(5-Benzyl-4-methyl-6-0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-yl)
sulfanyl]acetyl}-2-chlorobenzenesulfonamide (B19) (2b). Yield
90%, mp 138-140°C. IR v cm™': 3386, 3249 (NH,, NH), 1664 (CO),
1648 (CONH). '"H NMR & ppm: (1:0.95) 1.94 (3H, s, CHs, 0), 2.20
(2.85H, s, CHs, c), 3.55-3.74 (5.80H, m, CH,COH, c, CH,Ph, o, c), 4.73
(2H, s, CH,CO, 0), 7.12-7.27 (9.75H, m, Ph-H, o, c), 7.60 (0.95H, dd,
J=84, 1.8Hz, Cs-H, c), 7.68 (1.90H, s, NH,, c), 7.73 (0.95H, d,
J=18Hz, C3-H, c), 7.85 (2H, s, NH,, 0), 7.97 (0.95H, d, J=8.1 Hz,
Ce-H, ), 8.14 (2H, s, Csg-H, 0), 824 (1H, s, C5-H, 0), 12.55 (1H, br s,
NH, o). HRMS calcd for CyoH;5CIN304S; ([M+H]"): 464.0500, found:
464.0507.

4.1.1.4. 3-{[(5-Benzyl-4-methyl-6-0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-
yl)sulfanyl]acetyl}benzenesulfonamide (C19) (3b). Yield
73%, mp 165-167°C. IR v cm™': 3264, 3234 (NH,, NH), 1688
(CO), 1637 (CONH). 'H NMR & ppm: (1:0.27) 1.92 (3H, s, CHs, 0),
2.20 (0.81H, s, CH3, c), 3.63-3.70 (3.08H, m, CH,COH, c, CH,Ph, o,
¢), 4.76 (2H, s, CH,CO, o), 7.17-7.25 (6.35H, m, Ph-H, o, c), 7.43
(0.54H, s, NH,, c¢), 7.56-7.63 (2.54H, m, NH,, o, C45-H, ¢), 7.76-
7.81 (1.27H, m, Cs-H, o, Cs-H, c), 7.99 (0.27H, s, C,-H, c), 8.12
(1H, d, J=7.8 Hz, C4-H, 0), 8.31 (1H, d, J=7.2 Hz, Cs-H, 0), 8.46
(1H, s, C5-H, 0), 12.80 (1H, br s, NH, o). HRMS calcd for C;oHgN304.
S, ([M+H]*): 430.0890, found: 430.0892.

4.1.1.5. 2-Chloro-4-{[(6-0x0-4-propyl-1,6-dihydropyrimidin-2-
yl)sulfanyl]acetyl}benzenesulfonamide (B20) (2c). Yield
77%, mp 178-180°C. IR v cm™': 3370, 3247 (NH,, NH), 1655
(CO), 1641 (CONH). 'H NMR 6 ppm: (1:0.75) 0.68 (3H, t,
J=7.2Hz, CHs, o), 0.93 (2.25H, t, J=7.2 Hz, CHs, c), 1.21-1.33
(2H, m, CH,, o), 1.57-1.69 (1.50H, m, CH,, c), 2.12 (2H, t,
J=6.6 Hz, CH,, o), 2.41 (1.50H, t, J=7.2 Hz, CH,, c), 3.55 (0.75H,
d, J=12.6 Hz, CH,COH, c), 3.71 (0.75H, d, J = 12.3 Hz, CH,COH, c),
4.72 (2H, s, CH,CO, o), 5.91 (0.75H, s, Cs-H, c), 5.93 (1H, br s, C5-
H, o), 7.56 (0.75H, d, J=8.1 Hz, Cs-H, c), 7.67 (1.50H, s, NH,, c),
7.73 (0.75H, s, Cs-H, c), 7.86 (2H, s, NH,, o), 7.97 (0.75H, d,
J=8.4Hz, Cs-H, c), 8.07 (0.75H, br s, OH, c), 8.15 (2H, s, Cs6-H, 0),
8.25 (1H, s, C3-H, 0), 12.67 (1H, br s, NH, o). HRMS calcd for C;5H16.
CIN304S, ([M+H]"): 402.0344, found: 402.0346.

