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Sutrumpinimų sąrašas

AR aminorūgštis
AZM acetazolamidas
BMR branduolių magnetinis rezonansas
CA karboanhidrazė (angl. carbonic anhydrase)
CAZnH2O prie karboanhidrazės aktyviojo centro Zn2+ koordinuota

vandens molekulė
CARP į karboanhidrazę panašus baltymas (angl. carbonic an-

hydrase related protein)
DMSO dimetilsulfoksidas
DNS dansilamidas
DTT ditiotreitolis
EZA etokzolamidas
GPI glikozilfosfatidilinozitolio inkaras
IR infraraudonieji spinduliai
ITC izoterminio titravimo kalorimetrija (angl. isothermal ti-

tration calorimetry)
MTZ metolazonas
MW molekulinis svoris (angl. molecular weight)
ND nėra duomenų
NDS natrio dodecilsulfatas
PG proteoglikaninis domenas
sCA IX rekombinantinė CA IX trumpesnė forma
s.v. santykiniai vienetai
TFMSA trifluormetansulfonamidas
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Sutrumpinimų sąrašas

TSA terminio poslinkio analizė (angl. thermal-shift assay)
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Įvadas

Tiriant ligų mechanizmus vis daugiau atrandama tokių baltymų-taikinių,
kurių tiesioginio aktyvumo ar sąveikos su kitais baltymais moduliavimas
gali būti taikomas gydyti tam tikrą ligą ar stabdyti jos progresavimą. Šiuo
metu plačiausiai tam naudojama nekovalentinė sąveika su mažamolekuli-
niais junginiais. Dalis vaistinių junginių sukurti konkrečiam baltymui-
taikiniui, kitų taikiniai ne visada yra tiksliai identifikuojami, tačiau pa-
tvirtintas jų klinikinis veiksmingumas.

Pradinis naujų vaistinių junginių kūrimo etapas yra su baltymu-taikiniu
sąveikaujančių ir jo aktyvumą didinančių / mažinančių junginių suradi-
mas, optimizavimas ir sąveikos parametrų tyrimas. Disertacijoje aprašomi
tyrimai priklauso šiam pradiniam etapui.

Naujų vaistinių junginių kūrimas vykdomas dviem pagrindinėmis kryp-
timis: 1) atliekant atsitiktinę paiešką didžiulėse gamtinių ar sintetinių
junginių bibliotekose, kai pasirinkto taikinio aktyvumas tikrinamas tiriant
pastarojo sąveiką su kiekvienu bibliotekoje esančiu junginiu; ir 2) kom-
piuteriniais metodais tikslingai modeliuojant naujus junginius, kai žinoma
baltymo-taikinio struktūra, po to atrinktus junginius sintetinant ir tik-
rinant jų aktyvumą. Šio darbo rezultatai iš dalies prisideda prie abiejų
minėtų krypčių efektyvumo didinimo.

Biofizikiniai tyrimo metodai baltymų-taikinių sąveikai su mažamoleku-
liniais junginiais tirti, greta savitų kiekvieno metodo privalumų, bendru
požiūriu yra naudingi savo universalumu. Fermentinio aktyvumo mata-
vimo metodas atskirai pritaikomas kiekvienam tiriamam fermentui, tam
naudojama daug skirtingų detekcijos būdų, o matuoti fermentinio aktyvu-
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Įvadas

mo neturinčių baltymų biologinį aktyvumą naudojamos dar sudėtingesnės
ir individualiai parinktos sistemos. Tuo tarpu, kiekvienos reakcijos metu
išsiskirianti ar sugeriama šiluma yra universalus signalas, kurį galima iš-
matuoti kalorimetriniais metodais. Taip pat beveik universalus signalas
yra fluorescencija, kurios intensyvumo pokyčiu pagrįstas baltymo lydy-
mosi temperatūros nustatymas terminio poslinkio analizės metodu. Šis
metodas tinka daugumai skirtingų baltymų ir juo galima nesunkiai atrink-
ti tikslinius junginius, kurie, prisijungę prie baltymo, pakeičia jo lydymosi
temperatūrą.

Terminio poslinkio analizė – vienas iš universaliausių bei didžiausio na-
šumo metodų, taikomas atliekant didelio masto paieškas cheminių junginių
bibliotekose. Šio metodo vystymas naudingas ir didinant naujų junginių
paieškos efektyvumą, ir gilinant stebimų procesų suvokimą. Eksperimenti-
nių duomenų analizei taikomų matematinių modelių patikslinimas leidžia
šį metodą naudoti ne tik kokybinei baltymo–ligando sąveikos detekcijai,
bet ir kiekybiniam jos stiprumui įvertinti.

Vienas iš tikslų kuriant naujus junginius kompiuteriniais metodais yra
kiekybinis struktūros ir aktyvumo susiejimas, kuris galimas tik nustačius
tiriamo baltymo erdvinę struktūrą bei išmatavus baltymo ir ligando sąvei-
kos stiprumą. Vystantis kristalinių struktūrų nustatymo metodams (nau-
dojant kristalinimo robotus, kristalų difrakciją matuojant sinchrotronuose,
optimizuojant struktūrų sprendimo metodus), jau gaunamos net atominės
skiriamosios gebos tikslumo struktūros, o jungimosi konstantų nustatymo
tikslumas mokslinėje literatūroje dar stipriai atsilieka.

Dažniausiai literatūroje pateikiamos stebimosios baltymų–ligandų jun-
gimosi parametrų vertės, kurios priklauso nuo eksperimento sąlygų (pH,
temperatūros, naudojamos buferinės medžiagos). Be abejo, šios stebimo-
sios vertės yra naudingos lyginant skirtingus junginius. Tuo labiau, daž-
niausiai eksperimento sąlygos parenkamos taip, kad būtų artimos fiziolo-
ginėms, tad gana patikimai atspindi tikėtiną junginio veikimą ir in vivo
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sąlygomis. Tačiau tiksliniam naujų junginių kūrimui taikant kompiute-
rinius modeliavimo metodus, tokia informacija yra nepakankama, todėl
šiame darbe siekiama iš stebimųjų baltymo ir ligando sąveikos parametrų
išskirti tikruosius, nepriklausančius nuo eksperimento sąlygų bei susijusių
(angl. linked) kartu vykstančių reakcijų ir aprašančius tik tiriamo baltymo
ir junginio sąveiką.

Šio darbo objektas – žmogaus karboanhidrazės (CA) – fermentai, kata-
lizuojantys virsmus tarp anglies dioksido ir bikarbonato. Karboanhidrazių
slopinimas gali būti taikomas gydyti tokias skirtingas ligas kaip glauko-
ma, vėžys, nutukimas, epilepsija, osteoporozė ir kt. Šiuo metu yra beveik
30 mažamolekulinių junginių, kurie naudojami kaip vaistai, su padidėju-
siu karboanhidrazių aktyvumu susijusioms ligoms gydyti. Daug dėmesio
skiriama siekiant sukurti savitus skirtingų karboanhidrazių izoformų slo-
piklius, kurie veiktų tik pasirinktą taikinį, tuo būdu tikintis sumažinti ne-
pageidaujamus šalutinius poveikius. Turint omeny didelį karboanhidrazių
izoformų skaičių, jų struktūrinį panašumą bei gana platų daugelio izo-
formų paplitimą įvairiuose audiniuose, tokių junginių sukūrimas yra itin
sudėtingas.

Šio darbo tikslas:

ištirti rekombinantinių žmogaus karboanhidrazių CA I, II, VII, IX ir
XIII sąveiką su sulfonamidiniais ligandais.

