VILNIAUS GEDIMINO TECHNIKOS UNIVERSITETAS
FUNDAMENTINIU MOKSLU FAKULTETAS

CHEMIJOS IR BIOINZINERIJOS KATEDRA

Joana Gylyteé

SLOPIKLIU JUNGIMOSI SU REKOMBINANTINEMIS
ZMOGAUS KARBOANHIDRAZEMIS TERMODINAMINE
ANALIZE

THERMODYNAMIC ANALYSIS OF INHIBITOR BINDING
TO RECOMBINANT HUMAN CARBONIC ANHYDRASES

Baigiamasis bakalauro darbas

Bioinzinerijos studijy programa, valstybinis kodas 61205T201

Bioinzinerijos studijy kryptis

Vilnius, 2013



VILNIAUS GEDIMINO TECHNIKOS UNIVERSITETAS
FUNDAMENTINIU MOKSLU FAKULTETAS

CHEMIJOS IR BIOINZINERIJOS KATEDRA

TVIRTINU

Katedros vedéjas

Juozas Kulys

(Vardas, Pavardé)

(Data)

Joana Gylyté

SLOPIKLIU JUNGIMOSI SU REKOMBINANTINEMIS
ZMOGAUS KARBOANHIDRAZEMIS TERMODINAMINE
ANALIZE

THERMODYNAMIC ANALYSIS OF INHIBITOR BINDING
TO RECOMBINANT HUMAN CARBONIC ANHYDRASES

Baigiamasis bakalauro darbas

Bioinzinerijos studiju programa, valstybinis kodas 61205T201

Bioinzinerijos studijy kryptis

Vadovas Dr. Daumantas Matulis

(Parasas) (Data)

Konsultantas Dr. Asta Zubriené

(Parasas) (Data)

Konsultantas (VGTU déstytojas) habil. dr. prof. Juozas Kulys

(Parasas) (Data)

Vilnius, 2013



Vilniaus Gedimino technikos universiteto egzaminy,
sesijy ir baigiamyjy darby rengimo bei gynimo
organizavimo tvarkos apraso 2011-2012 m. m.

1 priedas

(Baigiamojo darbo saZiningumo deklaracijos forma)

VILNIAUS GEDIMINO TECHNIKOS UNIVERSITETAS
Joana Gylyte, 20092788
Fundamentiniy moksly fakultetas

Bioinzinerijos studijy programa, BIf-09 grupeé

BAIGIAMOJO DARBO SAZININGUMO DEKLARACIJA
2013 m. birzelio 1 d.

Patvirtinu, kad mano baigiamasis darbas tema ,Slopikliy jungimosi su rekombinantiné-
mis zmogaus karboanhidrazémis termodinaminé analizé® patvirtintas 2012 m. spalio 10 d.
dekano potvarkiu Nr. 383fm, yra savarankiskai parasytas. Siame darbe pateikta medZiaga
néra plagijuota. Tiesiogiai ar netiesiogiai panaudotos kity saltiniy citatos pazymétos litera-

turos nuorodose.

Parenkant ir jvertinant medziagg bei rengiant baigiamajj darba, mane konsultavo moks-
lininkai ir specialistai : Dr. Asta Zubriené ir Dr. Vytautas Petrauskas.

Mano darbo vadovas Dr. Daumantas Matulis.

Kity asmeny indélio | parengta baigiamajj darba néra. Jokiy jstatyme nenumatyty pini-

giniy sumy uz sj darba nesu mokeéjusi.

Joana Gylyte

(Parasas) (Vardas ir pavardé)




(Declarations of authorship in Final Degree Projects)

VILNIAUS GEDIMINAS TECHNICAL UNIVERSITY
Joana Gylyte, 20092788
Faculty of Fundamental Sciences

Bioengineering, academic group BIf-09

DECLARATION OF AUTHORSHIP IN THE FINAL PAPER
1st of June, 2013

I declare that my Final Degree Paper entitled ,, Thermodynamic Analysis of Inhibitor
Binding to Recombinant Human Carbonic Anhydrases“ is entirely my own work. The title
was confirmed on October 25, 2012 by Faculty Dean’s order No. 383fm. I have clearly

signalled the presence of quoted or paraphrased material and referenced all sources.
I have acknowledget appropriately any assistance I have received by the following pro-
fessionals/advisers: Dr. Asta Zubriené, Dr. Vytautas Petrauskas.

The academic supervisor of my Final Degree Paper is Dr. Daumantas Matulis.

No contribution of any other person was obtained, nor did I buy my Final Degree Paper.

Joana Gylyte

(Signature) (Given name, family name)




VILNIAUS GEDIMINO TECHNIKOS UNIVERSITETAS
FUNDAMENTINIU MOKSLU FAKULTETAS
CHEMIJOS IR BIOINZINERIJOS KATEDRA

TVIRTINU
Technologijos moksly sritis Katedros vedéjas
Bioinzinerijos studijuy kryptis
Bioinzinerijos studiju programa, valstybinis kodas 61205T201
Bioinzinerijos specializacija

(Parasas)

Juozas Kulys
(Vardas, Pavarde)

(Data)

BAIGIAMOJO BAKALAURO DARBO UZDUOTIS

Vilnius

Studentei Joanai Gylytei

Baigiamojo darbo tema: Slopikliy jungimosi su rekombinantinémis Zzmogaus karbo-
anhidrazémis termodinaminé analizé

Patvirtinta 2012 m. spalio 10 d. dekano potvarkiu Nr. 383fm

Baigiamojo darbo uzbaigimo terminas 2013 m. birzelio 1 d.

BAIGIAMOJO DARBO UZDUOTIS:
Atlikti 4-pakeisty-benzensulfonamidy ir 4-pakeisty-2,3,5,6-tetrafluorbenzensulfonamidy jun-
gimosi su rekombinantinémis zmogaus karboanhidrazémis I, II, VII, XII ir XIII termodina-

mine analize.

Konsultantas (VGTU déstytojas) Habil. dr. prof. Juozas Kulys
(Parasas)
Konsultantas Dr. Asta Zubriené
(Parasas)
Vadovas Dr. Daumantas Matulis

(Parasas)

UZDUOT] GAVAU

(Parasas)
Joana Gylyté

(Vardas, Pavardé)

(Data)



Vilniaus Gedimino technikos universitetas ISBN ISSN

Fundamentiniy moksly fakultetas Egz. sk. .........
Chemijos ir bioinzinerijos katedra Data ................

Bioinzinerijos studijy programos baigiamasis bakalauro darbas
Pavadinimas: Slopikliy jungimosi su rekombinantinémis Zmogaus karboanhidrazé-

mis termodinaminé analizé

Autorius Joana Gylyté Vadovas Dr. Daumantas Matulis
Kalba
Lietuviy
UzZsienio
Anotacija

Karboanhidrazés (CA) - patvirtinti terapiniai taikiniai. Siuo metu farmacijos rinkoje
yra apie 30 CA slopikliy, naudojamy glaukomos, epilepsijos, kalny ir kity ligy gydymui.
Deja, dauguma siy slopikliy néra atrankus né vienai is 12 CA izoformy, todél sukelia stiprius
salutinius poveikius.
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IVADAS

Termodinamikos taikymas vaisty kurime jgauna vis svarbesnj vaidmenj akademinése ir
pramoninése laboratorijose. Susidoméjimas termodinamika Sioje srityje iSaugo pradéjus su-
prasti biomolekuliy saveikos energijas, atsiradus ypac¢ jautriems mikrokalorimetrams, bei
jrodzius praktine termodinamikos panaudojimo naudg. Nors termodinaminiy duomeny pri-
taikymas didéja, dar néra iki galo suprasta, kodél ir kaip is tikryjy molekulés sgveikauja ir
kaip interpretuoti saveikos termodinaminius duomenis. Svarbiausia, kad susidoméjimas Siuo
mokslu auga ir termodinamika jgauna vis didesne svarba vaisty kurime ir vystyme (Garbett
and Chaires, 2012).

I[storiskai vaisty kurimas rémeési strukturiniu komplementarumu tarp kuriamos chemi-
nio junginio strukturos ir makromolekulés-taikinio aktyvaus centro. Strukturiniai jungimosi
duomenys buvo gaunami rentgenostrukturinés kristalografijos arba branduoliy magnetinio
rezonanso metodais. Deja, strukturiné informacija nieko nepasako apie energetines jégas,
kurios varo komplekso susidaryma. Butina molekuliy erdvine struktura susieti su termo-
dinamika ir kinetika, norint iSsamiai suprasti biochemines reakcijas ir bandyti reguliuoti
lastelés komponenty aktyvuma (Ladbury and Doyle, 2005). Siame darbe didZiausias déme-
sys kreipiamas j termodinamika, taciau taip pat aptariama kinetika.

Vaisto kurime labai svarbu identifikuoti tinkama makromolekule-taikinj. Didziaja dalj
taikiniy sudaro su G baltymu susije receptoriai (angl. G Protein related receptors, GPCR),
jony kanalai ir fermentai, jskaitant proteazes, kinazes, ATPazes ir kt. Siame darbe tirtos
karboanhidrazés, kurios taip pat yra pripazinti terapiniai taikiniai (Alterio et al., 2012).
Karboanhidrazés (CA) yra fermentai, katalizuojantys fiziologiskai esmine griztama anglies
dioksido hidratacijos reakcija. Sutrikusi CA veikla siejama su glaukomos, epilepsijos, vézio ir
kitomis ligomis. Siuo metu farmacijos rinkoje yra apie 30 CA slopikliy, ta¢iau jie néra atran-
kus né vienai is 12 CA izoformy ir sukelia jvairius pasalinius poveikius. Dél Sios priezasties
aktualu kurti naujus, didesniu atrankumu pasizymincius CA slopiklius.

Viena i$ tyrimu krypciu Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriuje (Vilniaus universi-
teto Biotechnologijos institute) yra nauju priesvéziniy taikiniy - karboanhidraziy ir karscio
Soko baltymy - slopikliy kurimas. Kurimas apima slopikliy sinteze, rekombinantiniy fermen-
ty gamybg, baltymuy-ligandy biofizikinius jungimosi tyrimus ir kompiuterinj modeliavima.
Bakalauro studijy metu atlikau baltymuy-ligandy jungimosi matavimus ir tapau 4 moksliniy
publikaciju (Dudutiené et al., 2013; Jogaité et al., 2013; Petrauskas et al., 2013; Zubriené
et al., 2013) bendraautore. Straipsniy kopijos pridedamos priede. Baigiamajame bakalauro
darbe aprasomi dalis mokslinio projekto ,4-pakeisti-2,3,5,6-tetrafluorbenzensulfonamidai —
karboanhidraziy I, I, VII, XII, XIII slopikliai“ rezultatai. Projekta vykdé astuoni autoriai —
Dr. V. Dudutiené (slopikliy sintezé), A. Smirnov, Dr. E. Manakova, Dr. S. Grazulis (rentge-
nostrukturiné kristalografiné analize¢), Dr. A. Zubriené, dokt. D. Timm (slopikliy jungimosi
tyrimai), J. Gylyté (benzensulfonamidy jungimosi ir slopinimo tyrimai) ir Dr. D. Matulis
(vadovas). [ projekta jneSiau naujumo pirmoji pradedama vykdyti karboanhidraziy akty-

vumo ir slopinimo tyrimus sustabdytos sroves CO, hidratacijos metodu. Metoda iSmokau
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stazuotes metu Florencijos universitete, kur mane moke dr. D. Vulo ir prof. dr. C. Supu-
ranas. Sie tyrimai papildé skyriaus veikla, kadangi buvo charakterizuotas karboanhidraziy
fermentinis aktyvumas ir parodyta, kaip junginiai slopina fermenta esant substratui. Iki tol
skyriuje buvo vykdomi tik biofizikiniai matavimai, kuriuose substratas nebuvo naudojamas.
Fermentiniu ir biofizikiniais metodais gauti duomenys sutapo, todél buvo patvirtinta, kad
biofizikiniai metodai nustato teisingas jungimosi konstantas.

Baigiamajame darbe pristatau Sesiy slopikliy, turinc¢iy labai panasig chemine struktura,
strukturos—termodinamikos sarysio tyrima, kuris leidzia jvertinti junginio atomo ar funkci-
nés grupes indélj i jungimosi stiprumag su biomolekule-taikiniu. Eksperimentiniai jungimosi
termodinaminiai parametrai priklauso nuo buferinio tirpalo sudéties ir pH, todél strukturos—
termodinamikos sarysis neturi prasmeés, jei atsizvelgiama tik j vieno eksperimento, atlikto
tam tikrose salygose, duomenis. Tyrime sarysis nustatytas remiantis ,tikriniais* termodina-
miniais parametrais, kuriems sioms eksperimentinés salygos neturi jtakos. Taip pat junginiy
slopiklinis efektyvumas jvertintas fermentiniu metodu. Strukturos-termodinamikos sarysio
tyrimais remiasi racionalus vaisty kurimas, kadangi tik vieno atomo ar funkcinés grupés pri-
jungimas prie vaisto-kandidato gali turéti didele jtaka saveikos su makromolekule-taikiniu
stiprumui. Siame baigiamajame bakalauro darbe parodoma, kad fluoro atomy jvedimas j
benzensulfonamidy zieda gali padidinti jungimosi stipruma net 1000 ir daugiau karty, bei
lemti atrankumg karboanhidraziy izoformoms.