41.1.6. 3-{[(6-0Ox0-4-propyl-1,6-dihydropyrimidin-2-yl)sulfa-
nyl]acetyl}benzenesulfonamide (C20) (3c). Yield 83%, mp
189-191°C. IR v cm~': 3311 (NH,, NH), 1707 (CO), 1638 (CONH).
'H NMR 6 ppm: (1:0.18) 0.65 (3H, t, J=7.5Hz, CHs, o), 0.92
(0.54H, t, J=7.5Hz, CHs, c), 1.25 (2H, sext, J=7.2 Hz, CH,, o),
1.63 (0.36H, sext, J=7.5Hz, CH,, c), 2.13 (2H, t, J=7.2 Hz, CH,,
0), 2.41 (0.36H, t, ] =7.2 Hz, CH,, c), 3.59 (0.18H, d, ] =12.6 Hz, CH,_
COH, c), 3.63 (0.18H, d, J =12.9 Hz, CH,COH, c), 4.75 (2H, s, CH,CO,
0),5.93 (1.18H, br s, Cs-H, ¢, C5-H, 0), 7.43 (0.36H, s, NH», ¢), 7.57-
7.63 (2.36H, m, NH,, o, C45-H, c), 7.77-7.82 (1.36H, m, Cs-H, o, Cs-
H, c), 7.95 (0.18H, s, C,-H, c), 8.03 (0.18H, OH, c), 8.11 (1H, d, J
=7.8 Hz, C4-H, 0), 8.33 (1H, d, J =8.1 Hz, C¢-H, 0), 8.44 (1H, s, Cp-
H, o), 12.42 (1H, br s, NH, o). HRMS calcd for C;5H;{7N304S;
(IM+H]"): 368.0733, found: 368.0732.

4.1.1.7. 4-{[(4-tert-Butyl-6-0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-yl)sulfa-
nyl]acetyl}-2-chlorobenzenesulfonamide (B21) (2d). Yield
88%, mp 183-185°C. IR v cm™': 3347, 3273 (NH,, NH), 1707 (CO),
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1641 (CONH). 'H NMR & ppm: (1:0.75) 0.97 (9H, s, (CHs)3, 0), 1.22
(6.75H, s, (CH3)s, ¢), 3.54 (0.75H, d, J=12.3 Hz, CH,COH, c), 3.72
(0.75H, d, J=12.3 Hz, CH,COH, c), 4.82 (2H, s, CH,CO, o), 5.92
(0.75H, s, Cs-H, ¢), 5.98 (1H, br s, C5-H, 0), 7.57 (0.75H, dd, ] = 8.4,
1.8 Hz, Cs-H, ¢), 7.67 (1.50H, s, NH,, ¢), 7.74 (0.75H, d, J=1.8 Hz,
Cs-H, c), 7.87 (2H, s, NH,, 0), 7.97 (0.75H, d, J=8.1 Hz, Cs-H, ¢),
8.13-8.20 (2H, m, Csg-H, 0), 8.25 (1H, s, Cs-H, 0), 12.62 (1H, br s,
NH, 0). HRMS calcd for C;gH13CIN304S, ([M+H]"): 416.0500, found:
416.0501.

4.1.1.8. 3-{[(4-tert-Butyl-6-0x0-1,6-dihydropyrimidin-2-yl)sul-
fanyl]acetyl}benzenesulfonamide (C21) (3d). Yield 88%,
mp 191-193°C. IR v cm™!: 3345, 3225 (NH,, NH), 1707 (CO),
1646 (CONH). 'H NMR é ppm: (1:0.20) 0.96 (9H, s, (CHs)s, 0),
1.22 (1.80H, s, (CH3)s, c), 3.58 (0.20H, d, J = 12.3 Hz, CH,COH, c),
3.65 (0.20H, d, J=12.3 Hz, CH,COH, c), 4.82 (2H, s, CH,CO, o),
5.92 (0.20H, s, Cs-H, c), 5.97 (1H, br s, Cs-H, 0), 7.43 (0.40H, s,
NH,, c), 7.57-7.63 (2.40H, m, NH,, o, C45-H, c), 7.78-7.83 (1.40H,
m, Cs-H, o, Cs-H, c), 7.97 (0.20H, s, C,-H, c), 8.02 (0.20H, OH, c),
8.12 (1H, d, J=7.5Hz, C4-H, o), 8.35 (1H, d, J=8.1 Hz, Cs-H, o),
8.44 (1H, s, C3-H, 0), 12.62 (1H, br s, NH, o). HRMS calcd for CygH19.
N30,4S, ([M+H]*): 382.0890, found: 382.0887.