Šiam tikslui įgyvendinti iškelti uždaviniai:

1) įvertinti pasirinktų rekombinantinių žmogaus karboanhidrazių stabi-
lumą skirtingomis eksperimentinėmis sąlygomis bei charakterizuoti CA IX
baltymą;

2) praplėsti terminio poslinkio analizės metodo taikymo ribas stip-
riems ir baltymą destabilizuojantiems ligandams tirti, modeliniais balty-
mais naudojant karboanhidrazes;

3) įvertinti naujų susintetintų junginių sąveikos su žmogaus karboan-
hidrazėmis stiprumą lyginant su klasikiniais vaistiniais karboanhidrazių
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Įvadas

slopikliais;
4) ištirti CA XIII ir sulfonamidinių ligandų sąveikos termodinaminį

mechanizmą, nustatant tikruosius jungimosi termodinaminius parametrus.
Mokslinis naujumas ir praktinė vertė:

šiame darbe pirmą kartą:
- ištirta priešvėžinio taikinio CA IX oligomerinė struktūra ir nustatyta,

kad tai yra dimerinis baltymas;
- praplėstos fluorescencinės terminio poslinkio analizės metodo ribos,

analizuojant baltymo lydymosi temperatūrą mažinančių ligandų jungimąsi
bei detalizuojant labai stiprių sąveikų tyrimą šiuo metodu;

- nustatyti 40-ties naujų junginių jungimosi su žmogaus karboanhidra-
zėmis termodinaminiai parametrai. Daliai naujų junginių gautas Europos
patentas;

- detaliai ištirta žmogaus CA XIII ir sulfonamidinių slopiklių sąveikos
termodinamika, atskiriant tikruosius, nuo eksperimento sąlygų bei susiju-
sių reakcijų nepriklausančius, jungimosi parametrus.
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Literatūros apžvalga

Karboanhidrazės yra liazių (EC 4.2.1.1) klasės metalofermentai, bū-
dingi tiek prokariotiniams, tiek eukariotiniams organizmams [1, 2]. Pir-
mą kartą karboanhidrazės aptiktos 1932 metais žinduolių eritrocituose [3].
Jų fermentiniam aktyvumui baltymo aktyviajame centre būtinas cinko ar,
daug rečiau, kito dvivalenčio metalo jonas. Karboanhidrazės yra vieni
greičiausių žinomų fermentų (žmogaus CA II kkat ∼ 1,4× 106 s−1) [4, 5].

1.1. Karboanhidrazių paplitimas, klasės / tipai

Karboanhidrazės yra koduojamos kelių nepriklausomai evoliucijos metu
išsivysčiusių bei neturinčių ryškaus sekų panašumo genų šeimų [6,7]. Šiuo
metu žinomos penkios nepriklausomos karboanhidrazių šeimos, žymimos
graikų abėcėlės raidėmis α, β, γ, δ, ζ . α-CA aptinkamos stuburiniuo-
se, pirmuonyse, dumbliuose, žaliųjų augalų citoplazmoje bei kai kuriose
bakterijose. β-CA dažniausiai aptinkamos bakterijose, dumbliuose, viena-
skilčių ir dviskilčių augalų chloroplastuose, taip pat daugelyje grybų bei
kai kuriose archėjose. γ-CA nustatytos archėjose, kai kuriose bakterijose,
o δ-CA ir ζ-CA iki šiol aptiktos tik jūriniuose titnagdumbliuose. Visos
šiuo metu žinomos karboanhidrazės yra metalofermentai [8]. α-, β- ir δ-
CA aktyviajame centre turi Zn2+ joną. γ-CA dažniausiai randamos su
Fe2+, tačiau išlaiko aktyvumą ir pakeitus metalo joną į Zn2+ ar Co2+. ζ-
CA naudoja Cd2+ arba Zn2+. Skirtingų šeimų karboanhidrazės vienos nuo
kitų labai skiriasi ir oligomeriniu būviu: α-CA paprastai yra monomerai
ir retkarčiais dimerai, β-CA būna dimerai, tetramerai, oktamerai, γ-CA –
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trimerai. δ- ir ζ-CA greičiausiai yra monomerai [8]. Skirtingų CA klasių
aktyviųjų centrų schematinis palyginimas parodytas 1.1 pav.
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1.1 pav. Metalo jono koordinacija skirtingų klasių karboanhidrazėse: A – α-, γ- ir δ-
CA (γ klasės CA metalas taip pat gali būti Co(II) arba Fe(II)); B ir C – β-CA aktyvūs
centrai; D – ζ-CA (Cd(II) gali būti pakeičiamas Zn(II), neprarandant aktyvumo). [9]

1.2. α-Karboanhidrazių izoformos

Žinduolių organizmuose aptikta 16 α-karboanhidrazių izoformų (žymi-
mos romėniškais skaitmenimis). Genų duomenų bazių paieškos rezultatai
rodo, kad daugiau jų neturėtų būti atrasta [10]. Žmoguje ir kituose aukš-
tesniuosiuose primatuose jų yra 15, nes CA XV baltymo raiška nevyksta
dėl gene esančios rėmelio poslinkio mutacijos. Tokia gausybė izoformų
tarpusavyje skiriasi oligomerine būsena, kataliziniu aktyvumu, lokalizacija
ląstelėje, pasiskirstymu audiniuose ir organuose bei nustatyta ar spėjama
funkcija [1, 5]. Pagal pasiskirstymą ląstelėje karboanhidrazių izoformas
galima suskirstyti į citoplazmines, mitochondrines, sekretuojamas ir susi-
jusias su membrana (1.2 pav.). Trys karboanhidrazių izoformos – CA VI-
II, X ir XI – nėra kataliziškai aktyvios (jos dar vadinamos CARP (angl.
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carbonic anhydrase related protein)). Taip yra todėl, kad jose yra įvykusios
aktyviojo centro aminorūgščių, kurios koordinuoja katalizei būtiną cinko
joną, mutacijos. Šiuo metu yra tiriama galima jų funkcija ir jos siejamos
su nervų sistemos veikla [1, 11].

1.2 pav. Kataliziškai aktyvių žmogaus karboanhidrazių izoformų lokalizacija ląstelėje.
CA I, II, III, VII ir XIII yra citozolinės, CA VA ir VB randamos mitochondrijose,
CA VI sekretuojama už ląstelės ribų, CA IV randama ląstelės išorėje, prie membranos
laikosi per GPI inkarą, CA IX, XII ir XIV turi vieną kartą membraną perveriančius
membraninius domenus, o jų aktyvieji centrai yra ląstelės išorėje [12].

Nepaisant skirtingų izoformų ląstelinės lokalizacijos, jos yra labai ho-
mologiškos ir jų struktūros itin panašios (1.3 pav.).

Daugelyje audinių kelios karboanhidrazių izoformos veikia kartu. Pa-
vyzdžiui, žinduolių inkstuose gaminamos mažiausiai trys izoformos – CA
II, IV ir XII (graužikuose – net penkios: be jau minėtų, dar CA XIV ir
CA XV) – jos sutartinai veikia rūgščių – bazių pernašoje, kuri yra būtina
inkstų atliekamai rūgščių – bazių reguliacijos funkcijai [14,15].

1.1 lentelėje pateiktas išsamus žmogaus karboanhidrazių izoformų pa-
lyginimas pagal jų pasiskirstymą audiniuose / organuose, lokalizaciją ląs-
telėje, katalizinį aktyvumą bei kartu nurodyta su kokiomis ligomis siejama
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1.3 pav. Visų α-CA, kurių žinomos struktūros, sekų palyginys. CA II antrinės struk-
tūros elementai pavaizduoti schematiškai: α-spiralės raudonais cilindrais, o β-klostės
– geltonomis rodyklėmis. Pabrauktos konservatyvios aminorūgštys. Juodi trikampiai
žymi katalizei svarbias aminorūgštis – Zn2+ koordinuojančius histidinus bei Thr199 ir
Glu106, o žvaigždutėmis pažymėtos kitos aktyviojo centro kišenės aminorūgštys [13].

pasirinkta CA izoforma.

1.2.1. Citoplazminės izoformos (CA I, II, III, VII, XIII)

Penkios žmogaus α-karboanhidrazių izoformos (CA I, II, III, VII ir XI-
II) yra citoplazminiai baltymai. CA I yra vienas iš gausiausių karboan-
hidrazių izofermentų žinduolių eritrocituose (jo yra apie 5-6 kartus daugiau
nei CA II). Šiam baltymui būdingas mažas katalizinis aktyvumas [17].

CA II yra labiausiai paplitusi karboanhidrazių izoforma, aptinkama
praktiškai visuose žmogaus audiniuose ir organuose. Fiziologinėmis sąly-
gomis kataliziškai labai aktyvi (kkat = 1,4×106 s−1) ir yra vienas greičiau-
sių žinomų fermentų. Pagrindinė CA II funkcija – rūgščių – bazių pusiau-
svyros palaikymas. Dėl jos vyksta CO2 mainai plaučiuose, eritrocituose,
inkstuose. Parodyta, kad CA II, CA IV ir CA IX dalyvauja CO2/HCO–

3
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pernašoje per ląstelės membraną, susidarant transporto metabolonui su
SLC4 šeimos HCO–

3/Cl keitikliais, pvz., AE1 [1,18,19].