Baigiamojo bakalauro darbo tikslas — 4-pakeisty-benzensulfonamidy ir 4-pakeisty-2,3,5,6-
tetrafluoro-benzensulfonamidy, kaip rekombinantiniy zmogaus karboanhidraziy I, 1I, VII,
XII, XIII slopikliy, strukturos—termodinamikos sarysio tyrimas. Tikslui jgyvendinti buvo

iskelti Sie uzdaviniai:

1. Sustabdytos srovés CO, hidratacijos metodu iSmatuoti karboanhidraziy aktyvuma ir
patikrinti, ar benzensulfonamidai slopina siy fermenty veikla.

2. Izoterminio titravimo kalorimetrijos ir terminio poslinkio metodais iSmatuoti benzen-
sulfonamidy jungimosi su karboanhidrazémis svarbiausius termodinaminius paramet-
rus: entalpija AH, entropija AS, ir laisvaja Gibso energija AG;

3. Nustatyti prie CAII aktyviajame centre esancio cinko jono prisijungusios vandens mo-
lekulés ir benzensulfonamidy pK, ir jonizacijos entalpija AH o ;

4. Ivertinti karboanhidraziy, slopikliy ir buferinio tirpalo protonizacijos/deprotonizacijos
jtaka stebimiesiems termodinaminiams parametrams ir apskaic¢iuoti tikrinius jungimosi

parametrus, kurie nepriklauso nuo buferinio tirpalo sudéties ir pH;
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1. LITERATUROS APZVALGA IR ANALIZE

1.1. Biotermodinamika vaisty kurime

Vaisty kurimas apima ko gero visas biomoksly sritis, kadangi vaistiné molekulé privalo
pasizymeéti geromis ADMET (absorbcija, distribucija, metabolizmas, toksiskumas), farma-
kokinetinémis/farmakodinaminémis savybémis, bei buti tirpi ir atranki taikiniui. Ieskoma
budy, padedanciy identifikuoti potencialy vaista-kandidata ankstyvajame vaisty kurimo eta-
pe, tam kad sutaupyti laiko ir 1éSy atliekant daugybe vaisto savybiy tyrimy. Pries kelis
desimtmecius mokslinése ir pramoninése vaisty kurimo laboratorijose iSaugo susidoméjimas
biotermodinamikos mokslu, kadangi biotermodinamika apibudina energetines jégas, varan-

¢ias vaisto jungimasi su makromolekule-taikiniu.

1.1.1. Molekuliy sgveikos termodinaminiai parametrai

Svarbiausias molekuliy sgveikg apibudinantis termodinaminis dydis yra laisvoji Gibso
energija AG. Tiek dydzio verté, tiek ir zenklas apibudina reakcijos eiga. Neigiama AG
verté (egzergoninis procesas) nurodo, kad molekuliy jungimasis yra energetiskai palankus,
o teigiama AG verté (endergoninis procesas) — priesingai. AG dydis apibudina saveikos
stiprumg. Kai AG = 0, tai sistema yra pusiausvyrinése salygose ir jokie pokyciai nevyksta.

AG gali buti lengvai perskai¢iuojama i$ jungimosi konstantos K, pagal sarysj:
AG = —RT In(K,) (1)

Medicininés chemijos specialistai slopiklio—baltymo saveikos stiprumui jvertinti daznai var-
toja dydj - disociacijos konstanta Ky, kurios skaitiné verté gali buti lyginama su inhibicijos

konstanta K;. K, yra atvirkstinis K}, dydis:
K;=1/K, (2)

Laisvoji Gibso energija susideda i$ entalpinio AH ir entropinio AS komponenty ir tik
dalinai apibudina molekuliy saveika. Entalpijos pokyciai susije rysiy nutrukimu arba naujy
rysiy formavimusi. Jungimosi entalpija susideda iS poliniy grupiu desolvatacijos ir neko-
valentiniy rysiy (Garbett and Chaires, 2012). Molekuliy jungimosi entalpija AH gali buti
tiesiogiai matuojama naudojant kalorimetra arba netiesiogiai apskaic¢iuojama pagal van’t
Hofo lygtj, kuri apraso jungimosi konstantos K, priklausomybe nuo temperatiros:

dln(Kb) AH

dT ~ RT? (3)

Sios diferencialinés lygties sprendinys turi kelias israiskas:

AH AS

ln(Kb) = _ﬁ + R
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arba

a0 (1 1) 5

Ky R \T, T
Daugeliu atvejy van’t Hofo lygtis neteisingai prognozuoja entalpijas placiame temperatury
intervale, kadangi lygtyje neatsizvelgiama j silumine talpa C,, priklausancig nuo temperatu-
ros: AAH

AC, =~ (6)

Silumine talpa C, galima nustatyti kalorimetrigkai atlikus keleta eksperimenty skirtingose
temperaturose.

Entropija AS yra ne maziau svarbus uz entalpija dydis, kuris apibudina sistemos tvarka.
Neigiama AS verté parodo, kad tvarka sistemoje didéja ir priesingai. Jungimosi entropija
susideda is dviejy daliy — desolvatacijos entropijos, susijusios su slépimusi nuo tirpiklio hibro-
fobiniy grupiy, ir konformacinés entropijos, apibudinancios molekulés konformaciniy laisves
laipsniy skai¢iy (Ruben et al., 2006). Entropija néra tiesiogiai matuojama, taciau lengvai

apskaic¢iuojama zinant AG ir AH vertes:
AS = (AH — AG)/T (7)

Daznai keliy molekuliy saveikos su viena biomolekule-taikiniu AG (K, ar K,) vertés buna
labai panasios ar netgi vienodos, ta¢iau AH ir AS labai skiriasi. Sis fenomenas vadinamas
entropijos-entalpijos kompensavimu. Siekiant detaliai apibudinti jungimosi reakcija labai

svarbu isskirti kiekvieno termodinaminio parametro indélj.

1.1.2. Termodinaminio optimizavimo strategijos

Termodinamika apibudina jégas, varancias biomolekuliy susijungimg ir suteikia infor-
macijos apie saveikos prigimtj. Nemazai tyrimy jrodé, kad termodinaminiai jungimosi duo-
menys, apibudinantys potencialios vaistinés molekulés ir makromolekulés taikinio sgveika,
gali palengvinti naujy vaisty kurimo procesg. Pasiulytos bent kelios vaisto termodinaminio
optimizavimo strategijos.

Entalpijos optimizavimo strategija aprasé Ernestas Freiris. Mokslininkas istyré JAV
maisto ir vaisty administracijos patvirtintas dvi vaisty grupes — ZIV-1 proteaziy slopiklius
ir statinus, kurie mazina cholesterolio kiekj. Tyrimai parodé, kad pirmosios rinkoje pasiro-
dziusios molekulés (angl. first-in-class) buvo termodinamiskai nesubalansuotos. Disociacijos
konstantos Ky buvo nanomolinés eilés, o entalpijos buvo nepalankios. Geriausiy klasés (angl.
best-in-class) molekuliy Ky buvo jau pikomolineés eilés, o dominuojantis faktorius buvo en-
talpija (Freire, 2008). Vaisty vystymas uztruko apie 10 metuy, siekiant pagerinti preparato
jungimosi stipruma, atrankumg taikiniui, farmakokinetines savybes, o galiausiai paaiskéjo,
kad geriausi vaistai pasizymi palankiausia jungimosi entalpija. Vyrauja bendra nuomone,
kad palanki entalpija parodo nekovalentiniy rysiy komplementaruma tarp baltymo ir slopik-

lio (Ladbury et al., 2010). Sis pavyzdys parodo, kad entalpijos optimizavimas yra efektyvi
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strategija naujy vaisty kurimo ankstyvuosiuose etapuose.

Junginiy optimizavimui taip pat buvo pasiulyta ,entalpinio piltuvélio® (angl. enthalpic
funnel) koncepcija. Termodinaminiy duomeny taskai, pavaizduoti paveiksle, kaip entalpijos
ir Gibso energijos santykio (AH/AG) priklausomybé nuo asociacijos/jungimosi konstantos
(K, arba K;) desimtainio logaritmo, sudaro piltuvélio forma (1 pav.). Piltuvélio virsuje
issidésto silpnu giminingumu pasizymintys junginiai, kadangi egzistuoja daugybé entalpi-
jos/entropijos kombinacijuy. Silpnas jungimasis atsiranda dél jvairiy hidrofobiniy ir poliniy
grupiy tarpusavio saveiky. Jungimosi giminingumui stipréjant, entalpijos/entropijos kombi-

nacijy mazéja, todél piltuvélio forma siauréja.

AH/AG

5.50 6.50 7.50 8.50 9.50

Log K,

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

Ernestas Freiris papildé termodinaminio optimizavimo strategija, taip pat pasiulydamas
L2termodinaminio optimizavimo kreive” (angl. thermodynamic optimization plot, TOP)(Freire,
2009). Vaisty-kandidaty grupé charakterizuojama kalorimetriskai ir tuomet termodinaminiai
duomenys pavaizduojami termodinaminio optimizavimo kreivéje y asyje atidedant jungimosi
entalpija, o x aSyje — jungimosi entropija ( —TAS israiskoje)(2 pav.). Visy tasky, esanciy
vienoje tieséje, jungimosi Gibso energija AG (arba K,, K,) vienoda. Auksciau kreivés esan-
¢iy tasky giminingumas yra mazesnis (labiau teigiama AG), o zemiau kreives — didesnis
(labiau neigiama AG). Termodinaminio optimizavimo tikslas — pasiekti didziausia giminin-
guma, esant palankios entalpijos ir palankios entropijos sumai. Didziausia suma ne visada

reiskia stipriausia jungimasi, kadangi sie dydziai kompensuoja vienas kita.
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Maziau palanki AG

AH

Labiau palanki AG o )
Optimizacijos kreive,

vienoda AG

-TAS

2 pav. Termodinaminio optimizavimo kreives pavyzdys.

Kita termodinaminio optimizavimo strategija apibudina entalpijos efektyvumo (EE) pa-
rametras, kuris sieja nekovalentiniy rysiy susidaryma su molekulés dydziu (Ladbury et al.,
2010): N

EFE = N (8)
Cia N - nevandeniliniy atomy skai¢ius arba molekuliné masé. Daznai vaisty kiirime siekiant
padidinti junginio giminingumg prijungiamos hidrofobinés grupés, kurios padidina molekuli-
ne mase ir lemia didesne entropija. Svarbu optimizuoti ne saveikos kiekybe, o kokybe, kuria
apibuidina EE parametras (Garbett and Chaires, 2012). Sis dydis ypa¢ svarbus fragmentinia-
me (angl. fragment-based) vaisty kurime, kurio metu ieskoma stipriai su taikiniu saveikau-
janciy funkciniy grupiy. Mazesnés molekulinés masés junginiai jprastai pasizymi mazesniu
giminingumu, tac¢iau FE yra tinkamas parametras jy efektyvumui vertinimui. Entalpijos
efektyvumas padeda i$ vienos junginiy klases isskirti geriausius vaistinius kandidatus.

Aptartos optimizavimo strategijos akcentuoja, kad svarbiausia palanki jungimosi ental-
pija. Entalpija yra tiesiogiai susijusi su entropija, todél kei¢iant vieng dydj, kinta ir kitas.
Entalpijos ir entropijos optimizavimas yra ypatingai sunkus uzdavinys, neturintis paprasto

sprendimo budo.

1.1.3. Termodinaminiy parametry optimizavimo sunkumai

Vaisto-kandidato funkciniy grupiy modifikavimas gali lemti atsiradusj didesnj palankios
entalpijos indélj, taciau tuo paciu padidinti nepalankia entropija, arba atvirksciai. Paprastai
tokiais atvejais grupiy modifikavimas turi maza jtaka arba visai neturi jtakos jungimosi AG
(arba K3, Ky).