4.1.1.9. Ethyl 2-({2-[4-(aminosulfonyl)-3-chlorophenyl]-2-oxo-
ethyl}sulfanyl)-6-oxo-1,6-dihydropyrimidine-5-carboxylate
(B23) (2e). Yield 91%, mp 303-305 °C. IR v cm™': 3370, 3246
(NH,, NH), 1728 (CO,Et, CO), 1702 (CONH). 'H NMR ¢ ppm:
(1:0.93) 1.20-1.27 (5.79H, m, CH;, o, c), 3.63 (0.93H, d,
J=12.6 Hz, CH,COH, c), 3.79 (0.93H, d, J=12.6 Hz, CH,COH, c),
4.15-4.23 (3.86H, m, CH,, o, c), 4.93 (2H, s, CH,CO, o), 7.64-7.68
(2.79H, m, Cs-H, ¢, NH,, c), 7.83 (0.93H, s, Cs-H, c), 7.87 (2H, s,
NH,, o), 7.98 (0.93H, d, J=8.1 Hz, C¢-H, c), 8.16 (2H, s, Cs6-H, 0),
8.24 (1H, s, C3-H, 0), 8.32 (1H, s, C4-H, 0), 8.46 (0.93H, s, C4-H,
c), 13.45 (1H, br s, NH, o). HRMS calcd for C;5H;4CIN30gS;
(IM+H]"): 432.0085, found: 432.0080.

4.1.1.10. Ethyl 2-({2-[3-(aminosulfonyl)phenyl]-2-oxoethyl}
sulfanyl)-6-o0x0-1,6-dihydropyrimidine-5-carboxylate (C23)
(3e). Yield 89%, mp 255-257°C. IR v cm~!: 3369, 3232
(NH,, NH), 1731 (CO,Et), 1699 (CO), 1687 (CONH). 'H NMR 4
ppm: (1:0.19) 1.17-1.27 (3.57H, m, CHs, o, ¢), 3.67 (0.19H, d,
J=12.9Hz, CH,COH, c), 3.73 (0.19H, d, J=12.9 Hz, CH,COH, c),
4.15-4.23 (2.38H, m, CH,, o, ¢), 496 (2H, s, CH,CO, o), 7.45
(0.38H, s, NHj, c), 7.58-7.62 (2.19H, m, NH,, o, Cs-H, c), 7.70
(0.19H, d, J = 8.1 Hz, C4-H, c), 7.79-7.84 (1.19H, m, Cs-H, o, Cs-H,
c), 8.03 (0.19H, s, Co-H, c), 8.13 (1H, d, J=7.8Hz, Cs-H, o),
8.30-8.33 (1.19H, m, Cs-H, 0, C4-H, c), 8.45 (1H, s, C»-H, 0), 8.47
(0.19H, s, C4-H, c), 13.47 (1H, br s, NH, o). HRMS calcd for
C15H15N306S, ([M+H]"): 398.0475, found: 398.0474.

4.1.1.11. 2-Chloro-4-{[(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)sulfa-
nyl]acetyl}benzenesulfonamide (B24) (2f). Yield 68%, mp
155-157°C. IR v cm™': 3294 (NH,), 1698 (CO). 'H NMR 6 ppm:
2.24 (6H, s, 2CH3), 4.71 (2H, s, CH,CO), 6.95 (1H, s, Cs-H), 7.85
(2H, s, NH,), 8.15 (2H, s, Cs6-H), 8.25 (1H, s, C3-H). >C NMR &
ppm: 23.8, 38.3, 116.8, 127.8, 130.1, 131.5, 131.6, 141.1, 145.0,
167.7, 169.3, 194.2. HRMS calcd for Ci4H4CIN3O3S; ([M+H]Y):
372.0238, found: 372.0235.