CA III savo struktūra panaši į CA II (šių izoformų sekų identišku-
mas – 62 %). Pirmą kartą CA III išskirta iš žmogaus skeleto raumenų
ir charakterizuota 1979 metais. CA III yra hormonais reguliuojamas, itin
mažo katalizinio aktyvumo CA izofermentas – tik apie 0,3 % CA II ak-
tyvumo [5, 20]. Mažą fermentinį aktyvumą labiausiai lemia dviejų ami-
norūgščių skirtumai aktyviajame centre: Lys64, vietoje His64, neatlieka
histidinui būdingo protonų šaudyklės vaidmens, o Phe198, vietoje formuo-
jant hidrofobinę kišenę dalyvaujančio Leu198, sukuria erdvinius trukdžius
aktyviajame centre [21]. CA III daugiausia yra skeleto raumenyse, kur
ji sudaro ∼8 % visų tirpių baltymų [21]. Ši izoforma, greta karboan-
hidrazinio, turi ir fosfatazinį aktyvumą [22]. Raumenims dirbant, kaupiasi
laktatas ir fosfatas, terpė rūgštėja. Terpės pH reguliavimas yra viena iš
CA III funkcijų. Nors, lyginant su kitomis izoformomis, CA III veikia
labai lėtai, tačiau jos slopinimas pagreitina raumenų nuovargį. Be to, rau-
menims susitraukiant, padidėja aktyvių deguonies formų gamyba. CA III
saugo ląstelę nuo oksidacinio streso. Iš penkių jos struktūroje esančių cis-
teinų du gali grįžtamai sąveikauti su glutationu per disulfidinį ryšį. Taip
pat CA III labai gausiai gaminama adipocituose – čia ji sudaro iki 24 %
tirpių baltymų. Adipocituose ji turi dvi pagrindines funkcijas – saugo ląs-
teles nuo oksidacinio streso pažaidų ir dalyvauja reguliuojant genų raišką
adipogenezės metu [23].

CA VII – labai homologiška kitoms citoplazminėms izoformoms, ta-
čiau yra skirtingai pasiskirsčiusi audiniuose. CA VII daugiausiai randama
smegenų audiniuose, dalyvauja sužadinant neuronus, perduodant signa-
lą [24]. Neseniai nustatyta, kad ji yra potencialus taikinys neuropatinio
skausmo (tai skausmas, atsirandantis dėl nervų sistemos pažeidimo arba
jos funkcijų sutrikdymo) atveju, kurį gydyti metodų šiuo metu yra labai
mažai [24]. CA VII yra didelio katalizinio aktyvumo (ji yra aktyvesnė už
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1.2. α-Karboanhidrazių izoformos

CA I ir CA XIII, bet nesiekia CA II lygio). Struktūrą stabilizuoja vidumo-
lekulinis disulfidinis ryšys Cys56-Cys180. Taip pat organizme aptikta ir
trumpesnė bei gerokai mažiau stabili CA VII forma – baltymas, neturintis
pirmų 56 aminorūgščių [25].

CA XIII – dar vienas citozolinis karboanhidrazių izofermentas. Balty-
mo raiška aptinkama užkrūčio liaukoje, inkstuose, pažandinėje seilių liau-
koje, plonosiose žarnose bei dauginimosi organuose. CA XIII yra vidutinio
katalizinio aktyvumo fermentas (aktyvumas panašus kaip CA I), tačiau ji
labai jautri sulfonamidinę grupę turintiems slopikliams (panašiai kaip CA
II) [10,26,27].

1.2.2. CA IV

CA IV izoforma iš kitų išsiskiria tuo, kad ji yra susijusi su ląstelės
membrana per glikozilfosfatidilinozitolinį (GPI) inkarą. Į ją panašiausia
(taip pat turinti GPI inkarą) yra CA XV, kurios raiška žmogaus organiz-
me nevyksta. Šios karboanhidrazės aktyvusis centras yra ląstelės išorėje,
didelis katalizinis aktyvumas. Jos struktūrai papildomo stabilumo suteikia
du vidumolekuliniai disulfidiniai tilteliai [28]. CA IV organizme sutinka-
ma daug kur – kepenyse, inkstuose, kasoje, smegenyse, žarnyne, širdies
raumenyje, akyse ir kt. Viena iš pagrindinių jos funkcijų – rūgščių–bazių
pusiausvyros reguliavimas inkstuose [29,30]. Būtent CA IV, esanti liežuvy-
je, yra atsakinga už išsiskiriančio anglies dioksido pojūtį, geriant gazuotus
gaiviuosius gėrimus. Galima šio reiškinio biologinė prasmė – galimybė gy-
vūnams pajusti maiste vykstančius rūgimo procesus [29, 31].

1.2.3. CA VA ir CA VB

CA VA ir CA VB – dvi karboanhidrazių izoformos, kurios nuo kitų
α-CA skiriasi tuo, kad jos randamos mitochondrijose. Šios izoformos yra
labai panašios (sekų identiškumas – 64 %), tačiau viena nuo kitos skiriasi
pasiskirstymu audiniuose: žmogaus CA VA aptikta tik kepenyse, o CA VB
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randama ir skeleto raumenyse, kasoje, inkstuose, seilių liaukose bei nuga-
ros smegenyse [32,33]. Šios CA dalyvauja gliukoneogenezėje, ureagenezėje,
lipogenezėje – užtikrina pradinio substrato HCO–

3 tiekimą biosintetiniams
procesams. Dėl šios ypatybės jos yra galimi naujos kartos vaistų nuo nu-
tukimo taikiniai [34–36].

1.2.4. CA VI

CA VI yra vienintelė sekretuojama žmogaus CA izoforma. CA VI
pirmą kartą buvo aptikta seilėse, bet vėliau rasta ir ašarose, piene, nosies
sekrete, kvėpavimo takų ir virškinamojo kanalo epitelyje ir kt. [37, 38].
Taip pat aptikta ir stresinėmis sąlygomis gaminama viduląstelinė šios izo-
formos variacija. CA VI, kaip ir su membrana susijusios CA IV, XII ir
XIV, turi disulfidinį ryšį tarp Cys42 ir Cys224, kuris stabilizuoja akty-
viojo centro kilpą, apimančią Pro222-Pro223 cis-ryšį, taip pat katalizinę
aminorūgštį Thr199, kuri orientuoja su Zn2+ susirišantį hidroksidą katali-
zei. Kaip jau minėta, CA VI yra viena iš nedaugelio α-karboanhidrazių,
kurios suformuoja dimerus. Dimerizacijos pobūdis skiriasi nuo CA IX ir
CA XII dimerizacijos. CA VI dimere monomerai yra susijungę mažiausiai
11 vandenilinių ryšių. Monomerų aktyvieji centrai dimere yra nukreipti
vienas į kitą (1.4 pav.). CA VI yra vidutinio aktyvumo izoforma, katali-
zinėmis savybėmis panaši į CA I [38].
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1.4 pav. CA VI dimerizacija: monomerų aktyvieji centrai (pažymėti rodyklėmis) yra
nukreipti vienas į kitą. [38]

1.2.5. CA IX

CA IX atrasta palyginti neseniai – 1992 metais HeLa ląstelių lini-
joje [39]. Tai didžiausia žmogaus karboanhidrazė (genas koduoja 459
aminorūgštis), sudaryta iš kelių domenų: N-galinis užląstelinis domenas
(414 AR), vieną kartą membraną perveriantis tarpmembraninis regionas
(20 AR) ir trumpa viduląstelinė sritis (25 AR). Ląstelės išorėje esančią bal-
tymo dalį sudaro signalinė seka (37 AR), proteoglikaninis domenas (59 AR)
ir 257 AR ilgio katalizinis CA domenas, labai homologiškas kitoms žmo-
gaus karboanhidrazėms [40,41].

CA IX iš kitų CA šeimos baltymų išsiskiria tuo, kad jos raiška norma-
liuose audiniuose yra labai ribota, tuo tarpu kietųjų navikų atveju ląstelių
paviršiuje šio baltymo būna labai daug. Jos raiška visada susijusi su hipok-
sija – tai transkripcijos faktoriaus HIF-1 (angl. hypoxia inducible factor)
valdomas baltymas [42]. Pastebėta, kad CA IX raiška tiesiogiai susijusi
su sudėtingu vėžio gydymu – šį baltymą gaminantys navikai nepasiduoda
klasikinei radio- ir chemoterapijai [43,44].