Kai vaistas saveikauja su makromolekule veikia dviejy tipy jégos — procesa varancios

jégos, kuriy pagrindas yra van der Valso ir vandeniliniai rysiai, ir procesa stabdancios je-
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gos, tokios kaip hidrofobinis efektas, kuris stengiasi iSstumti vaista iS vandeninés aplinkos
i hidrofobine kisene (Freire, 2008). Vienas jungimosi jégas pakankamai lengva konstruoti
ir optimizuoti, o kitas nepaprastai sunku. Tradiciskai sintetiniai vaistai buvo kuriami re-
miantis komplementarumu tarp ligando ir taikinio aktyvaus centro, ir didinant gimininguma
hidrofobiskumo saskaita (Ruben et al., 2006). Pradinis junginio ,skeletas‘ (angl. scaffold)
buvo konformaciskai ,jkalinamas“ aktyviajame centre ir jo funkcinés grupés modifikuojamas,
kol pasiekiamas didziausias giminingumas per entropijos optimizavima. Hidrofobiniy grupiy
prijungimas didina palankig desolvatacijos entropija, kuri siejama su strukturizuoty vandens
molekuliy persitvarkymu susidarant ligando—biomolekulés kompleksui (Garbett and Chai-
res, 2012). Kita vertus, hidrofobiskumo optimizavima limituoja junginio tirpumas, kadangi
vaistinés molekulés privalo buti tirpios (Ruben et al., 2006).

Entalpija optimizuoti zymiau sunkiau, nei entropija. Jungimosi entalpija sudaro du prie-
singi veiksniai — palanki entalpija, kurios saltinis yra nekovalentiniai vandeniliniai ir van der
Valso rysiai, ir nepalanki entalpija, ateinanti i$ poliniy grupiy desolvatacijos, butinos jun-
gimosi reakcijose (Garbett and Chaires, 2012). Van der Valso saveika didziausia, kai yra
idealus geometrinis atitikimas tarp vaisto ir taikinio, o vandeniliniai rysiai stipriausi, kai
atstumai ir kampai tarp akceptoriy ir donory yra optimalus. Jei kampai ir atstumai yra pu-
siau optimalis, tai vandeniliniy rysiy stiprumas sumazéja tampa nepalankus. Sio reiskinio
priezastis — ligando vandeniliniy rysiy donorai ir akceptoriai pries jungimasi buna suformave
rysius su vandens molekulémis. Stiprus vaisto jungimasis su taikiniu vyksta tik tada, kai
palanki van der Valso saveiky ir vandeniliniy rysiy entalpija yra pakankamai didelé ir ga-
li kompensuoti nepalankia desolvatacijos entalpija. Nepalanki entalpija rodo, kad polinés
junginio grupeés nesudaro stipriy rysiu su taikiniu ir vyrauja desolvatacijos efektas (Freire,
2008).

Struktura paremtame vaisty kurime dar nepavyksta sukonstruoti erdvinio vaisto-taikinio
modelio, kuris leisty vieno angstremo tikslumu suplanuoti vandeniliniy rysiy susidarymo
poras ir islosti palankios entalpijos jnasg. Kita vertus, strukturos—termodinamikos sarysio

analizé padeda atpazinti ir optimizuoti funkcines grupes, atsakingas uz stipry jungimasi.

1.2. Karboanhidrazé — modelinis baltymas

Siame tyrime nagrinéta slopikliy jungimosi su terapiniais taikiniais-karboanhidrazémis
termodinamika. Karboanhidrazé (CA) yra patrauklus modelinis baltymas biofizikiniuose
ir biocheminiuose tyrimuose. CA turi daugybe privalumy, lyginant su kitais modeliniais
baltymais. Tai stabilus ir labai aktyvus fermentai, kuriuos pakankamai lengva iSgryninti is
E.coli bakterijy dideliais kiekiais. Karboanhidraziy slopiklius taip pat nesunku sintetinti ir jie
jungdamiesi drastiskai nekeic¢ia CA strukturos. Didelis privalumas, kad yra daugybé metody
CA-slopiklio saveikai tirti. Taip pat nesudétinga iSspresti komplekso kristaline strukturg
(Krishnamurthy et al., 2008).

Karboanhidrazés dalyvauja svarbiuose fiziologiniuose ir patologiniuose procesuose — kveé-

pavime, pH ir CO, homeostazéje, elektrolity sekrecijoje, kauly rezorpcijoje, kalcifikacijoje,
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biosintetinése reakcijose, augliy vystymesi ir kt. IS viso Zmogaus organizme yra 12 aktyviy
CA izoformy, pasizyminciy skirtingu aktyvumu, pasiskirstymu lastelé¢je ir organuose. Taip
pat yra trys i karboanhidrazes panasus baltymai (angl. carbonic anhydrase related proteins,
CARP VIII, CARP X, CARP XI), kurie neatlieka katalizinés funkcijos. Sie baltymai jtrau-
kiami j karboanhidraziy numeracija, todél tarp 12 aktyviy izoformy sutinkamos ir CAXIII,
CAXIV, CAXV. Sutrikusi karboanhidraziy veikla sukelia rimtus susirgimus. Siuo metu far-
macijos rinkoje yra apie 30 karboanhidraziy slopikliy, naudojamy glaukomos, Alzheimerio,
nutukimo ir kt. ligy gydymui. Né vienas Siy slopikliy néra atrankus kuriai nors izoformai,
todél pacientams pasireiskia salutiniai poveikiai. Deél Sios priezasties aktualu kurti naujus,
didesniu atrankumu pasizymincius CA slopiklius.

Siame darbe tyrimai atlikti su penkiomis karboanhidraziy izoformomis — I, II, VII, XII
ir XIII. Izoformos pasirinktos dél praktiniy priezasc¢iy — skyriuje jos gaminamos dideliais
kiekiais, pakankamais izoterminio titravimo kalorimetrijos eksperimentams. CAI, II, VII,
XIII yra aptinkamos citozolyje, o CAXII — prikibusi prie membranos (Supuran, 2008). CAI
dalyvauja renalinés ir celebrinés edemos, CAII — glaukomos, edemos, epilepsijos, kalny ligos,
CAVII - epilepsijos, CAXII — veézio, glaukomos, CAXIII — sterilumo ligy vystymesi (Alterio
et al., 2012). Atrankus siy karboanhidraziy slopikliai galéty gydyti paminétas ligas.

1.2.1. Katalizinis mechanizmas

Karboanhidrazeés katalizuoja griztamaja anglies dioksido hidratacijos reakcija:
CO, + H,0 = HCO; + H*

Karboanhidraziy aktyviajame centre esantis cinko jonas — esminis katalizés elementas. Rent-
genostrukturiné kristalografiné analizé parodé, jog cinko jonas yra 15 A gylio kiSenéje ir jj
koordinuoja trys histidiny grupés (His94, His96 ir His119), dalyvaujancios protony pernasos
procese. Prie cinko jono taip pat yra prisijungusi vandens/hidroksido jono molekule, kuri
sudaro vandenilinius rysius su Thr199 hidroksido grupe, saveikaujancia su Glul06 karboksilo
grupe. Sios saveikos didina vandens molekulés, prisijungusios prie cinko jono, nukleofilisku-
ma ir orientuoja substrata (CO,) i tinkama pozicija nukleofilinei atakai. Fermentas aktyvus
bazinéje formoje, kai prie cinko prisijunges hidroksido jonas (3a pav.). Sis stiprus nukleofilas
atakuoja CO, molekule, esancia hidrofobinéje kisenéjé (CAII atveju substrata surisa Vall21,
Vall43 ir Leul98 liekanos)(3b pav.)ir leidzia susidaryti bikarbonato—cinko kompleksui (3c
pav.). Tuomet bikarbonato jonas pakei¢iamas vandens molekule ir atpalaiduojamas j tirpala.

Susiformuoja rugstiné fermento forma, kuri yra kataliziskai neaktyvi (3d pav.).
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3 pav. CAII katalizinio mechanizmo schema (Smith and Simons, 2004).

Karboanhidrazé vel tampa aktyvi, kai protona is aktyvaus centro pasiima aminorugsciy
lieckanos (pavyzdziui His64 karboanhidraziy izoformose I, 11, IV, VII, IX, XII-XIV) arba
buferinis tirpalas. Protony pernasa, verciant fermentg i neaktyvios rugstinés formos j bazine
aktyvia forma, limituoja reakcijos greitj. Sis mechanizmas gali paaiskinti, kodéel CAII yra

vienas aktyviausiy Zzinomy fermenty (kpe /Ky = 1.5 x 108 M~'s™!) (Supuran, 2008).

1.2.2. Sulfonamidiniai slopikliai ir jungimosi mechanizmas

Sulfonamidai yra klasikiniai karboanhidraziy slopikliai. 1940 m. pirma karta buvo nu-
statyta, kad sulfanilamidas slopina karboanhidraziy aktyvuma (Mann and Keilin, 1940).
Sio slopiklio pagrindu buvo sukurti keturi, iki $iol glaukomos gydymui vartojami vaistai —
acetazolamidas, metazolamidas, etokzolamidas ir dichlorofenamidas. Pirmoji CA slopikliy
kurimo strategija buvo aromatinés sistemos, prijungtos prie sulfonamidinés grupés, modifi-
kavimas. Si strategija buvo pavadinta ,ziedo modifikavimu® (angl. ,ring approach®)(Smith
and Simons, 2004). Sukurta daugiau nei 500 CA slopikliy, kuriy zieda sudaro furanas,
tiofenas, tiadiazolas, indolas, benzofuranas, benzotiofenas, benzotiazolas, tienofuranas, tie-
notiofenas, tienopiranas arba tienotiazolas (Krishnamurthy et al., 2008). Véliau pateikta
,uodegos modifikavimo® (angl. tail approach) strategija (Smith and Simons, 2004). Sios
taktikos tikslas - parinkti ,uodegg, kuri didinty junginio tirpuma, atrankuma izoformai ir
gerinty kitas vaistinei molekulei budingas savybes. Pavyzdziui, CA slopiklis dorzolamidas
tirpsta tik rugstinéje aplinkoje (Krishnamurthy et al., 2008). Daznai ,uodegoje* buna galinti
jonizuotis cheminé grupé - karboksi arba amino, nes jos didina tirpuma. Slopikliy atranku-
ma daugeliu atveju didina hidrofobinés grupés, taciau jos mazina junginio tirpuma ir negali

buti pagrindiniu junginio elementu.
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Sulfonamidai labai stipriai risasi su karboanhidrazémis, nes yra substrato CO, hidra-
tacijos nuostoviosios busenos (angl. transition state) analogai. Karboanhidraziy struktura
aktyviajame centre su prisijungusiu sulfonamidu atkartoja struktura komplekse su natyvio-
mis substrato formomis - hidroksidu ir CO, (atskirai) arba HCO5 (Krishnamurthy et al.,
2008). Sulfonamidai yra konkurentiniai CA slopikliai.

Glu 106 Oe
N R
X H /
o) L

=S
o) O_/ Yo
Lo
d \Zn2+
Thr199 | o \ His 119
IS His 96

4 pav. Sulfonamidiniy slopikliy jungimosi su karboanhidraze mechanizmo schema. (Smith
and Simons, 2004).

Slopiklis jungiasi su karboanhidraze deprotonizuotoje formoje, pakeisdamas vandens mo-
lekule ir sudarydamas rysj su Zn(II) jonu, esanciu aktyviajame centre (4 pav.). Kompleksui
budinga tetraedro forma. Slopiklio NH grupé sudaro vandenilinj rysj su Thr199 O~ atomu,
kuris taip pat saveikauja su Glul06 karboksiline grupe. Taip pat vienas is SO,NH, grupés
deguonies atomy sudaro vandenilinj rysj su Thr199 NH grupe. Sulfonamido benzeno ziedas
saveikauja su hidrofobine kiene. Sie struktiiriniai elementai apsprendzia stipry sulfonamidi-
nés grupés jungimasi su cinko jonu karboanhidrazés aktyviajame centre (Smith and Simons,
2004).

Benzensulfonamidy jungimosi stipruma su CA lemia sulfonamidinés grupés pK,. Nuo
pK, vertés priklauso slopiklio deprotonizuotos formos frakcija tirpale ir Levis baziskumas
(Krishnamurthy et al., 2008). Kuo didesné deprotonizuotos formos koncentracija tirpale tuo
stipresnis stebimas jungimasis. Didziausias vaisto giminingumas stebimas, kai slopiklio pK,
verté artima fiziologiniam pH. Benzensulfonamidy pK, = 10, todél ieskoma budy Siai vertei
sumazinti. Vienas i ju — elektroneigiamy pakaity jvedimas j benzeno zieda (Smith and
Simons, 2004).