4.1.1.12. 3-{[(4,6-Dimethylpyrimidin-2-yl)sulfanyl]acetyl}ben-
zenesulfonamide (C24) (3f). Yield 80%, mp 174-176°C. IR v
cm~': 3287 (NH,), 1701 (CO). 'H NMR & ppm: 2.23 (6H, s, 2CH3),
4.72 (2H, s, CH,CO), 6.94 (1H, s, Cs-H), 7.55 (2H, s, NH;), 7.78
(1H, t, J=7.8 Hz, Cs-H), 8.11 (1H, d, J= 7.8 Hz, C4-H), 8.32 (1H, d,
J=7.8Hz, Cg-H), 8.45 (1H, s, C,-H). '*C NMR & ppm: 23.9, 38.1,
116.8, 125.8, 130.4, 130.5, 132.2, 137.9, 145.5, 167.7, 1694,

194.7. HRMS calcd for C14H;5N303S; ([M+H]"): 338.0628, found:
338.0627.

4.1.1.13. 2-Chloro-4-{[(5-ethylpyrimidin-2-yl)sulfanyl]acetyl}
benzenesulfonamide (B25) (2g). Yield 85%, mp 87-9 °C. IR
v cm™': 3272 (NH,), 1687 (CO). 'TH NMR & ppm: 1.16 (3H, t,
J=7.5Hz, CH3), 2.54 (2H, q, J = 7.5 Hz, CH,), 4.82 (2H, s, CH,CO),
7.87 (2H, s, NH,), 8.16 (2H, s, Cs6-H), 8.24 (1H, s, C3-H), 8.48 (2H,
s, Cy4¢-H). 1C NMR 6 ppm: 15.6, 22.9, 39.0, 127.9, 130.2, 131.7
(2C), 133.0, 140.5, 145.2, 157.8, 167.5, 193.4. HRMS calcd for Cy4.
H14CIN305S, ([M+H]*): 372.0238, found: 372.0241.

4.1.1.14. 3-{[(5-Ethylpyrimidin-2-yl)sulfanyl]acetyl}benzene-
sulfonamide (C25) (3g). Yield 80%, mp 131-133°C. IR v
ecm™': 3321 (NHy), 1679 (CO). 'H NMR & ppm: 1.16 (3H, t,
J=7.8Hz, CHs), 2.50-2.55 (2H, m, CH,, superposed with DMSO),
4.85 (2H, s, CH,CO), 7.57 (2H, s, NH;), 7.80 (1H, t, J=7.8 Hz, Cs-
H), 8.12 (1H, d, J=7.8 Hz, C4-H), 8.33 (1H, d, J=7.8 Hz, Cs-H),
8.46 (1H, s, C,-H), 8.49 (2H, s, C4g-H). 3C NMR 6 ppm: 15.6,
22.9, 39.0, 125.8, 130.5, 130.7, 132.3, 133.0, 137.3, 145.5, 157.8,
167.7, 193.7. HRMS calcd for Cy4H;5N503S, ([M+H]+)Z 338.0628,
found: 338.0629.

4.1.1.15. 2-Chloro-4-{[(5-propylpyrimidin-2-yl)sulfanyl]acetyl}
benzenesulfonamide (B26) (2h). Yield 86%, mp 80-82 °C. IR
v em™!: 3362 (NH,), 1692 (CO). 'TH NMR & ppm: 0.87 (3H, t,
J=7.5Hz, CHs), 1.56 (2H, sext, J=7.5Hz, CH;), 2.48 (2H, t,
J=7.5Hz, CH,), 4.83 (2H, s, CH,CO), 7.87 (2H, s, NH,), 8.16 (2H,
s, Csg-H), 8.24 (1H, s, C5-H), 8.47 (2H, s, C4g-H). 13C NMR &
ppm: 14.1, 24.1, 31.5, 39.1, 127.9, 130.2, 131.5, 131.7 (2C), 140.5,
145.2, 158.2, 167.6, 193.4. HRMS calcd for C;5H;5CIN303S,
(IM+H]"): 386.0394, found: 386.0391.