Greta auglio viduląstelinio pH reguliavimo, labai svarbi CA IX funkcija
ir tokiems vėžinių ląstelių procesams kaip adhezija ir migracija, nes jie
tiesiogai susiję su metastazių atsiradimu [43].
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Proteoglikaninis (PG) domenas yra išskirtinė šios izoformos savybė.
Nustatyta, kad PG domeno funkcija šiuo atveju yra buferinė – jis lemia
tai, kad CA IX pH optimumas yra 6,5 – tai būdinga kietų hipoksinių
auglių tarpląstelinės terpės pH reikšmė. CA IX yra viena iš greičiausių
žinomų karboanhidrazių (kkat = 1,1 × 106 s−1) – jos aktyvumas artimas
CA II izoformai [40].

CA IX struktūros šerdį sudaro klasikinis dešimties β-klosčių lakštas.
Struktūrą sutvirtina vidumolekulinis disulfidinis ryšys, būdingas ir kitoms
membraninėms karboanhidrazėms (Cys23–Cys203). Dar vienas disulfidi-
nis ryšys susidaro tarp dviejų karboanhidrazinių domenų formuojantis di-
merui (Cys41–Cys41) 1.5 pav. [41].

A B

1.5 pav. CA IX struktūra: A – siūlomas pilno ilgio baltymo modelis (kristalogra-
fiškai nustatyta tik katalizinio domeno struktūra), B – CA IX (mėlyna) dimerizacijos
palyginimas su CA XII (raudona) [41].

1.2.6. CA VIII, CA X, CA XI

CA VIII, CA X ir CA XI yra katalizinio aktyvumo neturinčios kar-
boanhidrazių izoformos, dar vadinamos CARP (angl. carbonic anhydrase

related proteins). Kataliziškai jos neaktyvios dėl mutacijų aktyviajame
centre – vienas ar du histidinai, koordinuojantys cinko joną, šiuose bal-
tymuose yra pakeisti kitomis aminorūgštimis [45]. Šių baltymų funkcijos
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ištirtos dar gana neišsamiai, bet kuo toliau, tuo labiau daugėja įrody-
mų, kad CARP dalyvauja centrinės nervų sistemos vystymesi ir veikloje.
CARP raiška aptinkama ir kituose audiniuose, kur jų funkcija dar nenu-
statyta. Nepaisant to, kad šie baltymai nėra kataliziškai aktyvūs, jie yra
konservatyvūs daugelyje rūšių – nuo amfibijų iki žmogaus [46,47].

CA VIII ir CA X yra ląsteliniai baltymai, o CA XI – sekretuojama
izoforma [19].

1.2.7. CA XII, XIV

CA XII yra dar viena membraninė karboanhidrazių izoforma. Jos
aktyvusis centras yra ląstelės išorėje, baltymas formuoja dimerus [48].
CA XII raiška aptinkama inkstuose, žarnyne, pieno liaukose, dauginimosi
organuose. Šio baltymo raiškos padidėjimas pastebėtas kai kurių vėžio for-
mų atveju, todėl CA XII yra vienas iš priešvėžinių vaistų taikinių [49,50].

CA XIV yra paskutinis atrastas žmogaus karboanhidrazių izofermen-
tas [51]. Kaip ir CA XII bei CA IX, tai membraninį segmentą turintis
baltymas, kurio aktyvusis centras yra ląstelės išorėje. Skirtingai nuo pa-
starųjų izoformų, ši CA yra monomeras [52]. CA XIV raiška nustatyta
inkstuose, širdyje, smegenyse, skeleto raumenyse, kepenyse, plaučiuose.
Savo struktūroje turi vieną vidumolekulinį disulfidinį tiltelį. Iš kitų CA
izoformų išsiskiria neįprastu atsparumu druskoms [53].

1.3. α-Karboanhidrazių struktūra

Karboanhidrazė yra penkioliktas baltymas, kurio erdvinė struktūra nu-
statyta kristalografiniais metodais 1971 metais [54]. Nepriklausomai nuo
skirtingų izoformų ląstelinės lokalizacijos, karboanhidrazių struktūros yra
labai panašios, ko ir reikia tikėtis, atsižvelgiant į didelę sekų homologiją.
α-Karboanhidrazių struktūros pagrindą sudaro išlenktas antiparalelinis β-
lakštas, apsuptas α-spiralių ir papildomų β-klosčių (1.6 pav.). Struktūra
yra gana stabili ir praktiškai nekinta, prisijungiant substratui ar slopikliui.
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1.6 pav. Bendra α-CA struktūra. Aktyviajame centre rutuliuku pažymėtas Zn2+

jonas. Skirtingomis spalvomis pavaizduoti antrinės struktūros elementai: raudona –
α-spiralės, žydra – β-klostės, žalia – linkiai.

Aktyvusis centras yra didelėje kūgio formos ertmėje (maždaug 12 Å
pločio ir 13 Å gylio), kuri tęsiasi nuo baltymo paviršiaus iki moleku-
lės centro. Šios ertmės dugne yra aktyviojo centro cinko jonas, kurį α-
karboanhidrazėse laiko trys konservatyvūs histidinai – His94, His96 ir
His119. Kai kuriose kitų klasių karboanhidrazėse dalis histidinų yra pa-
keisti cisteinais [5]. Cinko jonui būdinga tetraedrinė koordinacija, kur trys
ligandai yra baltymo histidinų azotai, o ketvirtasis – vandens molekulė
arba hidroksido jonas. Šios vandens molekulės / hidroksido jono nukleofi-
liškumą padidina vandenilinių ryšių tinklas. H2O / OH– sudaro vandenilinį
ryšį su konservatyvia Thr199 aminorūgštimi bei dviem molekulėmis, esan-
čiomis priešingose pusėse – viena, vadinama „giliuoju vandeniu“, esančia
hidrofobinėje ertmėje, ribojamoje konservatyvių aminorūgščių pozicijose
121, 143, 198, ir 209; antra – hidrofilinėje aplinkoje, link įėjimo į aktyvųjį
centrą (1.7 pav.) [12].

Visose CA izoformose baltymo aktyviojo centro ertmę galima sąlygiškai
padalinti į dvi labai skirtingas sritis: viena yra sudaryta iš hidrofobinių
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1.3. α-Karboanhidrazių struktūra

Gilusis vanduo
 " 

"

1.7 pav. α-CA pavyzdys – hCA II aktyvusis centras. Zn2+ tetraedriškai koordinuotas
su trimis aktyviojo centro histidinais ir vandens molekule arba hidroksido jonu, kuris
toliau dalyvauja vandenilinių ryšių tinkle, formuojamame tarp aktyviojo centro amino-
rūgščių ir vandens molekulių. Parodytos abi His64 konformacijos: in ir out [12].

aminorūgščių klasterio, kita – hidrofilinė (1.8 pav.) [55,56].
Ši dviejų skirtingų aplinkų sistema aktyviajame centre užtikrina efekty-

vų CO2 pavertimą bikarbonatu. Hidrofobinis regionas yra būtinas pagauti
CO2 ir jo anglies atomą orientuoti patogia kryptimi prie cinko jono koor-
dinuoto hidroksido jono nukleofilinei atakai, o hidrofilinis regionas sukuria
tvarkingą vandenilinių ryšių tinklą, kuris užtikrina greitą protono pernašą
nuo su cinko jonu susijungusios vandens molekulės į tirpiklį [57]. Viena
iš svarbiausių šio proceso aminorūgščių yra His64 [58]. Ši aminorūgštis
konservatyvi daugumoje aktyvių CA izoformų (CA I, II, IV, VI, VII, IX,
XII, XIV). CA III His64 pakeistas Lys, o tai yra viena iš jos ypač mažo
aktyvumo priežasčių. CA VA ir CA VB šioje pozicijoje turi Tyr.

Visos žmogaus α-CA yra monomerai, išskyrus tris: dvi membranines –
CA IX ir CA XII – bei sekretuojamą CA VI. Šios trys izoformos yra dime-
rai. Įdomu tai, kad dimerinės struktūros kiekvienu atveju yra skirtingos:
dimerizuojasi skirtingais paviršiais, dimerizacija nedaro įtakos fermento
kataliziniam aktyvumui.
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1.8 pav. Žmogaus CA II aktyviojo centro kišenė. Hidrofobinė kišenės sritis (pažymė-
ta rožine spalva) atsakinga už CO2 (kristalinėse struktūrose paprastai ši pozicija būna
užimta vandens molekulės (pažymėta Wdeep)) pagavimą. Hidrofilinė aktyviojo centro
kišenės dalis (pažymėta violetine spalva) orientuoja CO2 ir sudaro protonų pernašos
tinklą (raudoni apskritimai), kuriame dalyvauja ir tirpiklio molekulės. Zn2+ joną koor-
dinuoja trys histidinai ir vandens molekulė arba hidroksido jonas [57].