Didele perspektyva turi fluory jvedimas j benzeno zieda. Fluoro atomai vaistui suteikia
unikalias savybes, kuriy negalima iSgauti panaudojant kitus elementus. Du geriausi fluorinty
vaistiniy molekuliy pavyzdziai yra 1950 m. susintetinti 9« -fluorohidrokortisonas (priesuzde-
giminis) ir 5-fluorouracilas (priesvézinis). Vieno fluoro atomo jvedimas j naturalaus junginio
strukturg labai stipriai pagerino Siy vaisty farmakologines savybes. Per pastaraji penkiasde-
simtmetj fluoro jvedimas j vaistinj junginj tapo standartu, siekiant pagerinti farmakologines
savybes (Ojima and Taguchi, 2009).
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Vertinant junginiy slopiklinj efektyvuma labai svarbu pasirinkti tinkama tyrimo metoda
ir atidziai analizuoti gautus rezultatus. Kai naudojami du ir daugiau metody, mazéja tikimy-
bé klaidingai interpretuoti rezultatus. Slopikliy jungimosi ir slopinimo su karboanhidrazémis
tyrimuose naudojama daugybé metody, jskaitant kapiliarine elektroforeze, magnetinj bran-
duoliy rezonansa, apskritiminj dichroizma, masiy spektrometrija ir kt. Siame darbe taikyti

metodai, aparatura ir medziagos aprasomi sekanc¢iame skyriuje.
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2.

2.1.

PRIETAISAI, MEDZIAGOS IR METODAI

Prietaisai

Darbe naudoti prietaisai:

2.2.

1. analitinés svarstyklés ,AND GR-200%;

2. realaus laiko termocikleris ,,Corbett Rotor-Gene 6000°;
3. kalorimetras ,ITC-200%;

4. kalorimetras ,VP-ITC*;

5.
6
7
8

maigykle ,BIOSAN¢;

. pH-metras ,,LaboChema*
. sustabdytos srovés spektrofotometras ,Applied Photophysics SX.18MV-R*;
. spektrofotometras ,,Agilent 89090A*.

Medziagos

Darbe naudotos medziagos:

1.

N G

2.3.

rekombinantinés zmogaus karboanhidrazés I, I1, VII, XII ir XIII. Fermentai rekombi-
nantines DNR technologijos budu isskirti iS Escherichia coli bakteriju. Baltymai pa-
gaminti Vilniaus universiteto Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty
tyrimo skyriuje pagal mokslinése publikacijose nurodyta metodika: CAI - (Baranau-
skiené et al., 2010), CAII - (Cimmperman et al., 2008) CAVII ir CAXIII - (Sudzius
et al., 2010), CAXII - (Jogaité et al., 2013);

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

universiteto Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriuje
(Dr. V. Dudutiené). Slopikliy sintezé aprasyta (Dudutiené et al., 2013) Saltinyje;
komerciniai CA slopikliai (gamintojas): acetazolamidas (Sigma-Aldrich), etokzolami-
das (Sigma-Aldrich);

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

fluorescentinis dazas (gamintojas): 1,8-anilino naftaleno sulfonatas (Sigma-Aldrich);
tirpiklis (gamintojas): DMSO (ROTH).

druskos (gamintojas): Na,HPO, (Sigma-Aldrich), NaH,PO,(Sigma-Aldrich), Na,PO,
(Sigma-Aldrich), Hepes (ROTH), NaCl (Sigma-Aldrich), TrisHCl (Sigma-Aldrich),
Tris bazé (Sigma-Aldrich);

. Sarmai ir rugstys (gamintojas): NaOH (Sigma-Aldrich), HNO; (Sigma-Aldrich) ;

Metodai

Siame tyrime eksperimentai atlikti naudojant biofizikinius ir fermentinj metodus — izo-

terminio titravimo kalorimetrijos, terminio poslinkio ir sustabdytos srovés CO, hidratacijos.
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Visy matavimy paklaidos apskaiciuotos pagal Stjudento metoda, kai pasikliaujamoji tikimy-

bé yra 0,95.

2.3.1. Izoterminio titravimo kalorimetrija

[zoterminio titravimo kalorimetrija (ITC, angl. isothermal titration calorimetry) yra
efektyvus metodas biomolekuliy sgveikai tirti. Kalorimetras fiksuoja silumos pokycius pa-
stovioje temperaturoje, kai vyksta bimolekulinis jungimasis. Atlikus 1-2 valandy trukmés
eksperimenta i$ karto galima nustatyti jungimosi laisvaja Gibso energija AG, entalpija AH,
entropija AS ir stechiometrija n. ITC metodu galima tirti beveik visy biomolekuliy sa-
veika, kadangi jungimosi energijos pokytis yra universali visy biocheminiy reakcijy savybe.
Kalorimetrijos metodu tiriamy biomolekuliy nereikia nei zymeéti, nei chemiskai modifikuoti,
nei imobilizuoti. Naudojami vandeniniai reagenty tirpalai. Tai pagrindinis [TC privalumas
lyginant su fermentiniais, lasteliy ar kitais biologiniais metodais.

Kalorimetra sudaro 2 celés (palyginamoji ir darbiné) ir svirkstas (5 pav.) . Palyginamoji
celé uzpildoma vandeniu ir termostatuojama eksperimentinéje temperaturoje. Darbiné celé
uzpildoma reagentu A, o Svirkstas reagentu B. Reagentas B iS svirksto titruojamas j darbing
cele su reagentu A. Po kiekvienos injekcijos issiskiriamas arba sugeriamas silumos kiekis, ka-
dangi susidaro A-B kompleksas. Reikalingas galios pokytis (pcal/s) tam, kad suvienodinti
temperaturas abiejose celése. Ligandui jungiantis su baltymu issiskiria egzoterminé siluma ir
galia sumazéja. Eksperimento eigoje smailés mazéja, kadangi baltymas sotinasi ligandu. Kai
baltymas visiskai prisisotina, ligandas nebegali prisijungti ir eksperimento pabaigoje mato-
mos mazos smailés del skiedimosi Silumos. Suintegravus smailiy plotus nustatoma reakcijos

suminé jungimosi entalpija.

T A

Ucalfsec

Time (

ISvestis

Palyginamoiji celé Darbiné celé

Pastovi galia tiekiama
palyginamosios celés
Sildytuvui.

AT proporcinga galia
tiekiama darbines celés
Sildytuvui.

~_ At “~

5 pav. ITC veikimo principiné schema. Modifikuota pagal (Ladbury, 2004).

Jungimosi termodinaminiams parametrams apskaic¢iuoti siame darbe buvo naudojami
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vienos ir dviejy jungimosi viety modeliai. Vienos jungimosi vietos modelis:
Q =nFMAHV (9)
Dviejy jungimosi viety modelis:
Q = MV (n F1AHy — noFy AHs) (10)

Abiejuose modeliuose F israiska:

1 L, 1 L, 1\ 4L
F=-(1 —/(1 -
2< + th + ’I’LKbMt \/( + TLMt + TLKbMt> TLMt

Cia @ - bendras $ilumos kiekis, n - stechiometrija, F - ligando uzimty viety frakcija, M,
- bendra (angl. total) makromolekulés koncentracija, L; - bendra (angl. total) ligando
koncentracija, AH - entalpija, K} - jungimosi konstanta, V' - celés turis. Lygties iSvedimas ir
detalesnis paaiskinimas pateikiamas (I'TC, 2004) saltinyje. Duomenims apdoroti naudojama
Origin programos 5.0 arba 7.0 versija.

Jungimosi konstantos K}, nustatyma riboja bendra makromolekulés koncentracija M,. Sj

sarysj apibudina Wiseman c-faktorius (Wiseman et al., 1989):
c = nMK, (11)

Kokybiskai nustatyti reakcijos K galima tik tada, kai 1 < ¢ < 1000. Kai ¢ faktorius
nepatenka j §j intervalg iS eksperimentinés kreives galima jvertinti tik entalpija.

Labai silpnai ar stipriai besijungianciy ligandy K, ITC metodu galima jvertinti konku-
rencinés titracijos budu (Krainer et al., 2012). Deja, siame darbe konkurentinés titracijos
eksperimentai nebuvo atlikti. Jungimosi konstantoms nustatyti naudotas terminio poslinkio

metodas, kuris aprasomas sekancéiame skyriuje.

2.3.1.1. Eksperimentinés salygos. Eksperimentai atlikti naudojant ,VP-ITC* ir
L TC-200¢ kalorimetrus. ,VP-ITC* celés turis yra 1,4 ml, svirksto — 300 nl. ,ITC-200¢
celés turis yra 200 pl, o svirksto — 40 pl. Atrodyty, kad ,ITC-200“ kalorimetras yra eko-
nomiskesnis, nes reikalingi mazesni reagenty turiai. Deja, jo jautrumas mazesnis, todél
reikalingos didesnés reagenty koncentracijos. ,,VP-ITC* kalorimetru gaunami kokybiski re-
zultatai naudojant 5-10 pM koncentracijos tirpala celéje, o ITC-200“ atveju analogiskam
signalui suzadinti reikalingas 15-20 pM baltymo tirpalas. Karboanhidraziy titravimo slopik-
liu eksperimentuose ,,VP-ITC* prietaisu buvo darytos 25 injekcijos, kas 200 s, o ,I'TC-200°
prietaisu — 19 injekcijy, kas 120 s. Eksperimentai atlikti fiziologinéje 37 °C temperaturoje,
isskyrus modelinius vaistinio preparato etokszolamido (EZA) jungimosi su CAII skirtinguose

buferiniuose tirpaluose eksperimentus, kurie daryti 25 °C.
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2.3.1.1.1. Karboanhidraziy jungimosi su slopikliais tyrimas. Kalorimetro celé
buvo uzpildyta 520 pM CA tirpalu, o svirkstas 50-200 pM slopiklio tirpalu. Slopiklio
koncentracija svirkste buvo 10 karty didesné, nei CA koncentracija celéje. Reakcijos buferinis
tirpalas — 50 mM Pi (pH 7,0), 100 mM NaCl ir 2% DMSQO. Pries titravima atlikta fermenty
dializé reakcijos buferiniame tirpale. Matavimai pakartoti 2-3 kartus. Termodinaminiai

parametrai nustatyti prie eksperimentiniy duomeny derinant vienos jungimosi vietos modelj
(Lyg. 9).

2.3.1.1.2. CAII jungimosi su EZA priklausomybés nuo pH tyrimas. CAII
jungimasis su EZA tirtas Pi ir Tris buferiniuose tirpaluose, pH 5,5-9,5 intervale, 25 °C. Skir-
tingy pH verciy tirpalai paruosti tarpusavyje maisant NaH,PO, su Na,HPO,, Na,HPO, su
Na,PO,, ir TrisHCI su Tris baze. Tirpaly pH pamatuoti po titravimo eksperimento. Celé
buvo uzpildyta 5-20 pM CAII, o svirkstas — 50-200 pM EZA. Reakcijos buferinis tirpalas
- 50 mM Pi arba Tris, 100 mM NaCl ir 2% DMSO. Pries$ titravimus atlikta CAII dialize 2
mM Pi (pH 7,0), 10 mM NaCl tirpale. Matavimai buvo daryti vieng karta, taciau jvertintos
duomeny apdorojimo paklaidos. Buvo atlikta 17 matavimy, kuriy rezultatai atitinka ma-
tematinj modelj, todél matavimy kartojimas nebuvo butinas. Termodinaminiai parametrai

apskai¢iuoti prie eksperimentiniy duomeny vienos jungimosi vietos modelj (Lyg. 9).

2.3.1.1.3. Slopikliy deprotonizacijos entalpijos nustatymas. Kalorimetro celé
buvo uzpildyta 250 pM slopiklio, sumaisyto su 1,5 ekvivalento NaOH tirpalu, o Svirkstas
uzpildytas 2,5 mM HNO,. Svirksto ir celés tirpaluose buvo po 2% DMSO. Atliktos 56 injek-
cijos kas 200 s. Matavimai pakartoti 3 kartus. Slopiklio protonizacijos entalpija nustatyta

taikant dviejy jungimosi viety modelj (Lyg. 10).

2.3.2. Terminio poslinkio metodas

Termino poslinkio metodu (TSA, angl. thermal shift assay) netiesiogiai matuojamas
makromolekulés terminis stabilumas. Terminio poslinkio metodais galima vadinti visus me-
todus, kuriuose temperaturos pokytis sukelia Sviesos sugerties, fluorescensijos ar cirkuliaci-
nio dichroizmo signalus (Pantoliano et al., 2001). Siame darbe buvo naudotas fluorescentinis
TSA metodas, sukurtas 19982001 m. ,3-Dimensional Pharmaceuticals® kompanijoje (da-
bar ,Janssen Pharmaceuticals, Inc.“) ir pavadintas ThermoFluor™. ThermoFluor™ igvys-
tytas kaip greitas, ,miniatiurizuotas”, universaliai pritaikomas 384-Suliné¢liy mikroplokstelés
formato terminio poslinkio metodas (Pantoliano et al., 2001). ThermoFluor™ gali buti at-
liekamas ne tik naudojant ploksteliy skaitytuvus, bet ir realaus laiko PGR termociklerius.
Metodas kasmet vis plac¢iau naudojamas daugelyje farmacijos kompanijy ir mokslinése labo-
ratorijose visame pasaulyje.