4.1.1.16. 3-{[(5-Propylpyrimidin-2-yl)sulfanyl]acetyl}benzene-
sulfonamide (C26) (3h). Yield 78%, mp 125-127°C. IR v
cm~': 3310, 3283 (NH,), 1698 (CO). 'H NMR & ppm: 0.88 (3H, t,
J=7.2Hz, CHs3), 1.56 (2H, sext, J=7.5Hz, CH,), 249 (2H, t, J=
7.8 Hz, CH,), 4.85 (2H, s, CH,CO), 7.57 (2H, s, NH,), 7.80 (1H, t,
J=78Hz, Cs-H), 8.12 (1H, d, J=7.8Hz, C4-H), 833 (1H, d,
J=7.8Hz, Cs-H), 8.48 (3H, s, C2-H, C4 6-H). 13C NMR 6 ppm: 14.1,
24.1, 31.5, 39.0, 125.9, 130.5, 130.7, 131.4, 132.3, 137.2, 145.5,
158.2, 167.7, 193.7. HRMS calcd for C;s5H;7N303S, ([M+H]"):
352.0784, found: 352.0783.

4.1.1.17. 4-{[(5-Butylpyrimidin-2-yl)sulfanyl]acetyl}-2-chloro-
benzenesulfonamide (B27) (2i). Yield 78%, mp 91-93 °C. IR
v em™': 3327, 3272 (NH,), 1702 (CO). 'H NMR & ppm: 0.88 (3H,
t, J =7.5 Hz, CH3), 1.28 (2H, sext, J = 7.5 Hz, CH), 1.52 (2H, quint,
J=7.2 Hz, CH;), 2.48-2.53 (2H, m, CH,, superposed with DMSO),
4.82 (2H, s, CH,CO), 7.87 (2H, s, NH,), 8.16 (2H, s, Cs5-H), 8.24
(1H, s, C3-H), 8.47 (2H, s, C4g-H). >°C NMR 6 ppm: 14.3, 22.3,
29.1, 33.0, 39.1, 127.9, 130.2, 131.7 (3C), 140.5, 145.2, 158.10,
167.5, 193.4. HRMS calcd for C16H18C1N30352 ([M+H]+) 400.0551,
found: 400.0555.

4.1.1.18. 3-{[(5-Butylpyrimidin-2-yl)sulfanyl]acetyl}benzene-
sulfonamide (C27) (3i). Yield 91%, mp 122-124°C. IR v
cm~': 3310, 3273 (NH,), 1698 (CO). 'H NMR & ppm: 0.89 (3H, t,
J=7.5Hz, CH3), 1.28 (2H, sext, J=7.5Hz, CH,), 1.52 (2H, quint,
J=7.2Hz, CH,), 2.48-2.53 (2H, m, CH,, superposed with DMSO),
4.85 (2H, s, CH,CO), 7.57 (2H, s, NH;), 7.80 (1H, t, J= 7.8 Hz, Cs-
H), 8.12 (1H, d, J=7.8 Hz, C4-H), 8.33 (1H, d, J=7.8 Hz, Cs-H),
8.47 (3H, s, Co-H, C4 ¢-H). 13C NMR 6 ppm: 14.3, 22.3, 29.2, 33.0,
39.0, 125.9, 130.5, 130.7, 131.6, 132.3, 137.2, 145.5, 158.1, 167.7,
193.7. HRMS calcd for C;gH;9N303S; ([M+H]"): 366.0941, found:
366.0943.
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4.1.1.19. 2-Chloro-4-[(pyrimidin-2-ylsulfanyl)acetyl]benzene-
sulfonamide (B28) (2j). Yield 81%, mp 174-176°C. IR v
cm': 3334 (NH,), 1688 (CO). 'H NMR ¢ ppm: 4.86 (2H, s, CH,CO),
7.23 (1H, t, ] = 4.8 Hz, C5-H), 7.86 (2H, s, NH,), 8.16 (2H, s, Cs6-H),
8.25 (1H, s, C3-H), 8.59 (2H, d, J = 4.8 Hz, C4 g-H). 1>C NMR & ppm:
39.1, 118.2, 128.0, 130.2, 131.7 (2C), 140.4, 145.2, 158.5, 170.5,
193.2. HRMS calcd for C;,H;0CIN303S; ([M+H]"): 343.9925, found:
343.9921.