1.4. α-Karboanhidrazių fermentinis veikimo me-
chanizmas

Karboanhidrazės katalizuoja grįžtamą anglies dioksido hidratacijos re-
akciją, susidarant bikarbonato jonui ir protonui:

CO2 + H2O�H+ + HCO−
3

Katalizė vyksta dviejų stadijų „ping-pong“ mechanizmu [59, 60]. Pir-
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1.4. α-Karboanhidrazių fermentinis veikimo mechanizmas

mosios stadijos metu vyksta nukleofilinė ataka – prie Zn2+ jono prisijungęs
hidroksido jonas atakuoja CO2 molekulę (1.9 B pav.), susidaro bikarbo-
nato jonas, kuris lieka prisijungęs prie metalo jono (1.9 C pav.). Toliau
vyksta bikarbonato jono pakeitimas vandens molekule (1.9 D pav.).

Antrosios stadijos, kuri riboja viso proceso greitį, metu prie Zn2+ jo-
no prisijungusi vandens molekulė atiduoda protoną, kuris patenka į buferį
(pažymėtą B raide), ir tuo būdu atstatoma aktyvi fermento forma (1.9 A

pav.) su hidroksido jonu aktyviajame centre [59]. Šiam procesui svarbi
aminorūgštis His64, kuri veikia kaip protonų šaudyklė [61]: kai His64 šo-
ninė grandinė nukreipta į Zn2+ pusę (in konformacija), ji paima protoną iš
su Zn2+ susijungusios vandens molekulės, tada šoninės grandinės konfor-
macija pasikeičia į out, t. y. ji nukreipiama į buferio pusę ir atiduodamas
protonas [62].
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1.9 pav. α-CA katalizės mechanizmas. Proceso A�B metu į fermento aktyvųjį centrą
patenka substrato (CO2) molekulė; B�C – prie Zn2+ jono prisijungęs hidroksido jonas
atakuoja CO2, susidaro bikarbonato jonas; C�D – išlaisvinamas bikarbonato jonas,
jį aktyviajame centre pakeičia vandens molekulė; D�A yra proceso greitį ribojanti
stadija, kurios metu fermentas grįžta į aktyvią formą, t. y. protonas nuo aktyviajame
centre koordinuotos vandens molekulės pernešamas į buferį ir prie Zn2+ lieka prisijungęs
hidroksido jonas.
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1.5. Karboanhidrazių slopinimo mechanizmas, slo-
piklių tipai

Karboanhidrazių slopiklius pagal sąveikos su baltymu pobūdį galima
skirstyti į dvi grupes: a) tuos, kurie sudaro tiesioginį ryšį su aktyviojo
centro cinko jonu, ir b) tuos, kurie tiesiogiai su Zn2+ nesąveikauja. Šiuo
metu žinomi keturi pagrindiniai α-karboanhidrazių slopinimo mechaniz-
mai, patvirtinti kristalografiniais metodais [9, 63]:

1) slopiklis prisijungia prie cinko jono, pakeisdamas ten buvusią vandens
molekulę ar hidroksido joną, išlaikant tetraedrinę cinko jono koordinacijos
geometriją (pvz., sulfonamidai, metalus kompleksuojantys anijonai 1.10 A

pav.);

2) slopiklis patenka į metalo jono koordinacijos sritį, susidarant tri-
kampės bipiramidės formos aduktui (anijonai, pvz., tiocianatas, 1.10 B

pav.);

3) slopiklis prisijungia prie su Zn2+ sąveikaujančios vandens molekulės
arba hidroksido jono (fenolis ir jo dariniai, 1.10 C pav., arba poliaminai,
pvz., sperminas, spermidinas, 1.10 D pav.);

4) slopiklis užkemša įėjimą į aktyviojo centro ertmę, prisijungdamas
aktyvatoriaus susirišimo srityje ir visiškai nesąveikaudamas su Zn2+ (pvz.,
kumarinai (hidrolizuojami in situ iki 2-hidroksicinamono rūgšties), lako-
samidai ir fulerenai, 1.10 E pav.).

Klasikiniai CA slopikliai yra pirminiai sulfonamidai, RSO2NH2, kurie
medicinoje naudojami jau daugiau nei 50 metų kaip diuretikai ir siste-
miniai priešglaukominiai vaistai [64, 65]. Sulfonamidinė ligando grupė su
karboanhidraze tiesiogiai sudaro tris ryšius: azoto atomas sudaro joninį
ryšį su Zn2+ ir vandenilinį ryšį su Thr199 deguonies atomu, o su šios ami-
norūgšties amino grupe vandenilinį ryšį sudaro vienas iš sulfonamidinės
grupės deguonies atomų (1.11 pav.). Likusi ligando dalis, priklausomai
nuo savo struktūros, gali sudaryti ryšius su baltymo aktyviojo centro ki-
šenės hidrofiline ir (ar) hidrofobine sritimi. Benzensulfonamidai su kar-
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1.10 pav. Kristalografiškai patvirtinti α-CA slopinimo mechanizmai [63].
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boanhidrazėmis dažniausiai jungiasi labai panašiai – sulfonamidinė grupė
sudaro įprastus ryšius su Zn2+ ir Thr199, o fenilo žiedas sudaro keletą van
der Valso (van der Waals) kontaktų su Gln92, Val121, Phe131, Leu198 ir
Thr200 aminorūgštimis (1.11 pav.) [56].

Beveik 30 cheminių junginių, priklausančių sulfonamidų ar sulfamatų
klasėms ir pasižyminčių karboanhidrazes slopinančiu aktyvumu, yra nau-
dojami kaip vaistiniai junginiai [66].

Hid
ro

fo
bi

nė
 p

us
ė Hidrofilinė pusė

A B

1.11 pav. Sulfonamidinę grupę turinčio ligando su baltymu sudaromi ryšiai: A –
bendra schema, B – benzensulfonamido atvejis.

1.6. Karboanhidrazių aktyvinimas

Kadangi karboanhidrazės yra vieni greičiausių žinomų fermentų, jų ak-
tyvinimas, skirtingai nei slopinimas, ištirtas gerokai mažiau. Aktyvatoriai
dalyvauja katalizinio ciklo greitį ribojančioje stadijoje – protonų perne-
šime tarp aktyviojo centro ir reakcijos terpės. Daugumoje CA izoformų
šią funkciją atlieka His64 aminorūgštis, dar vadinama protonų šaudykle.
Esant aktyvatoriui, atsiranda alternatyvus protonų pernašos kelias, kuria-
me dalyvauja aktyviajame centre prisijungusio aktyvatoriaus protonizuo-
jama grupė, todėl bendras katalizinis efektyvumas padidėja [11, 67].

Efektyviausi žinomi aktyvatoriai – L-histidinas, L-prolinas, kai kurios
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1.7. Karboanhidrazė kaip terapinis taikinys

kitos aminorūgštys ir į jas panašūs junginiai – histaminas, adrenalinas ir
kt., turintys protonizuojamas grupes, kurių pKa 6,5–8,0. Jie jungiasi prie
įėjimo į aktyviojo centro kišenę, netoli His64, sudarydami vandenilinių
ryšių tinklą su aktyviojo centro aminorūgštimis ir prie Zn2+ jono prisijun-
gusiu hidroksido jonu / vandens molekule (1.12 pav.) [68].

1.12 pav. Aktyvatorius L-histidinas (pažymėtas kaip His300) hCA II aktyviajame cent-
re. Punktyrinėmis linijomis pažymėti vandeniliniai ryšiai tarp aktyvatoriaus molekulės
ir aktyviojo centro aminorūgščių His64, Asn67 ir Gln92. Skaičiai rodo atstumus Å [67].

Aktyvatoriaus prisijungimas karboanhidrazės aktyviajame centre prie
protono pernašos pagreitinimo gali iš esmės prisidėti dviem būdais: 1)
aktyvatoriaus molekulė gali veikti kaip alternatyvi protonų šaudyklė (tam
tinka tiek karboksilo, tiek amino grupes turintys junginiai) arba 2) aktyva-
toriaus molekulė gali padidinti His64 protonų šaudyklės efektyvumą [67].