Baltymy stabilumo tyrimai ypatingai svarbus optimizuojant kristalinimo, gryninimo ir
saugojimo salygas. Kitas svarbus panaudojimas — dviejy molekuliy jungimosi konstantos K

nustatymas, kadangi terminis poslinkis tarp laisvos ir prisijungusios molekulés yra proporcin-
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gas jungimosi stiprumui. Baltymuy-ligandy saveikos tyrimuose pagrindinis TSA privalumas,
kaip ir ITC yra tas, kad metodas yra nepriklausomas nuo biomolekulés—taikinio (Garbett
and Chaires, 2012). TSA metodu galima tirti jvairias makromolekules, neturint apie jas jo-
kios iSankstineés informacijos. Sis privalumas ypatingai aktualus atliekant junginiy biblioteky
patikrinima (angl. screening) pries makromolekules-taikinius.

Tyrimuose dazniausiai naudojami fluorescentiniai dazai - Sypro oranzinis (King et al.,
2011; Layton and Hellinga, 2011) arba 1,8-anilino naftaleno sulfonatas (ANS) (Matulis et al.,
1999; Matulis and Lovrien, 1998). Taip pat baltymo stabiluma galima jvertinti pagal triptofa-
no indolo grupés fluorescencija kintant temperaturai, nenaudojant isoriniy zymiy. Fluoroforo
fluorescencijos poky¢iai kylant temperaturai atspindi baltymo denaturacijos profilj (6 pav.)
Siame darbe eksperimentai atlikti su ANS dazu, kadangi jo efektyvumas didZiausias. ANS
yra stiprus anijonas, kurio sulfoniné grupé sudaro joninius rysius su tirpiy baltymy katijoni-
némis grupémis. ANS-baltymo sagveikos stiprumas priklauso nuo baltymo katijoninio kruvio
ir tirpalo pH (Matulis and Lovrien, 1998). ANS molekulé nefluorescuoja vandeninéje fazéje,
taciau stipriai fluorescuoja hidrofobinéje aplinkoje, pavyzdziui organiniuose tirpikliuose ar
baltymo hidrofobinése kisenéje. Atlikus ANS jungimosi su jaucio serumo albuminu tyrimus
nustatyta, kad kai tirpalo pH yra 4,0 i$ 100 prisijungusiy ANS molekuliy fluorescuoja tik 5,
esanc¢ios baltymo hibrofobinéje srityje, o kitos 95, esancios baltymo isSoréje, nefluorescuoja
(Matulis et al., 1999).
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Temperatira — ————— -

6 pav. Terminio poslinkio metodo principiné schema. Modifikuota pagal (Pantoliano et al.,
2001).
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Baltymo denaturacijos kreivés vidurio taskas yra baltymo lydymosi temperatura 7T, (6
pav.). Ji nustatoma prie eksperimentiniy duomeny maziausiy kvadraty metodu derinant

modelj:

Yu,, — Yn1, + (my —my)(T = T,,)

Ay Hy,, AyCp(T—Tm)~T 8y St,, +8y Cp(n( 1))

1+e RT

Y =ynz, +mn(T —T,,) + (12)

Cia y - fluorescencija, yx 1, - natyvaus (angl. native) baltymo maziausia fluorescencija, YU Ty
- iSsivyniojusio (angl. wunfolded) baltymo didziausia fluorescencija, my ir my - natyvaus ir
iSsivyniojusio baltymo fluorescencijos pokrypio kampai, T}, - baltymo lydymosi temperatura,
AyH, AyS, AyC, - baltymo iSsivyniojimo (angl. unfolding) entalpija, entropija ir siluminé
talpa. Lygties iSvedimas aprasomas (Matulis, 2008) saltinyje.

Slopikliui prisijungus prie baltymo padidéja lydymosi temperatura 7,,. Kuo didesné
slopiklio koncentracija L;, tuo didesné T,,. Slopiklio jungimosi konstanta K;, nustatoma

grafiko x asSyje atidéjus T,,, y asyje - L;, ir prie eksperimentiniy duomeny priderinus modelj:

RT

AUHTTAUC;;(T*TT)*T(AUSTT+AUcp<ln(Tlr)))
Lt = 1—e x

P 1
x| 5+
9 Ay H, Ay Cp(T—T)~T(ay 57, +a5Cp (n(£))) AbHTOAbCp(TfTO)fT(AbSTOJrAbCp(ln(%))) )
e RT e~ BT 0

(13)
Cia L, - bendra (angl. total) slopiklio koncentracija, P, — bendra (angl. total) baltymo kon-
centracija, T, — baltymo lydymosi temperatura, kai néra pridéto ligando, Ty — palyginamoji
temperatura, Siame tyrime — 37 °C, R - universalioji dujuy konstanta, AyH, ApS, AC, —
baltymo jungimosi (angl. binding) entalpija, entropija ir siluminé talpa atitinkamai. Lygties
iSvedimas aprasomas (Matulis, 2008) Saltinyje. Jungimosi konstanta K, gali buti perskai-
¢iuojama j laisvaja Gibso energija AG pagal 1 lygtj arba disociacijos konstanta Ky pagal 2
lygti.

2.3.2.1. Eksperimentinés salygos. Terminio poslinkio eksperimentams naudota rea-
laus laiko PGR sistema ,,Corbett Rotor-Gene 6000* (suzadinimas - 365 nm, detekcija - 460
nm). Meéginiy tirpalus sudaré 5 pM CA, 0-200 uM slopiklio (12 skirtingy koncentracijy, se-
rijinis skiedimas - 1,5 karto), 50 M ANS, 50 mM Pi (pH 7,0), 100 mM NaCl ir 2% DMSO.
Bendras tirpalo turis - 20 pul. Méginiai buvo kaitinami 1°C/min grei¢iu keliant temperatura
nuo 25 °C iki 99 °C. Matavimai pakartoti 2-3 kartus.

2.3.3. Sustabdytos srovés CO, hidratacijos metodas

Karboanhidrazéms katalizuojant CO, hidratacijos reakcija tirpale generuojasi H' jonai ir
maZéja tirpalo pH. Esant neutraliam pH, H,CO, skyla j ekvivalentiskus H* ir HCOj kiekius.

Deél Sios priezastes reakcijos metu matuojant pH pokytj galima apskaic¢iuoti, kiek produkto
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(HCO,) fermentas pagamino. Kadangi karboanhidrazés yra vieni efektyviausiy biologiniy
katalizatoriy (kze: = 108 s71), reakcijos grei¢iui matuoti reikalinga speciali jranga, leidzianti
fiksuoti keliy sekundziy trukmeés reakcijas.

Siame tyrime buvo naudota sustabdytos srovés jranga (angl. stopped-flow). Eksperimen-
to metu labai greitai sumaiSomi A ir B tirpalai. A tirpalg sudaré karboanhidrazé, buferinis
tirpalas ir indikatorius, o B tirpalag — CO, dujomis prisotintas dejonizuotas vanduo. A ir B
tirpaly misinyje matuojama indikatoriaus sviesos sugerties priklausomybé nuo laiko. Bégant
laikui H,CO4 rugstis mazina tirpalo pH, todél indikatoriaus Sviesos sugertis mazeja iki pa-
stovios vertes. Pagal indikatoriaus Sviesos sugerties pokytj per laiko vienetg apskaiciuojami
karboanhidrazés kinetiniai parametrai. Tiriant savaiming CO, hidratacijos reakcija j A tir-
palg nededama karboanhidrazés. Nustatant junginiy slopiklinj efektg j tirpalag A dedamos
skirtingos slopiklio koncentracijos. Slopiklis mazina katalizés greitj, kol jis susilygina su CO,
savaiminés hidratacijos reakcijos greiciu.

Katalizuojamos reakcijos greitis yra lygus susidariusiy protony [H'] kiekiui per laiko
vieneta:

d[H*]

dH] === (14)

Protony H™ kiekis apskai¢iuojamas pagal Dr. D. Matulio i$vesta lygti:

1
HT] = [buf] {1 — 15

[HT) = [buf ( 101g((ﬁ*1>+pKa7ind.7pKafbuf.) + 1) (15)
Cia [buf] - buferinio tirpalo koncentracija, pKq_ina. ir pKo_pus. - indikatoriaus ir buferinio
tirpalo druskos pK,, A - optinis tankis (angl. absorbance), k - indikatoriaus koncentracijos
pataisos koeficientas, kuris yra lygus pradinio optinio tankio A ir deprotonizuotos indikato-

riaus formos santykiui:

A
1— 1

10(pH7pKa7ind.)+]_

k:

(16)

Didziausias greitis prilyginamas 100 % CA aktyvumui. Didinant slopiklio koncentracija, CA
aktyvumas mazéja. Slopiklio koncentracija, kuri sumazina CA aktyvuma 50 %, kitaip ICs,
nustatoma prie eksperimentiniy duomeny maziausiy kvadraty metodu derinant dozavimo

kreive:
100

L (g

CA aktyvumas, % =1 — (17)

Cia [I] - slopiklio koncentracija, h - Hilo koeficientas, apibiidinantis dozavimo kreivés pokry-
pio kampg. Hilo koeficientas yra susijes su stechiometrija, todél kai vyksta 1 : 1 jungimasis
Hilo koeficientas turéty buti 1.

Sulfonamidai yra konkurentiniai karboanhidraziy slopikliai, todél inhibicijos konstantai

K; apskai¢iuoti naudojama Cheng-Prusoff lygtis (Cheng and Prusoff, 1973):

(18)
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Cia [CO,] — CO, koncentracija, Ky - Michaelis-Menten konstanta.

2.3.3.1. Eksperimentinés sglygos. Karboanhidraziy hidratacinis aktyvumas buvo
matuotas naudojant Applied Photophysics SX.18MV-R sustabdytos srovés spektrofotometra
25 °C temperaturoje. Reakcijos buferinj tirpalg sudaré 10 mM Hepes (pH 7,4), 10 mM NaCl
ir 40 pM indikatoriaus bromtimolio mélynojo. Prisotintas CO, tirpalas buvo paruostas 1 val.
leidZiant dujas j milli-Q vandenj 25 °C temperatiroje. Sioje temperatiiroje CO, tirpumas
yra 34 mM. CA koncentracija buvo 5400 nM, priklausomai nuo CA aktyvumo. Slopikliy
koncentracijos buvo 0.01-10000 nM, priklausomai nuo giminingumo karboanhidrazei. DMSO
kiekis tirpale buvo mazesnis nei 0.04%, todeél CA aktyvumui neturé¢jo jtakos. Matavimai

pakartoti 2 kartus.
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3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe buvo tirti p-pakeisti-benzensulfonamidai ir p-pakeisti-2,3,5,6-tetrafluorbenzen-
sulfonamidai. Juy chemineés strukturos pateiktos 7 paveiksle. Junginiai tarpusavyje skiriasi

[2-hidroksietil|tio, propiltio arba [2-feniletil|tio pakaitu para- padétyje.

SO,NH, SO,NH,

SO,NH, soNH,  TO.NH SO,NH, P .
F F F F

F F

YL QXX 0 XX

Al B1 A2 B2 A3 B3

7 pav. Darbe tirty junginiy chemineés strukturos.

Slopikliy jungimasis su karoanhidrazémis buvo istirtas biofizikiniais metodais, o slopik-
linis efektyvumas — fermentiniu metodu. Siame darbe didziausias démesys skiriamas termo-
dinaminiams tyrimams, o fermentinis metodas buvo naudojamas siekiant jsitikinti, kad nau-

dojamos karboanhidrazés yra aktyvios ir tiriami junginiai slopina jy aktyvuma.

3.1. Aktyvumo ir slopinimo tyrimai

Sustabdytos srovés CO, hidratacijos metodu (SFA) buvo iSmatuotos CAI, II, VII, XII ir
XIIT reakcijos greiciy priklausomybés nuo skirtingy fermento ir slopikliy koncentracijy. Taip
pat tirta savaiminé CO, hidratacijos reakcija. Nustatyta, jog tiesioginés CO, hidratacijos
reakcijos greicio konstanta kco, = 0,038 (£0,005) s71, o karboanhidrazés Sig reakcija pa-
greitina apie 10° karty. Grei¢io konstantos verté sutapo su literatiiros duomenimis — kco,
= 0,037 (+0,002) s~! (Khalifah, 1971). Karboanhidrazés katalizuojamos reakcijos greitis

tiesiskai priklauso nuo fermento koncentracijos (8 pav.).
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8 pav. Reakcijos greicio priklausomybé nuo CAXII koncentracijos. Paveiksle a pateiktos
pirminés kreivés, o b — apdoroti duomenys.