4.1.1.20. 3-[(Pyrimidin-2-ylsulfanyl)acetyl]benzenesulfonamide
(C28) (3j). Yield 78%, mp 176-178 °C. IR v cm™~': 3279 (NH,),
1702 (CO). 'H NMR & ppm: 4.88 (2H, s, CH,CO), 7.23 (1H, t,
J=4.8Hz, Cs-H), 7.57 (2H, s, NHy), 7.81 (1H, t, J=8.1 Hz, Cs-H),
8.12 (1H, d, J=8.1 Hz, C,-H), 8.33 (1H, d, J= 7.8 Hz, Cs-H), 8.47
(1H, s, C,-H), 8.60 (2H, d, J=4.8 Hz, C4¢-H). 3°C NMR & ppm:
38.6, 117.7, 125.4, 130.1, 130.3, 131.9, 136.8, 145.1, 158.0, 170.2,
193.2. HRMS calcd for C;5,H;1N303S; ([M+H]*): 310.0315, found:
310.0314.

4.1.2. Open and cyclic forms of the pyrimidinones

In our previous research tautomerism of la-e and 4a-e was
investigated.! An investigation of the 2a-e and 3a-e compound
structures by NMR spectrocopy showed that the 'H and *C NMR
spectra of pyrimidinones in DMSO-dg solution contained two sets
of signals (Table 4). These results led to a suggestion that this phe-
nomenon could be due to the existence of compounds 2a-e and
3a-e in two forms: open chain I and cyclic Il (Scheme 2).

4.2. Protein preparation

Expression and purification of CA II, VII, XII, and XIII has been
previously described: CA II in,>®> CA VII and XIII in Ref. 26 and CA
XII in Ref. 13.

The cDNA of CA I was purchased from RZPD Deutsches Ressour-
cenzentrum fiir Genomforschung (Berlin, Germany). For recombi-
nant protein production, a DNA fragment encoding CA [ from 3
to 291 amino acids was created from initial construct pCMV—
SPORT6—CA 1, using restriction endonuclease Mboll, blunt-ended
with T4 DNA Polymerase and cloned into Xhol and Ncol sites of
pPET15b vector. The recombinant CA I protein represents almost
the full length human protein, missing only two N-terminal amino
acids.

Expression of the recombinant CA I was done in Escherichia coli
BL21 (DE3) strain (Novagen). Transformed cells colony was

Table 4
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Scheme 2. Open chain I and cyclic I forms of compounds 2a-e and 3a-e.

transferred to LB medium, containing 100 pl/mg ampicillin and
grown at 37 °C and 220 rpm for 16 h. Then the saturated culture
was diluted (1:50) in fresh LB medium, containing 100 pl/mg
ampicillin, 60 pM ZnSO, and grown at 37 °C and 220rpm to
ODggo ~ 0.8. The expression of CA I was induced with 0,2 mM iso-
propyl B-p-thiogalactoside (IPTG) and 0.4 mM ZnSO,. The cells
were grown for 4 h at 30 °C, harvested by centrifugation at 4000g
for 20 min at 4 °C and lysed by sonication.

Soluble protein was purified using a Sepharose CL-6B, with
linked triazine dye yellow light resistant 2KT,?” followed by anion
exchange chromatography on S-Sepharose (Amersham, GE Health-
care Bio-Sciences AB, Uppsala).

Eluted protein was dialysed against the storage buffer contain-
ing 20 mM N-(2-hydroxyethyl)-piperazine-N'-2-ethanesulphonic
acid (HEPES, pH 7.8) and 0.05 M NaCl and stored at —80 °C. The
CA I preparations were analysed by SDS-PAGE to check for purity
and found to be higher than 95%. Protein concentrations were
determined by UV-VIS spectrophotometry using an extinction
coefficient ;50 =44920 M~! cm~! and confirmed by the standard
Bradford method. Molecular weight of the protein has been con-
firmed by mass spectrometry. Theoretical MW is 28799.1 Da and
it was found to be 28799.6 Da.

The cDNA encoding CA VI from 21 to 290 amino acids was
amplified by PCR from full CA VI gene purchased from RZPD Deuts-
ches Ressourcenzentrum fiir Genomforschung (Berlin, Germany),
using forward primer with Ndel recognition site (underlined)—5’
CCAGCATATGTCTGACTGGACCTAC 3’ and reverse primer with Xhol
recognition site—5' CTTATGCTCGAGTTACTGGAATTCAGAGCC 3.
The PCR product was cloned into the bacterial expression vector
pET15b (Novagen) via Ndel and Xhol restriction sites fusing a
6xHis-tag to the N terminus of the protein.