1.7. Karboanhidrazė kaip terapinis taikinys

Karboanhidrazių katalizuojama reakcija svarbi daugelyje fiziologinių
procesų, tokių kaip: kvėpavimas ir CO2 pernaša tarp plaučių ir meta-
bolizuojančių audinių, pH palaikymas, elektrolitų sekrecija, biosintetinės
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reakcijos (gliukoneogenezė, lipogenezė, ureagenezė), kaulų rezorbcija, navi-
kų vystymasis. Daugelis šiuose procesuose dalyvaujančių karboanhidrazių
yra svarbūs vaistų-slopiklių taikiniai – jų slopinimas gali būti naudojamas
gydant glaukomą, edemą, epilepsiją ir kitus nervinės sistemos sutrikimus,
nutukimą, osteoporozę ir kai kurias vėžio rūšis. Įvairių mikroorganizmų
(Plasmodium falciparum, Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis,
Candida albicans, Malassezia globosa) karboanhidrazių slopinimas gali bū-
ti taikomas, kuriant kovos metodus su jų sukeliamomis ligomis [69–71].

Sulfonamidinę grupę turintys junginiai yra plačiai paplitę tarp vaistinių
junginių. Dalis jų naudojami kaip karboanhidrazių slopikliai, nemaža dalis
turi kitus baltymus-taikinius, tačiau neretai papildomas teigiamas ar pa-
šalinis poveikis yra ir kai kurių karboanhidrazių izoformų slopinimas [72].
Tokio junginio pavyzdys – dar prieš keletą metų kaip karboanhidrazių
slopiklis aktyviai tirtas indisulamas (E7070), kuris šiuo metu yra antroje
klinikinių tyrimų fazėje, tačiau dabar jo aktyvumas jau nebesiejamas su
karboanhidrazių slopinimu [73], manoma, kad jis stabdo ląstelės ciklą G1
stadijoje.

1.7.1. Glaukoma

Glaukoma yra degeneracinė akių liga, sukeliama padidėjusio akispū-
džio, kuris sąlygoja palaipsnį regėjimo silpnėjimą ir, ilgainiui, apakimą.
Akyje lokalizuotų CA slopinimas sumažina HCO–

3 (pagrindinio akies skys-
čio komponento) gamybą, taigi ir akies skysčio sekreciją. Sistemiškai vei-
kiantys karboanhidrazių slopikliai, tokie kaip acetazolamidas, metazola-
midas, etokzolamidas ir dichlorofenamidas (1.13 pav.), akispūdį sumažina
maždaug 25–30 %. Tačiau dėl viso organizmo CA slopinimo pasireiškia
slopiklių nepageidaujamas pašalinis poveikis [74,75].

Vėliau atrasti lokaliai veikiantys, nesisteminiai antiglaukominiai jun-
giniai – dorzolamidas ir brinzolamidas. Dėl gero tirpumo vandenyje jie
naudojami akių lašų pavidalu, todėl turi gerokai mažiau pašalinių povei-
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kių [74,76].
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1.13 pav. Aptariamų vaistinių junginių, kurių tiesioginis ar pašalinis veikimo mecha-
nizmas yra karboanhidrazių slopinimas, struktūrinės formulės.
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1.7.2. Nervų sistemos ligos ir nutukimas

Sultiamas, zonisamidas naudojami kaip antiepileptiniai vaistai, sulpi-
ridas – kaip dopamino receptorių antagonistas (1.13 pav.). Topiramatas
naudojamas epilepsijai, migrenai gydyti [77]. Neseniai pastebėtas paša-
linis zonisamido ir topiramato poveikis – svorio kritimas – išnaudojamas
bandant pritaikyti šiuos junginius kaip vaistus nuo nutukimo. Šis poveikis
tiesiogiai siejamas su mitochondrinių karboanhidrazių izoformų slopini-
mu [11,35,36].

1.7.3. Vėžys

Gana nauja sritis – karboanhidrazių slopiklių kaip potencialių priešvė-
žinių junginių ar kaip vėžio vaizdinimo priemonių panaudojimas [43]. Šiuo
atveju remiamasi CA IX ir CA XII (kartais ir CA II) padidėjusia raiška kai
kurių vėžio formų atveju. Tam reikalingi atrankūs šių CA izoformų slopik-
liai. Dalinis atrankumas pasiekiamas ir naudojant per ląstelės membraną
nepraeinančius CA slopiklius [44,78].

Daugeliui navikų būdinga struktūriškai ir funkciškai pakitusi deguo-
nies mikrocirkuliacija, kuri sukelia nepakankamą aprūpinimą deguonimi
(hipoksiją) [76, 79]. Šią aplinkybę bandoma išnaudoti, kuriant junginius,
kurie aktyvinami hipoksinėje aplinkoje (pvz., aktyvus junginys susidaro
redukuojant disulfidinius ryšius) [80,81].

Greta to, kad CA IX slopikliai tiesiogiai sumažina šio baltymo fermen-
tinį aktyvumą ir tuo būdu sumažina vėžinės ląstelės gebėjimą išgyventi
hipoksinėmis sąlygomis, išnaudojama ir CA IX kaip vėžinio žymens ypaty-
bė. Tam naudojami CA IX slopikliai arba CA IX atpažįstantys antikūnai,
konjuguoti su citotoksiniais agentais ar radionuklidais, – taip šie akty-
vieji agentai atvedami prie tikslinio taikinio – vėžinės ląstelės. Taip pat
šiam tikslui naudojamas nuo antikūnų priklausomas ląstelinis toksiškumas
– mechanizmas, kai CA IX atpažįstantis antikūnas indukuoja NK (angl.
natural killer) ir kitų efektorinių ląstelių atsaką paciento imuninėje siste-
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moje tam, kad būtų sunaikintos vėžinės ląstelės. Šiuo metodu veikiantis
chimerinis monokloninis antikūnas girentuksimabas (RENCAREXr, „Wi-
lex AG“) šiuo metu yra trečiojoje klinikinių tyrimų fazėje inkstų vėžiui
gydyti [43, 78].

CA IX vaizdinimas naudojamas aptikti inkstų vėžį ir metastazes. Tuo
tikslu yra naudojamas tas pats antikūnas girentuksimabas, tik žymėtas
124I (REDECTANEr, „Wilex AG“). Šios priemonės naudojimas taip pat
yra III klinikinių tyrimų fazėje. CA IX vaizdinimas būtų labai naudin-
gas įvertinti auglio piktybiškumą prieš atliekant chirurgines intervencijas.
Dabar inkstų auglio piktybinis ar gerybinis pobūdis nustatomas tik histo-
patologiniais metodais [78,82].

1.7.4. Diuretikai ir kiti CA slopikliai

Celekoksibas ir valdekoksibas yra ciklooksigenazės 2 slopikliai. Tačiau
neseniai pastebėta, kad taip pat jie yra ir efektyviai besijungiantys kar-
boanhidrazių ligandai [76]. Įvairūs tiazidai, kartu su kvinetazonu, me-
tolazonu, chlortalidonu, indapamidu, furosemidu, bumetanidu (1.13 pav.),
naudojami kaip diuretikai [83]. Diuretikai chlortalidonas, indapamidas, fu-
rosemidas atrasti apie 1960–1970 metus, kai dar mažai buvo žinoma apie
skirtingas karboanhidrazių izoformas ir jų gausą organizme, ir manyta, kad
su karboanhidrazėmis jie nesąveikauja, tačiau dabar žinoma, kad šie jun-
giniai yra gana efektyvūs kai kurių izoformų slopikliai, pvz., furosemidas
– CA I ir XIV arba chlortalidonas – CA VB, VII, IX ir XIII [64].