Tyrimo metu buvo apskaiciuotos karboanhidraziy izoformy katalizinés konstantos k. ir
palygintos tarpusavyje bei su literaturos duomenimis (9 pav.). Lyginant su prof. C. Supu-
rano duomenimis, tirtos CA pasizymi apie 10 karty mazesniu fermentiniu aktyvumu. Viena
is priezasc¢iy — nevienodas reakcijos tirpalo pH. Tyrimai atlikti pradiniame pH 7,4, o litera-
turoje nurodomas CA aktyvumas optimaliame pH, tac¢iau jo verté nepateikta. Kita galima
priezastis — lasteliy prigimtis, i$ kuriy isskirti fermentai. Iprastai zinduoliy lastelése ekspre-
suojami fermentai yra aktyvesni, nei ekspresuojami bakterijose. Tyrime naudoti fermentai
gauti is E. coli, o literaturos saltinyje fermenty prigimtis nenurodoma. Pagal aktyvuma nuo
didziausio iki maziausio tirtos CA isSsidésto j tokig pacig eile, kaip ir nurodyta literaturos
saltinyje — CAII, CAVII, CAXII, CAI ir CAXIII.

(Supuran et al 2008)

_ \
10’ § §

. [ ISR
10 E § § N opt. pH

i

CAI CAIlI CAVII CAXII CAXIII
Karboanhidrazé

9 pav. Karboanhidraziy aktyvumo palyginimas tarpusavyje ir su literaturos duomenimis
(Supuran, 2008).

Benzensulfonamidai slopina karboanhidraziy aktyvuma. Kuo didesné slopiklio koncent-

racija, tuo reakcijos greitis mazéja, kol susilygina su CO, savaiminés reakcijos greic¢iu ir
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fermentas praranda 100% aktyvumo (10 pav.).

1.0
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10 pav. Karboanhidraziy slopinimo acetazolamidu SFA duomenys. Paveiksle a pavaizduoti
CAXII slopinimo pirminiai duomenys, o b - CAII (A), CAVII (e), CAXII (#) dozavimo
AZM kreiveés.

SFA, kaip ir kituose fermentiniuose metoduose, IC5, arba K; ver¢iy nustatyma riboja
fermento aktyvumas ir koncentracija tirpale. Buvo istirtas CAII slopinimas B1 junginiu
esant skirtingoms CAII koncentracijoms ir nustatyta, kad ICjq tiesiskai priklauso nuo CAII
koncentracijos, IC5y = F;/2 (11 pav.). Apie fermento pertekliy byloja Hilo koeficiento h
vertée. Kai h>1, tirpale baltymo koncentracija yra per didelé, o nustatoma IC5y — neteisinga.
11 pav. pateiktame pavyzdyje, kai CAII koncentracija [CAII] = 80 nM, tai h = 2 ir I1Cj
= 40 nM. Taip pat, kai [CAII] = 20 nM, tai h = 1,5 ir IC5y = 10 nM. Teisingai nustatyta
IC5 = 4 nM, kadangi [CAII] = 5 nM, o h = 1. Teisingos IC5y vertés nustatomos tik
tada, kai tirpale esancio aktyvaus fermento koncentracija P, < IC5y. CAII yra aktyviausia
karboanhidrazé (9 pav.), todél pavyko nustatyti Sio slopiklio ICsq. Kity karboanhidraziy

saveikos su stipriais junginiais IC5y nustatyma riboja jy mazesnis fermentinis aktyvumas.

45 -
100 1 40
A 5nMCAI
< 0. e 20nM CAIl 351
% & 80nM CAI 304
£
3 i 25 1
i 220~
5 40 Q
< 15
2. 10
5_
0——'7// T T T T T " = M T T 0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
107 10 10”7 10° 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
B1 koncentracija, M CAII koncentracija, nM

11 pav. IC5y priklausomybé nuo CAII koncentracijos. Paveiksle a pavaizduotos dozavimo
B1 slopikliu kreivés, o b — tiesiné 1C5y priklausomybé nuo CAII konc.

Karboanhidraziy aktyvumo ir slopinimo tyrimai patvirtino, kad naudojamos karboan-
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hidrazés yra aktyvios ir benzensulfonamidai slopina juy aktyvuma. Slopinimo konstantos

nustatyma riboja fermento aktyvumas ir koncentracija tirpale.

3.2. Stebimoji termodinamika

Siame darbe naudojami du terminai termodinamikai apibtidinti — ,Stebimoji“ (angl. o0b-
served) ir / Tikriné* (angl. intrinsic). Stebimaisiais parametrais vadinami tie, kurie nustatyti
atliktus eksperimentus tam tikrose salygose — zinomos sudéties ir pH buferiniame tirpale bei
temperaturoje. Tikriniais parametrais vadinami nuo buferinio tirpalo sudéties ir pH nepri-
klausantys parametrai.

Terminio poslinkio (TSA) ir izoterminio titravimo kalorimetrijos (ITC) metodais buvo
iSmatuoti A(1-3), B(1-3) ir vaistiniy preparaty acetazolamido (AZM) ir etokzolamido (EZA),
naudojamy glaukomai gydyti, sagveikos su rekombinantinémis zmogaus karboanhidrazémis I,
I1, VII, XII, XIII stebimieji termodinaminiai parametrai salygose, artimose fiziologinéms (50
mM Pi, 100 mM NaCl, pH 7, 37 °C). TSA metodu nustatytos jungimosi konstantos K} vertés
pateiktos 12 paveiksle.

EICAI CJCAIl_ [ECAVII [ CAXII Il CAXIII]

Jungimosi konstanta, M™!

Al B1 A2 B2 A3 B3 AZM EZA
Slopiklis vaistai

12 pav. A(1-3), B(1-3) ir vaistiniy preparaty AZM ir EZA jungimosi su CAI, II, VII, XII,
XIII stebimosios jungimosi konstantos K, (pH 7, 37 °C)

Nustatyta, kad fluorinti benzensulfonamidai (B(1-3)) su visomis karboanhidrazémis jun-
giasi 10-1000 karty stipriau, nei nefluorinti slopikliai (A(1-3)), o jungimosi konstantos siekia
1010 eile. Taip pat Sie slopikliai su CAI, CAII, CAVII, CAXIII jungiasi stipriau nei acetazo-
lamidas, o su CAI ir CAXIII stipriau nei etokzolamidas. Etokzolamidas yra stipresnis CA
slopiklis nei acetazolamidas, nes jungimosi konstanta su visomis CA yra didesné. Bl ir B2
junginiai yra atrankus CAI, kadangi jy K; su CAI yra apie 100 karty didesné, nei su kitomis

CA. 13a paveiksle pateiktos CAI denaturacijos kreives, esant skirtingoms B1 junginio kon-
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centracijoms. Laisvo baltymo lydymosi temperatura 7, = 58,0 °C, o prisijungus slopikliui
T,, pakyla. Pridéjus 200 pM slopiklio stebimas 13,6 °C terminis poslinkis. 13b paveiksle
pavaizduotos A1l ir B1 slopikliy dozavimo kreivés. Didziausia junginio A1 koncentracija (200
nM) pakelia T, iki 65,0 °C, o B1 - net iki 72,1 °C. Lydymosi temperaturos nustatymo paklai-
da yra 0,2 °C. Baltymo terminis poslinkis yra proporcingas jungimosi konstantai K;,. Kuo
didesnis terminis poslinkis, tuo didesné Kj. Al ir B1 slopikliy jungimosi konstantos skiriasi

daugiau nei 1800 karty.
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13 pav. Al ir Bl slopikliy jungimosi su CAI TSA duomenys. Paveiksle a pavaizduotos
CAI-B1 komplekso denaturacijos kreivés, esant skirtingoms slopiklio koncentracijoms - 0
nM (#), 11 pM (A), 39 pM (H) , 200 1M (e), o paveiksle b - A1 (A) ir B1 (#) junginiy
dozavimo kreives.

[zoterminio titravimo kalorimetrijos eksperimentiniai duomenys patvirtino TSA rezulta-
tus, kad fluorinti slopikliai jungiasi stipriau, nei nefluorinti. Deja, ITC metodu kokybiskai
galima iSmatuoti tik tuos K} dydzius, kurie patenka j Wiseman c-faktoriaus ribas 1< ¢ <1000
(Lyg. 11). 14 paveiksle pateikti B1 ir A1 slopikliy jungimosi su CAIT ITC duomenys. Al
jungimosi su CAII eksperimentai atlikti su ,VP-ITC“, o B2 - su ,ITC200“ kalorimetru. Al
junginio atveju ¢ = 23, o B1 — ¢ = 2250. A1 slopiklio jungimosi konstanta galima nusta-
tyti tiksliai, K, = 3,4x10°, nes c-faktorius patenka j ribas, taciau Bl junginio ¢ > 1000,
todél Zinoma, kad Kj > 1x108%, o tikslios vertés i$ Sios kreivés nustatyti nejmanoma. Ka-
dangi tiesioginis ITC metodas labai riboja stipriy saveiky K}, nustatyma, tai tolimesniuose

skaiciavimuose buvo naudotos TSA metodu nustatytos K} vertés.
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14 pav. Al (a) ir B1 (b) slopikliy jungimosi su CAII ITC duomenys. Paveikslo virsuje
pateikti pirminiai, o apacioje - integruoti duomenys.

TSA ir ITC metodu nustatytos K; pakankamai gerai koreliuoja tarpusavyje. 15 paveiksle
pavaizduoti nefluorinty benzensulfonamidy, kuriy jungimasis silpnesnis, AG duomenys, gau-
ti TSA (x asis) ir ITC (y asis) metodais. Eksperimentiniy tasky determinacijos koeficientas
R? = 0,77. DidZiausias neatitikimas tarp TSA ir ITC duomeny buvo iSmatavus A2 ir A3
jungimasi su CAI. Priezastys, dél kuriy skiriasi rezultatai, néra zinomos, tac¢iau jdomu tai,

kad sie junginiai yra atrankus CAI slopikliai.
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15 pav. Nefluorinty slopikliy A(1-3) jungimosi su CAI (W), CAII (A), CAVII (e), CAXII
(#) ir CAXIII(V¥) Gibso energijuy, iSmatuoty TSA ir ITC metodais, palyginimas. Punktyriné
linija zymi 1:1 modelj, o tiesi - eksperimentiniy tasky tendencijos linijg, kurios determinacijos

koeficientas R? = 0.77.

Sie stebimieji parametrai nustatyti salygose, artimoms fiziologinéms, todél galima tikétis,
kad Zmogaus organizme junginiai su karboanhidrazémis sgveikaus tokiu paciu giminingumu.
Zinoma, jdomu issiaiskinti, kodél vieni slopikliai jungiasi stipriau, nei kiti. Nustatyti gimi-

ningumo priezastis padeda tikrinés termodinamikos analizé.

3.3. Tikriné termodinamika

Labai svarbu atkreipti démesj i tai, kad kalorimetrija matuoja tirpale vykstanciy proce-
sy suminius termodinaminius parametrus, jskaitant tirpiklio reorganizacijg ir protonizacijos
reiskinius (Garbett and Chaires, 2012). Sie procesai privalo biiti atskirti nuo bendros jy
sumos tam, kad teisingai jvertinti tik slopiklio jungimosi su taikiniu reakcija. Tirpiklio reor-
ganizacija dar kol kas yra mazai suprastas ir iStirtas procesas. Siame darbe toliau nagrinéjami
protonizacijos reiskiniai, kurie turi didele jtaka stebimiesiems termodinaminiams paramet-
rams. Kaip pavyzdys pateikiami etokzolamido jungimosi su CAII stebimieji termodinaminiai
duomenys, gauti izoterminio titravimo kalorimetrijos (ITC) metodu eksperimentus atlikus

skirtinguose buferiniuose tirpaluose ir pH.
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16 pav. EZA jungimosi su CAII ITC integruotos kreivés, esant skirtingam pH ir buferiniui
tirpalui. Taskai zymi eksperimentinius duomenis, o linija — vienos vietos jungimosi modelj
(Lyg. 9). Paveiksle a pateikti duomenys, gauti Tris buferiniame tirpale, kai pH 6,0 (A) ir
pH 9.4 (W), o paveiksle b — pH 8,6 arba pH 9,0, kai buferinis tirpalas - Pi (¢) ir Tris (e).

Atlikus eksperimentus Tris buferiniame tirpale, kai pH 6,0 ir 9,4, iSmatuotos entalpijos
reiksmes skyresi 1,8 kartus dél to, kad skirtinguose pH yra skirtingos reaguojanciy medziagy
frakcijos protonizuotoje/deprotonizuotoje formoje (16a pav.). Eksperimentus atlikus tame
paciame ar panasaus pH tirpale, taciau skirtinguose buferiniuose tirpaluose AH skyreési 1,6
kartus (16b pav.). Siuo atveju reakcijos silumos pokytis priklauso nuo buferinio tirpalo
deprotonizacijos entalpijos.