The resultant recombinant CA VI has the catalytic domain and
lacks the signal and the N terminal sequences. Expression of
recombinant CA VI was done in E. coli Rosetta2 (DE3) strain
(Novagen). A colony of transformed cells was transferred to Brain

Characteristic chemical shifts of 'H and '>C NMR spectra of open chain I and cyclic II forms of compounds 2a-e and 3a-e in DMSO-dg solution

Compound 13C NMR spectra TH NMR spectra
SCH,C=0 in 1 SCH,OH in II SCH,C=0 in | SCH,COH in II SCH,CO in | SCH, in II
2a 38.2 421 193.5 95.7 473 (2H, s) 3.55 (0.92H, d, J = 12.6 Hz),
3.69 (0.92H, d, J = 12.3 Hz)
3a 38.0 426 1939 96.6 476 (2H, s) 3.57 (0.19H, d, J = 12.6 Hz),
3.63 (0.19H, d, J = 12.3 Hz)
2b 37.9 42.4 193.4 96.0 473 (2H, s) 3.55-3.74 (5.80H, m, CH,COH, ¢, CH,Ph, o, c)
3b 379 42.8 193.9 97.0 4,76 (2H, s) 3.63-3.70 (3.08H, m, CH,COH, ¢, CH,Ph, o, c)
2¢ 379 422 193.4 95.7 472 (2H, 5) 3.55 (0.75H, d, J = 12.6 Hz),
3.71(0.75H, d, J = 12.3 Hz)
3c 38.0 4.6 1937 96.6 475 (2H, 5) 3.59 (0.18H, d, ] = 12.6 Hz),
3.63 (0.18H, d, J = 12.9 Hz)
2d 374 42.2 193.4 95.5 482 (2H, s) 3.54 (0.75H, d, J = 12.3 Hz),
3.72 (0.75H, d, J = 12.3 Hz)
3d 37.4 426 192.9 96.4 482 (2H, s) 3.58 (0.20H, d, J = 12.3 Hz),
3.65 (0.20H, d, J = 12.3 Hz)
2e 39.2 42.8 192.3 96.8 493 (2H, s) 3.63 (0.93H, d, J = 12.6 Hz),
3.79 (0.93H, d, J = 12.6 Hz)
3e 392 426 1927 96.8 496 (2H, 5) 3.67 (0.19H, d, ] = 12.9 Hz),
3.73 (0.19H, d, /= 12.9 Hz)
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Heart Infusion (BHI) medium, containing 100 pg/ml ampicillin and
34 pg/ml chloramphenicol and was grown at 37 °C and 220 rpm
for 16 h. Then the saturated culture was diluted (1:50) in fresh
BHI medium, containing 100 pg/ml ampicillin, 34 pg/ml chloram-
phenicol, and 0.03 mM ZnSO4 and was grown to ODggg =~ 0.8. The
expression of recombinant CA VI was induced with 1 mM isopropyl
B-p-thiogalactoside (IPTG) containing 0.3 mM ZnSO,4. The culture
was grown for 20 h at 20 °C and 250 rpm. The cells were harvested
by centrifugation at 4000g for 20 min at 4 °C.

The pellet was suspended in lysis buffer (25 mM MES, 0.5% Tri-
ton X-100, 0.1 M Na,SO,4, pH 5.6, and 1 mM PMSF) containing the
protease inhibitor cocktail (Roche Applied Science, Indianapolis,
IN). The cells were incubated at 4 °C for 60 min and then disrupted
by sonication. The supernatant, containing soluble proteins, was
obtained after centrifugation at 20,000g for 25 min. Soluble protein
was purified using a Sepharose-IDA-Ni*? affinity column (GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala), followed by cation exchange
chromatography on SP-Sepharose (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala). Eluted protein was dialysed against the storage buffer
(25 mM MES, 50 mM Na,SO4, pH 5.8) and stored at —80 °C.

The purity of CA VI was analysed by sodium dodecylsulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Protein concen-
trations were determined by UV-VIS spectrophotometry using an
extinction coefficient &,50=52892.5M~!cm~' and confirmed by
the standard Bradford method. Molecular weight of the protein
has been confirmed by mass spectrometry. Theoretical MW is
33180.9 Da and it was found to be 33050.0 Da. The difference of
131.2 Da is attributed to the N-terminal Met.