1.8. Karboanhidrazė kaip modelinis baltymas

Karboanhidrazės, greta visų jų terapinio taikymo privalumų, yra ir pa-
togūs modeliniai baltymai, naudojami tiriant baltymų stabilumą, baltymų–
ligandų sąveiką bei kitus procesus [84]. Karboanhidrazės šiam tikslui nau-
dojamos gana dažnai greta tokių baltymų kaip ribonukleazė A, citochro-
mas C, lizocimas, ubikvitinas ir kt. [85, 86].
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1.8.1. CA kaip modelinio baltymo privalumai ir trūkumai

Kaip modeliniai baltymai tradiciškai naudojamos žmogaus CA I, CA II
bei jaučio CA II. Platų jų taikymą lemia baltymo struktūros paprastumas:
tai monomeriniai, viengrandininiai, stabilūs, vidutinio molekulinio svorio
baltymai, neturintys disulfidinių tiltelių. Jie santykinai nebrangūs, prieina-
mi komerciškai, taip pat ir nesudėtingai pagaminami, naudojant bakterines
baltymų raiškos sistemas. Šios karboanhidrazės gerai charakterizuotos bio-
cheminiais ir biofizikiniais metodais [84]. CA katalizuojama reakcija nėra
sudėtinga, yra nemažai metodų jos fermentiniam aktyvumui matuoti. Dar
viena naudinga ypatybė yra ta, kad jungiantis ligandui prie šio baltymo, jo
struktūroje nevyksta didelių persitvarkymų ir pokyčių. Žinoma nemažai
su CA sąveikaujančių ligandų, jie nesudėtingai sintetinami [1, 84].

Karboanhidrazės sąveika su sulfonamidinę grupę turinčiais junginiais
dažnai laikoma modeline baltymų–ligandų jungimosi sistema [87]. CA
struktūra su prisijungusia sulfonamidine grupe primena struktūrą, kurią
sudaro CA aktyviajame centre prisijungusi CO2 ar HCO–

3 molekulė [12].

Visgi ši modelinė sistema turi ir tam tikrų trūkumų – vienas iš jų yra
metalo jonas kaip būtinas kofaktorius. Nemažą ligando ir baltymo sąvei-
kos energijos dalį sudaro būtent sąveika su metalo jonu, todėl būtina ją
teisingai išmatuoti ir įvertinti.

1.8.2. CA ir mažamolekulinių junginių sąveikos tyrimo me-
todai

Tiriant mažų molekulių jungimąsi prie makromolekulinio taikinio in

vitro metodais, dažniausiai sąveikos efektyvumas (stiprumas) aprašomas,
lyginant pusiausvyrinę disociacijos konstantą Kd (ar, atitinkamai, jun-
gimosi konstantą Kb = 1/Kd) arba slopinimo konstantą Ki. Metodui,
kuriuo nustatomi šie parametrai, pasirinkti yra keliami du pagrindiniai
reikalavimai: 1) jungimosi konstanta turi būti pasirinkto metodo dina-
miniame intervale ir 2) stebimas signalas turi turėti statistiškai patikimą
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pokytį, vykstant jungimuisi.

Karboanhidrazių sąveika su ligandais tiriama įvairiais, tiek kinetiniais,
tiek termodinaminiais, metodais. Šiame skyrelyje bus apžvelgti dažniau-
siai naudojami metodai.

Fermentinio aktyvumo matavimas

Fermentinio karboanhidrazių aktyvumo matavimo metodai matuoja ar-
ba karboanhidrazinį CA aktyvumą – kai stebimas protonų išsiskyrimas ar
CO2 sunaudojimas, arba karboanhidrazės esterazinį aktyvumą pagal 4-
nitrofenilacetato hidrolizę (karboanhidrazės greta CO2 hidratacijos reakci-
jos in vitro katalizuoja ir kai kurių kitų organinių junginių hidrolizę [88]).
Kadangi CO2 hidratacijos reakcija yra labai greita, tai karboanhidraziniam
aktyvumui matuoti dažniausiai naudojama sustabdytos tėkmės spektrofo-
tometrijos įranga [89].

Protonų išsiskyrimas CA fermentinės reakcijos metu gali būti stebimas,
matuojant tirpalo pH su pH-elektrodu arba spektrofotometriškai matuo-
jant pH-jautraus indikatorinio dažo spalvos pokytį. pH-elektrodo naudo-
jimas apsaugo nuo galimybės, kad indikatorius galėtų inhibuoti tiriamą
baltymą. Kita vertus, indikatoriaus spalvos pokyčio matavimas yra pa-
prastesnis, o ir eksperimentiškai yra parinkti dažai, kurie nereaguoja su
CA. Dažniausiai tam naudojami dažai yra fenolio raudonasis (pKa = 7,4),
kurio spalva keičiasi iš raudonos į geltoną, kai pH nukrenta žemiau ∼7;
taip pat bromtimolio mėlynasis (pKa = 7,3), kuris yra mėlynas, kai tir-
palo pH > 7,6, ir geltonas, kai pH < 6. Kitas būdas matuoti CO2 su-
naudojimą yra 18O mainai tarp žymėto CO2 ir vandens (analizė atliekama
masių spektroskopijos metodu) arba 13C mainai tarp CO2 ir bikarbonato
(analizei naudojamas BMR) [90].

Karboanhidrazės katalizuojamos esterazinės reakcijos greitis matuo-
jamas spektrofotometriškai, substratu naudojant 4-nitrofenilacetatą. 4-
nitrofenoliato susidarymas matuojamas 410 nm bangos ilgyje. Ši reakcija
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yra lėtesnė, ją matuoti galima įprastais spektrofotometriniais metodais, ta-
čiau rezultatai yra mažiau patikimi, sistema jautresnė buferio sudėčiai [89].

Fluorescenciniai ligando jungimosi matavimai esant pastoviai tempera-
tūrai

Fluorescenciją matuojančių metodų privalumai – didelis jautrumas ir
platus linijinis dinaminis intervalas (iki 12 eilių), o pagrindinis trūkumas –
reikalinga reporterinė molekulė, kuri turėtų didelę kvantinę išeigą ir kurios
fluorescencijos intensyvumas keistųsi prisijungiant ligandui. Vidinė karbo-
anhidrazės baltymo triptofanų fluorescencija stebėti jungimąsi su ligandais
taikoma retai. Daug dažniau naudojami išoriniai fluoroforai. Vienas iš
dažniausiai naudojamų – dansilamidas (DNS)(1.14 pav.) [91].

SO2NH2

N

1.14 pav. Dansilamido struktūra.

Dansilamidui jungiantis su karboanhidraze 1) gesinama baltymo trip-
tofanų fluorescencija, 2) DNS kvantinė išeiga padidėja nuo 0,055 iki 0,84,
3) įvyksta DNS emisijos mėlynasis poslinkis nuo 580 iki 468 nm. Fluores-
cencijos intensyvumo pokytis, dansilamidui susijungus su karboanhidra-
ze, sudaro plačiai naudojamo konkurencinio jungimosi metodo pagrindą.
CA-DNS kompleksas yra titruojamas tiksliniu junginiu ir stebimas DNS
pakeitimas (fluorescencijos sumažėjimas) [92]. Pagrindiniai šio metodo
privalumai, neskaitant bendrų, būdingų visiems fluorescenciniams meto-
dams, yra: 1) nereikia cheminio CA ar ligando žymėjimo, 2) šiuo metodu
galima pamatuoti net labai mažas disociacijos konstantas (pM eilės). Kai
sužadinti naudojama 280–290 nm šviesa, praktiškai negaunama foninės
fluorescencijos [91].
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Fluorescencinė terminio poslinkio analizė

Šis metodas, kaip ir diferencinio skenavimo kalorimetrija (1.8.2 skyre-
lis), pagrįstas tuo, kad ligando prisijungimas prie baltymo keičia jo sta-
bilumą, t. y. baltymo–ligando kompleksas išsivynioja aukštesnėje arba
žemesnėje temperatūroje nei baltymas be ligando. Matuojamas signalas –
fluorescencijos intensyvumo pokytis [93–95].

Dažniausiai fluorescencijos signalas sukuriamas pridedant solvatochro-
minio dažo, pavyzdžiui, ANS, dapoksilo, „Sypro Orange“ ir kt., kuris bal-
tymo išsivyniojimo metu patenka į hidrofobinę aplinką ir jo fluorescencija
padidėja [96,97]. Taip pat šį reiškinį galima stebėti ir naudojantis baltymo
triptofanų fluorescencija, tačiau tokios analizės jautrumas gerokai mažes-
nis. Tiriant fluorescuojančių CA ligandų jungimąsi, nepridėjus papildomo
dažo, gaunamos atvirkštinės tranzicijos – natyvaus baltymo–ligando komp-
lekso fluorescencija yra didelė, nes jis yra atrankiai surištas hidrofobiniame
baltymo aktyviajame centre, o baltymo denatūracijos metu aktyvusis cent-
ras suyra, fluorescencija sumažėja [98].