Sulfonamidinis slopiklis jungiasi su karboanhidraze tik budamas deprotonizuotoje formo-
je, o CA aktyviajame centre esanti vandens molekulé privalo buti protonizuotoje formoje.
Priklausomai nuo molekulés pK, ir buferinio tirpalo pH Siy formy frakcija tirpale keiciasi.
Siekiant jvertinti tik CA—slopiklio jungimosi reakcijos tikrinius termodinaminius parametrus,
butina pries tai nustatyti buferinio tirpalo, slopiklio ir prie CA aktyviajame centre esancio
cinko jono prisijungusios vandens molekulés pK, ir jonizacijos entalpija AH,,.. . Buferiniy
tirpaly parametrai skelbiami zinynuose ir internete. Naujai susintetinty junginiy parametrai
nustatomi atlikus titravimo rugstimi/sarmu eksperimentus arba naudojantis kompiuteriné-
mis skaiciavimy programomis. Karboanhidraziy pK, ir AH,,, nustatymas sudétingiausias,
nes reikia atlikti CA jungimosi su gerai charakterizuotu slopikliu izoterminio titravimo kalo-
rimetrijos eksperimentus keliuose buferiniuose tirpaluose ir placiame pH intervale. Slopikliy

ir CAII jonizacijos parametry nustatymas aprasomas sekanciuose skyreliuose.

3.3.1. Slopikliy pK, ir deprotonizacijos entalpijos nustatymas

Slopikliy protonizacijos parametrams nustatyti naudojami keli budai. Junginio pK, verte
galima suskaic¢iuoti naudojant programas Marvin, Maestro ir kt. arba jvertinti eksperimen-
tiskai atlikus titravimo Sarmu/riigétimi eksperimentus. Siame tyrime tokie eksperimentai
nebuvo atlikti, todél remtasi darbo konsultantés Dr. A. Zubrienés nustatytais duomenimis:
fluorinty junginiy pK, = 8,1, o nefluorinty — pK, = 9,9 (25 °C). Junginiy protonizacijos ental-

pijai H,,o. nustatyti atlikti ITC eksperimentai. Junginys buvo maiSomas su 1,5 ekvivalento
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natrio Sarmo tirpalu, siekiant visiskai deprotonizuoti sulfonamidine grupe, ir titruojamas
azoto rugstimi. B3 junginio titravimo kreivé pavaizduota 17 paveiksle. Pirmasis peréjimas

reiskia natrio Sarmo pertekliaus titravima, o antrasis - junginio titravima.
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17 pav. B3 junginio titravimo rugstimi I'TC duomenys. Paveiksle a pavaizduoti pirminiai
duomenys, o b - integruoti duomenys.

Nustatyta, kad 37 °C temperaturoje visy tirty fluorinty benzensulfonamidy deprotoniza-
cijos entalpija yra vienoda, Hy..r. = 26,1 & 1,1 kJ/mol (6,2 & 0,3 kcal/mol). Sios vertés yra
panasios, kaip ir klasikiniy CA slopikliy, Hp.. (AZM) = -18,8 kJ/mol (Baranauskiené and
Matulis, 2012), Hp,o. (EZA) = -27,6 kJ/mol (Matulis et al., 2005). Nefluorinty benzensulfo-
namidy Hp,,. nepavyko nustatyti, nes nesimato antrojo peréjimo del jy aukstos pK, vertés
(pK, = 9,7 (37°C)). Daryta prielaida, kad nefluorinty slopikliy H,,.. yra tokia pati, kaip ir

fluorinty junginiy, nes visi benzensulfonamidai pasizymi panasia deprotonizacijos entalpija.

3.3.2. Karboanhidrazés II aktyviajame centre esancios vandens molekulés pK,

ir protonizacijos entalpijos nustatymas

Prie karboanhidrazés II aktyviajame centre esancio cinko jono prisijungusios vandens
molekulés (CAZnH,0) pK, ir protonizacijos entalpija H,, nustatyta atlikus jungimosi su
etokzolamidu I'TC eksperimentus dviejuose stipriai protonizacijos entalpija besiskirianc¢iuose
buferiniuose tirpaluose — Tris (AH,,,:. = 47,5 kJ/mol, 25 °C (Matulis, 2008)) ir Pi ((AH 0.
= 5,1 kJ/mol, 25 °C (Matulis, 2008)), pH 5-10 intervale. Stebimosios jungimosi entalpijos
AHyg.p priklausomybé nuo pH pateikta 18 paveiksle.
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AHsteb., kJ/mol

pH

18 pav. EZA jungimosi su CAIIl AH,., priklausomybé nuo buferinio tirpalo sudéties ir pH.
Taskai zZymi eksperimentinius taskus skirtinguose buferiniuose tirpaluose — Tris (¢) ir Pi(V),
linijos Zymi matematinj modelj (Lyg. 19), o punktyriné linija — tikrine jungimosi entalpija.

Stebimoji jungimosi entalpija AHge yra bent keliy entalpijy suma - tikrinés A Hyk,.,
sulfonamidinio slopiklio deprotonizacijos A Hgso,n,, vandens molekulés, prisijungusios prie

cinko, protonizacijos AHc aznm,0 it buferinio tirpalo protonizacijos/deprotonizacijos A Hy,:
AHep, = AHpigy. + n1AHggoona- + M2 AHeazan,0 + (11 + ng) AHpy, (19)

Cia ny, ny - protony skaicius, kuris apskai¢iuojamas pagal lygtis: n; = 1 — frso,nm-, N2 =
feazm,o + 1. Slopiklio deprotonizuotos formos ir CA protonizuotos formos frakcija tirpale
apskaic¢iuojama pagal modifikuota Hendersono ir Haselbacho lygtj:

10PH —PKa-Rrs0O,NH,

(20)

fRSO2NH7 = 1 + 10PH*PK37RSOQNH2

10PH —PKa-caznn,0

fCAZnHzO = 1+ 10pH—pKa70AZnHQO (21)

CAII jungimosi su EZA stebimoji jungimosi entalpija AH 4., tame paciame pH, taciau skir-
tinguose (Tris ir Pi) buferiniuose tirpaluose gali skirtis net 40 kJ/mol. Tikriné jungimosi
entalpija AHy,. gali skirtis net 20 kJ/mol nuo AHg.p, . Stebimoji entalpija Tris ir Pi bufe-
riniuose tirpaluose sutampa, kai pH 7,5 ir Siame taske AH ., verté yra artimiausia AHyp,.
vertei. Tikriné jungimosi entalpija, bei fermento pK, ir AH,,, nustatoma prie Siy eksperi-
mentiniy duomeny derinant 19 lygties modelj. Siame tyrime nustatyta, kad CAII jungimosi
su EZA AHg, = -73,0 kJ/mol + 2,1 kJ/mol, CAII aktyviajame centre esancios, prie cin-
ko jono prisijungusios vandens molekulés pK, = 7,1 + 0,2, AH,,»» = 26,0 kJ/mol £+ 2,8
kJ/mol (25 °C). Jungimoji laisvoji Gibso energija, kaip ir entalpija, taip pat priklauso nuo
tirpalo pH, tac¢iau nepriklauso nuo buferinio tirpalo sudéties. AG gy, priklausomybé nuo pH

pateikta 19 paveiksle. Jame pavaizduoti ITC metodu gauti duomenys Pi ir Tris buferiniuo-
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se tirpaluose, kai c-faktorius patenka j ribas tarp 1 ir 1000, bei palyginimui parodyti TSA
rezultatai, gauti universaliame buferiniame tirpale. TSA matavimus atliko Dr. A. Zubriené,
Dr. L. Baranauskiené ir M. KiSonaité. Gibso energijos priklausomybe nuo pH apibudina

,U“ formos modelis, kurio lygtis:

AGsiep. = —RT In(Kp—tikr. frRs0oNH- fCAZNHL,0) (22)

Stebimoji AG didziausia neutraliame pH, dél dideliy deprotonizuotos EZA ir protonizuotos
CAZnH,O formy frakciju. Didéjant pH mazéja protonizuotos CAZnH,O frakcija, o mazeé-
jant pH mazéja deprotonizuotos EZA formos koncentracija, todél abiem atvejais stebimas
silpnesnis jungimasis. I'TC metodu nepavyko tiksliai isSmatuoti K, (arba AG) pH intervale
6,5-8,5 dél pernelyg stipraus jungimosi. TSA metodu néra riby Kj nustatymui, todél vertés
nustatytos placiame pH intervale. Tuose paciuose pH TSA metodu nustatytos AG yra Siek
tiek didesnés, nei ITC nustatytos. Derinant matematinj modelj (Lyg. 22) prie eksperimen-
tiniy duomeny nustatoma fermento pK, ir jungimosi su slopikliu tikriné jungimosi laisvoji
Gibso energija AGygy.. Siame tyrime patvirtinta, kad CAZnH,0O pK, = 7,1 £+ 0,2 ir nusta-
tyta, kad AGy,. = -58,2 kJ/mol £+ 3,2 kJ/mol. Nei viename pH taske AGg.p néra lygi
AGykr, o skirtumas tarp $iy dydziy yra maziausiai 7,1 kJ/mol.

® TSA
-45 & ITC Tris (1< ¢<1000)
v ITC_Pi (1<c<1000)
E
S -504
~d
v}
<
-554
Tikrine AG
-60 -+ . , :
6.0 7.5 9.0
pH

19 pav. EZA jungimosi su CAIl AGg. priklausomybé nuo buferinio tirpalo ir pH. Rezul-
tatai gauti TSA (e) ir ITC, dviejuose buferiniuose tirpaluose : Pi(V¥) ir Tris (#), metodais.

CAII-EZA jungimosi tikriniai parametrai buvo palyginti su publikuotais EZA jungimosi
su CAXII ir CAXIII duomenimis (1 lent.). EZA jungimosi su CAXII ir CAXIII K, (arba
AG) beveik nesiskiria, taciau junginys stipriau saveikauja su CAXII, nes entalpinis indélis
yra didesnis. EZA su CAII jungiasi apie 10 karty stipriau nei su CAXII ir CAXIII. Be
to entalpija yra 22,4 kJ/mol ir 30,9 kJ/mol didesné nei jungimosi su CAXII ir CAXIII
atitinkamai ir entropija yra stipriai neigiama. Sie duomenys parodo, kad vaistas yra labiau
atrankus CAII, nei CAXII ir CAXIIL.
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1 lentelé. EZA jungimosi su CAIl, CAXII ir CAXIII tikriniy parametry palyginimas.

CA K,, M' AG, kJ/mol AH,kJ/mol TAS, kJ/mol

CAIl 1,6 x 101 58,2 73,0 14,8
CAXII® 2,3 x 10° 53,5 -50,6 2,9
CAXII® 1,8 x 10° 52,8 42,1 10,7

@ Vertés paimtos iS (Jogaite et al., 2013) Saltinio;

b Vertés paimtos i§ (Baranauskiené and Matulis, 2012) saltinio;

3.3.3. Tikriniy parametry skaiciavimai

Karboanhidraziy sgveikos su sulfonamidiniais slopikliais tikriniy termodinaminiy para-
metry nustatymui néra butina atlikti eksperimentus skirtinguose buferiniuose tirpaluose ir
placiame pH intervale. Juos galima apskaic¢iuoti pries tai nustacius slopikliy ir baltymy
pK, ir AH,.., ir taikant 19, 22 lygtis. Skaic¢iavimy pavyzdys grafiSkai pavaizduotas 20
paveiksle. Pirmiausia apskaic¢iuojamas protony skaicius n, ir ny pagal tirpalo pH ir slopikliy
bei CAZnH,O pK, vertes (Lyg. 20, 21). Tuomet nustatoma kiekvienos tirpale vykstanc¢ios
protonizacijos reakcijos entalpija AH,, . (schemoje AH,, . skai¢iavimai parodyti po rodyk-
lemis). Kalorimetriskai iSmatuota stebimoji entalpija yra visy tirpale vykstanc¢iy protoniza-
cijos entalpiju suma (Lyg. 19). Tikroji slopiklio jungimosi su fermentu entalpija nustatoma
i§ tikrinés jungimosi entalpijos atémus kiekvienos protonizacijos reakcijos entalpijas. Siuo
atveju stebimoji AHyp = 36,2 kJ/mol, o tikriné AHyy,. = -45,3 kJ/mol. Siy entalpijy
skirtumas (9,1 kJ/mol) néra labai didelis, nes B2 ir CAII pK, vertés yra artimos pH.