4.3. Determination of compound binding and inhibition of CAs

4.3.1. Thermal shift assay

The thermal shift assay measurements were performed in a
Corbett Rotor-Gene 6000 (QIAGEN Rotor-Gene Q) instrument using
the blue channel (excitation 365 +20, detection 460 + 15 nm).
Samples contained 5-10 uM protein, 0-200 uM compound,
50 uM ANS (8-anilino-1-naphthalene sulfonate) in 50 mM phos-
phate buffer (pH 7.0) containing 100 mM NacCl and the final DMSO
concentration 2%. The applied heating rate was 1 °C/min. Data
analysis was performed as previously described.”®

4.3.2. Isothermal titration calorimetry

Isothermal titration calorimetry (ITC) experiments were per-
formed using ITCyqp and/or VP-ITC instruments (Microcal, Inc.,
Northampton, USA) with 5-20 uM protein solution in the cell
and 50-200 uM of the ligand solution in the syringe. A typical
experiment consisted of 18 or 25 injections (2 or 10 pl each) added
at 2 or 3 min intervals, respectively for the two calorimeters.
Experiments were performed at 37 °C in a 50 mM sodium phos-
phate buffer containing 100 mM NaCl at pH 7.0, with a final DMSO
concentration of 2%, equal in the syringe and the cell.

4.3.3. CO, hydration assay

The carbon dioxide hydration activity of the recombinant hu-
man CA II was measured using Applied Photophysics SX.18MV-R
stop-flow spectrometer according to Refs. 15,16.

4.4. Crystallography

4.4.1. Crystallization

CA 1I was concentrated for crystallization to the concentration
of 40-60 mg/ml, CA XII and CA XIII were concentrated to the con-
centration of 20-30 mg/ml. Crystallization was started by mixing
of equal volumes of the protein and reservoir buffer in a sitting
drop. Crystallization buffers for CA II consisted of 2.2-2.5M so-
dium malonate pH 7.5 with or without addition of 0.1 M sodium

bicine at pH 9.0. CA XIII was crystallized either in buffer containing
0.1 M sodium citrate, pH 5.5, 0.1 M sodium acetate, pH 4.5, and
30% (w/v) PEG4000 or in 0.1 M ammonium acetate, pH 7.0, 0.1 M
sodium acetate, pH 4.5, and PEG3350 26% (w/v). The same reser-
voir buffers were used in crystallization of CA XII. Crystals were
soaked with 0.5 mM solution of the ligand prepared by mixing of
50 mM solution of ligand in DMSO with 50 pl of reservoir buffer
from the crystallization plate. Crystals of CA XIII and XII were flash
cryo-cooled after several minute soaking in corresponding reser-
voir buffers supplemented with 15% (v/v) of ethylene glycol as
cryoprotector.

4.4.2. Data collection and structure determination

Diffraction data from complexes of CA Il with compounds 2j and
CAXII with 3j were collected at the EMBL beam line X11 at the
DORIS storage ring (DESY, Hamburg). Data from CA XIII and CA
XII complexes with 2j were collected at the EMBL beam line P14,
the storage ring PETRAIII (DESY, Hamburg). Data from crystals of
CA 11-2f and CA XIII-2f were collected using X-ray diffractometer
MicroMax 007 HF (Rigaku, Japan) at the Institute of Biotechnology
(Vilnius, Lithuania). Datasets were processed using MOSFLM?°-°
and SCALA.*! Initial phases for molecular replacement for CA II
crystal structures were calculated with 3HL] PDB entry?® excluding
heteroatoms and ligands. Initial phases for CA XII crystal structures
were obtained using the PDB entry 1]JDO0, and structures of CA XIII
were solved using PDB entry 2NNO as initial models for molecular
replacement, which was performed using MOLREP.>> REFMAC>?
and COOT** were used for structure refinement and model build-
ing. Inhibitors were modeled using AVOGADRO,* and correspond-
ing topology and parameters for refinement were generated by
LIBREFMAC.?® Statistics of data collection and refinement is pre-
sented in Supplementary Table 1. Co-ordinates and structure fac-
tors are deposited in RCSB Protein Databank, PDB IDs are given
in Supplementary Table 1. All graphic representations of crystal
structures were produced using PYMOL.>”
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