HPO,* H,PO,”
2,88 kJ/mol x (—0,89)52,56 kJ/mol

H n=-089 pH 7,37 °C
F F
0 ? 0
I K, =79 I
HN—S o~ £ “HN—S s
(0] -26,1 kJ/mol x (-0,89)= 23,2 kJ/mol O
F F
H,O F F
pK,=6,9 H ﬁ)
CA-@--OH' CA—@——HzO AL» CA-{Zn)-N=s s/
-23,5 kJ/mol x (0,56)= -13,2 kJ/mol 0
; F F

HJr n,= 0,56

AbHvtel)imoji = '36,2 kJ/mol
H,PO,” HPO,* ApH o= -45,3 kJ/mol
2,88 kJ/mol x (0,56)= 1,61 kJ/mol

20 pav. B2 slopiklio jungimosi su CAII schema (pH 7, 37 °C).
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Siame tyrime eksperimentiskai nustatyti tik CAII ir naujai susintetinty junginiy pkK, ir
jonizacijos AH,, .., taciau termodinaminé analizé atlikta ir su karboanhidraziy I, VII, XII,
XIII izoformomis bei klasikiniais slopikliais. Siy CA ir slopikliy minétus parametrus anks¢iau

buvo nustate kolegos. Parametry vertés pateikiamos 2 lenteléje.

2 lentelé. Karboanhidraziy aktyviajame centre esancios, prie cinko prisijungusios van-
dens molekulés CAZnH,O ir slopikliy sulfonamidines grupes pK, ir protonizacijos entalpijos
AH,. vertés 25 °C ir 37 °C temperaturose. Pajuodintu Sriftu pazyméti darbe nustatyti
parametrai, o pasvirusiu — apskaiciuoti. Kiti parametrai paimti is literaturos saltiniy.

CA/slopiklis  pK, (25°C) pK, (37°C) AHpw (25°C) AHp.q (37°C)

CAI-Zn-H,0O 8,5¢ 8,3 ~33¢ -80,5
CAII-Zn-H,0O 7,1 6,9 —26 -23,5
CAVII-Zn-H,O 7.1° 6,9 -33b ~30,5
CAXII-Zn-H,O 7,0 6,8 -28¢ -25,5
CAXIII-Zn-H,O 8,37 8,1 -264 ~23,5
A(1-3) 9,9 9,7 - 26,1
B(1-3) 8,1¢ 7,9 = 26,1

EZA 8,0¢ 7.8 29,54 27,64

AZM 7.3/ 7,1 -23,07 -18,87

@ Dr. D. Matulio nepublikuoti duomenys;

b Vertés paimtos i$ (Pilipuityté, 2010) Saltinio;

¢ Vertés paimtos i$ (Jogaité et al., 2013) Saltinio;

4 Vertés paimtos i§ (Baranauskiené and Matulis, 2012) Saltinio;
¢ Dr. A. Zubrienés nepublikuoti duomenys.

F Vertés paimtos i§ (Ladbury and Doyle, 2005) $altinio;

Karboanhidraziy ir slopikliy protonizacijos parametrai buvo nustatyti 25 °C tempera-
turoje, o jungimosi tyrimai atlikti fiziologinéje 37 °C temperaturoje. Dél Sios priezasties
reikéjo perskaiciuoti parametrus 37 °C temperaturoje. pK, verté skirtingose temperaturoje
apskaic¢iuojamos pagal modifikuotg van’t Hofo lygtj:

—H(Ty—Ty)

pKaQ — lg(eiRTZ +ln(10_pKa1)) (23)

Protonizacijos entalpija H,,.. skirtingose temperaturose apskaiciuojama pagal Kirchhofo
désnj:
Hprot.Z = Hprot.l + Cp(T2 - Tl) (24)

Vandens deprotonizacjos siluminé talpa C, = —206,7 J/mol (37 °C) (Olofsson and Hepler,
1975). Daryta prielaida, kad prie cinko prisijungusios vandens molekulés C), yra tokia pati

kaip ir laisvos vandens molekulés. Beto C), labai mazai kei¢ia termodinaminius parametrus,
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todél netiksli jos reiksSmé beveik nekeisty duomeny.

Remiantis aprasytais dydziais buvo apskaiciuoti 4-pakeistu-benzensulfonamidy ir 4-pakeis-
ty-2,3,5,6-tetrafluorobenzensulfonamidy tikriniai jungimosi parametrai. Gauti rezultatai pa-
teikti strukturos—termodinamikos sarysio zemélapio (21 pav.) ir termodinaminio optimiza-
vimo kreives (22 pav.) israiskose.

Strukturos-termodinamikos sarysio zemélapyje matyti tendencija, kad prie hidrofilinj
pakaitg para- padétyje turincio junginio prijungus fluoro atomus padidéja palanki entalpija
su visomis CA (iSskyrus CAVII, tacdiau jos AH pokytis patenka j paklaidy ribas), o prie
hidrofobinius pakaitus para- padétyje turinc¢iy junginiy prijungus fluoro atomus CAI, CAXIII
atveju palanki entalpija padidéja, o CAII, CAVII, CAXII atveju — sumazéja. Fluoro atomy
prijungimas didziausia jtaka daro CAI, kadangi palanki entalpija isskirtinai padidéja 18,7
kJ/mol (A3 — B3), 32,5 kJ/mol (A2 — B2) ir net 41,1 kJ/mol (A1 — B1). Stipriausiai
jungiasi hidrofilinj pakaita para- padétyje turintis junginys. Daugeliu atveju laisvoji Gibso
energija beveik nekinta, didziausias skirtumas yra —8,9 kJ/mol.

Stebimieji termodinaminiai parametrai rodo, kad fluorinti slopikliai jungiasi 10-1000 kar-
tu stipriau, nei nefluorinti (12 pav.). Tai butu 5,9-17,8 kJ/mol skirtumas AG atzvilgiu.
Remiantis tikriniais parametrais, didziausias skirtumas buvo 8,9 kJ/mol (AAG). Vadinasi
K skiriasi tik 32 kartus (Lyg. 1). Kadangi 37 °C temperaturoje fluorinty junginiy pK, =
7,9, o nefluorinty — pK, = 9,7 (2 lent.), neutralaus pH tirpale fluorinty slopikliy deprotoni-
zuotos formos frakcija yra zymiai didesné nei nefluorinty junginiy, ir stebimas iki 1000 karty
jungimosi konstanty skirtumas. Tikriniai termodinaminiai parametrai nepriklauso nuo tir-
palo pH ir leidzia atpazinti svarbius slopiklio strukturinius pokycius, kurie lemia stipresnj
jungimasi.

Termodinaminio optimizavimo kreive vaizdziai parodo kiekvieno CA-slopiklio jungimosi
entalpijos (AH) ir entropijos (TAS) indélj j laisvaja Gibso energija (22 pav.). Si kreive
aprasyta literaturos apzvalgoje. Rezultatai rodo, kad tirti junginiai silpniausia sgveikauja su
CAXII, nes AG maziausia (AG ~ —50 kJ/mol) ir susideda i$ nedidelio palankios entalpijos
ir palankios entropijos indélio. Junginiai Siek tiek stipriau jungiasi su CAVII (K, apie 10
karty mazesné), nes vyrauja didesnis entropijos indélis, nei CAXII atveju, taciau entalpija
yra panasi kaip ir CAXII (AH =~ -30 kJ/mol). Slopikliai pasizymi didesniu giminingumu
CAII ir CAXIII. Nors ju K, yra tos pacios eilés kaip ir CAVII, tac¢iau entalpinis indélis yra
palankesnis daugiau nei 10 kJ/mol. Fluorinti slopikliai yra atrankus CAI, nes ju K, yra bent
10 karty mazesné, nei su kitomis CA, ir siekia 10 pM eile. B1 slopiklis pasizymi ypatingai
dideliu gimingumu ir atrankumu CAI, nes issiskiria i$ kity ypac¢ palankia entalpija (AH =
-86,7 kJ/mol), kuri yra dalinai kompensuojama nepalankios entropijos jnasu (-TAS = 21,9
kJ/mol).
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AAG =-2,9

AAH =-15,8
_TAAS = 12,9
AAG = 4,2
AAH = -4,4
-TAAS = 8,6

AAG = 1,1
AAH = 0,5
-TAAS = 0,6

AAG = 2,1

AAH =-7,7
-TAAS = 9,8
AAG =-8,9
CAI AAH =-41,1
-TAAS = 32,2
AAG =-2,9
AAH =-10,0
-TAAS = 7,1
AAG = 4,4
AAH = 10,1
-TAAS =-5,7
AAG = 1,2
AAH = 3,9
-TAAS =-2,7
AAG = 3,9
AAH = 6,9
-TAAS =-3,0
AAG =-2,3
CAI AAH =-32,5
-TAAS = 30,2
AAG =-3,5
AAH = -4,8
-TAAS = 1,3
AAG =74
AAH = 6,6
-TAAS = 0,7
AAG =-4,0
AAH = 6,3
-TAAS =-10,3
AAG =55
AAH = 14,6
TAAS =-9,1
AAG =24
CAI AAH =-18,7
-TAAS = 21,1

21 pav. Strukturos-termodinamikos sarysio zemélapis. Prie junginio yra pateikti tikriniai
jungimosi parametrai, kJ/mol. Matavimy paklaida iki 5,3 kJ/mol. Virs rodykliy esantys
parametrai reiskia ,jislostos* (zali) /,pralaimétos® (raudoni) energijos kiekj, prie slopiklio
prijungus fluoro atomus. AAX parodo skirtumg tarp dviejy AX dydziy.
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22 pav. Slopikliy termodinaminio optimizavimo kreivé.

Dalis mokslininky yra linke netikéti biofizikiniy metody duomenimis. Dél Sios priezasties
svarbu gautus rezultatus palyginti su fermentinio metodo rezultatais, siekiant patvirtinti
biofizikiniy metody patikimuma. Taip pat keliy metody naudojimas sumazina klaidingo

duomeny interpretavimo tikimybe.

3.4. Biofizikiniy ir fermentinio metody duomeny palyginimas

TSA ir ITC metodais nustatytos disociacijos konstantomis Ky buvo palygintos su SFA

metodu nustatytomis slopinimo konstantomis (/Csg, K;)(3 lent.).

3 lentelé. Slopikliy jungimosi su CAIl duomeny, gauty SFA, TSA, I'TC metodais palygi-
nimas

Slopiklis | K;, nM (SFA) ICsp, nM (SFA) K4, nM (TSA) Ky, nM (ITC)
Al 21,2 £ 5,0 60 &= 14 125 £ 29 330 £ 45
B1| 1,41 + 0,50 40 + 1,4 11,1 4 3,1 <12
AZM 10,6 + 1,2 30 £ 3,5 41,7 £ 2,6 52,4 + 8.4
EZA <0,88 <25 1,43 4+ 0,19 <12

SFA rezultatai patvirtino, kad fluorinti junginiai su CA jungiasi stipriau nei nefluorinti.

Parodyta, kad fluorintas benzensulfonamidas B1 su CAII jungiasi bent 10 karty stipriau, nei
nefluorintas junginys Al. [C5g ir K, vertés skiriasi iki 5,5 karty. Kadangi CAII atveju K; =
I1C50/2,8 (Lyg. 16), tai skirtumas tarp K; ir Ky verciy yra iki 15,4 karty. Siuos skirtumus
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gali lemti temperaturos jtaka, kadangi SFA eksperimentai atlikti 25 °C, o TSA ir ITC —
37 °C temperaturoje. Fermentinio metodo rezultatai patvirtino, kad biofizikiniais metodais

nustatomos teisingos giminingumo konstantos.
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ISVADOS

1. Tirtas karboanhidraziy izoformas pagal aktyvuma galima isdéstyti tokia aktyvumo
mazéjimo tvarka: CAII, CAVII, CAXII, CAI, CAXIII.

2. 4-pakeisti-benzensulfonamidai ir 4-pakeisti-2,3,5,6-tetrafluorobenzensulfonamidai slo-
pina karboanhidraziy aktyvuma. Slopinimo konstantos yra nanomolinés eilés, ju nu-
statyma riboja CA aktyvumas ir koncentracija tirpale.

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

4. Dél mazesneés pK, vertés fiziologinése salygose fluorinti benzensulfonamidai jungiasi su
karboanhidrazémis stipriau, nei nefluorinti slopikliai. Taip pat fluorinti slopikliai su
karboanhidrazemis I, II, VII, XIII jungiasi stipriau nei vaistinis preparatas acetazola-
midas, o su karboanhidrazémis I ir XIII stipriau nei vaistas etokzolamidas.

5. Nustatyti prie CAII aktyviajame centre esancio cinko jono prisijungusios vandens mo-
lekulés bei slopikliy parametrai (pK, ir jonizacijos entalpija), kurie leidzia apskaiciuoti
saveikos tikrinius termodinaminius parametrus.

6. Remiantis tikriniais termodinaminiais parametrais fluorinti benzensulfonamidai yra
atrankus karboanhidrazei I, o vienas i$ tirty slopikliy - 2,3,5,6-tetrafluor-4-[(2-hidrok-

sietil)tio]benzensulfonamidas - pasizymi ypatingai dideliu giminingumu ir atrankumu.
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