Giminingumo kapiliarinė elektroforezė

Šis metodas matuoja baltymo elektroforetinio judrio vertės priklauso-
mybę nuo ligando koncentracijos. Šis metodas CA tyrimams patogus tuo,
kad CA adsorbcija ant kapiliaro sienelių nežymi, o daugelis CA ligandų,
besijungiančių Kb intervale 105–109 M−1, gali būti susintetinti ir su krūvį
turinčiomis grupėmis. Visgi dažnai šio metodo taikymą riboja tai, kad
1) tiriami junginiai krūvio neturi, 2) jungiantis mažamolekuliniams jun-
giniams su karboanhidrazėmis, nepasikeičia molekulės hidrodinaminis pa-
sipriešinimas. Esant tokioms eksperimentinėms sąlygoms, jungimosi šiuo
metodu nustatyti neįmanoma [99].
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Izoterminio titravimo kalorimetrija

Izoterminio titravimo kalorimetrija (ITC) yra vienintelis metodas, ku-
riuo galima tiesiogiai išmatuoti jungimosi entalpiją. Eksperimentas atlie-
kamas esant pastoviai temperatūrai. Kartu to paties eksperimento metu
nustatoma ir jungimosi konstanta bei stechiometrija. Makromolekulė daž-
niausiai pilama į mėginio kiuvetę, o su ja sąveikaujantis mažamolekulinis
junginys – į švirkštą, kuris eksperimento metu sukdamasis maišo tirpalą ir
injekuoja ligandą pasirinkto dydžio injekcijomis bei intervalais. Injekcijos
metu dėl baltymo tirpalo skiedimosi, ligando tirpalo skiedimosi ir baltymo–
ligando sąveikos yra išskiriama arba sugeriama šiluma. Viso eksperimento
metu mėginio ir palyginamoji kiuvetės yra veikiamos tokia elektrine ga-
lia, kad jų temperatūra būtų visiškai vienoda. Reakcijos metu išsiskiriant
šilumai prietaisas fiksuoja, kad temperatūrai palaikyti galios sunaudoja-
ma mažiau, ir pirminių duomenų grafike brėžiama smailė. Suintegravus
visų smailių plotus, atsižvelgiant į kiuvetėje ir švirkšte esančių medžiagų
koncentracijas, apskaičiuojama jungimosi reakcijos entalpija ir jungimosi
konstanta.

Diferencinio skenavimo kalorimetrija

Diferencinio skenavimo kalorimetrija (DSC) yra metodas, tiesiogiai iš-
matuojantis baltymo entalpijos pokytį, susijusį su temperatūros indukuo-
jamais makromolekulės konformaciniais pokyčiais. DSC eksperimento me-
tu nuolat matuojama sistemos šiluminės talpos priklausomybė nuo tem-
peratūros. Tolygiai keliant temperatūrą, pasiekiamas taškas, kai baltymas
pradeda išsivynioti. Baltymo išsivyniojimo metu šiluminės talpos priklau-
somybės nuo temperatūros kreivėje stebima smailė, kuri atitinka baltymo
lydymosi temperatūrą Tm, o šios smailės plotas yra lygus išsivyniojimo
entalpijai.

Kadangi baltymo ir baltymo–ligando komplekso stabilumai skiriasi, tai
šį reiškinį, kaip ir TSA atveju, galima išnaudoti jungimosi konstantai nu-
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statyti. Tam reikia išmatuoti baltymo mėginių su skirtingomis ligando
koncentracijomis serijos lydymosi temperatūras ir pagal gautą Tm priklau-
somybę nuo ligando koncentracijos, galima apskaičiuoti jungimosi kons-
tantą Kb.

Paviršiaus plazmonų rezonanso spektroskopija

Paviršiaus plazmonų rezonanso spektroskopija matuoja molekulių susi-
jungimo kon ir disociacijos koff greičius ant metalinės plokštelės paviršiaus
ir disociacijos konstantą Kd. Atliekant matavimus, esant kelioms skirtin-
goms temperatūroms, galima apskaičiuoti ir van’t Hoffo entalpiją. Nuo
kitų metodų paviršiaus plazmonų rezonanso spektroskopija labiausiai ski-
riasi tuo, kad analizė atliekama ne tirpale, o ant auksu padengtos plokštelės
paviršiaus [84,100].

Įdomus CA II jungimosi su keturiais sulfonamidiniais ligandais rezulta-
tų palyginimas aprašytas 2007 metais [101] – pateikti tų pačių eksperimen-
tų rezultatai, gauti 22 projekto dalyvių. Iš jų tik 8 rezultatų rinkiniai buvo
pilni, be artefaktų, pakankamos analizei kokybės. Šių atrinktų duomenų
rinkinių analizė parodė, kad gautos disociacijos konstantos ir van’t Hoffo
būdu nustatytos entalpijos yra labai artimos tirpale ITC metodu gautiems
parametrams.

1.9. Susijusios reakcijos

Susijusias (angl. linked) reakcijas taip pavadino ir pirmą kartą aprašė
J. Jr. Wyman 1948 m. [102]. Tirdamas hemoglobiną, jis pastebėjo, kad
hemoglobinui jungiantis su deguonimi, išlaisvinami protonai, o hemoglo-
bino jungimosi su fluoridu stiprumas priklauso nuo pH. Detaliau susijusių
reakcijų modelis buvo išplėtotas ir aprašytas 1968 m. [103]. Paprastai,
ligandui L jungiantis su receptoriumi R, jungimosi konstanta Kb yra:

Kb =
[RL]

[L][R]
(1.1)
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Jungimosi konstanta gali būti nustatoma matuojant vienos iš nurodytų
dalelių koncentraciją ir apskaičiuojant kitas vertes pagal žinomą pradinę
bendrą receptoriaus ar ligando koncentraciją. Taip atsižvelgiama tik į
R + L 
 RL pusiausvyrą, tačiau kartu su jungimusi gali vykti ir kitos
susijusios reakcijos, todėl eksperimentiškai išmatuojama Kb turėtų būti
laikoma stebimąja jungimosi konstanta [104,105].

Dar 1971 m. L. Beres ir J. M. Sturtevant kalorimetriškai išmatavo chi-
motripsinogeno A aktyvacijos reakciją keturiuose skirtingos protonizacijos
entalpijos buferiuose ir parodė, kad šio proceso stebimoji entalpija tiesiškai
priklauso nuo buferio protonizacijos entalpijos [106].

Baltymų–ligandų jungimosi atveju dažniausiai stebimos susijusios pro-
tonizacijos reakcijos. Protonų, dalyvaujančių susijusiose protonizacijos re-
akcijose, skaičių tiksliausiai galima nustatyti izoterminio titravimo kalori-
metrijos metodu. ITC taikymą susijusioms protonizacijos reakcijoms tirti
1996 m. aprašė B. M. Baker ir K. P. Murphy [107]. Vienas iš susijusių pro-
tonizacijos reakcijų buvimo požymių yra stebimosios jungimosi konstantos
priklausomybė nuo pH. Be to, ITC leidžia tiesiogiai išmatuoti stebimąją
entalpiją, kurios priklausomybė nuo naudojamo buferio protonizacijos en-
talpijos yra dar vienas susijusių protonizacijos reakcijų buvimo įrodymas.

Literatūroje dažniausiai pateikiamos stebimosios jungimosi paramet-
rų vertės, tačiau vis daugėja ir gilesnės termodinaminės analizės pavyz-
džių, kai įvertinamas susijusių protonizacijos reakcijų indėlis (šiuo metu
yra paskelbta daugiau nei 100 publikacijų, kuriose analizuojamas susijusių
protonizacijos reakcijų efektas ITC metodu) [108]. Protonizacijos reakcijų
indėlis ištirtas įvairioms baltymų–ligandų sistemoms, pvz., aspartato pro-
teazės endotiapepsino jungimasis su pepstatinu A [109], trombino sąveika
su bis(fenil)metano slopikliais [110], gliukokortikoidų receptoriaus DNR
surišančio domeno sąveika su DNR [111] ir kt.
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2.1. Medžiagos

2.1.1. Reagentai

TFMSA ir gliukozė pirkti iš „Alfa Aesar“; TEMED, glicinas ir mo-
lekulinių svorių standartai gelfiltracijai – iš „BioRad“; NaOH – iš „Delta
Chem“; Na2HPO4, NaH2PO4, HCl, bisakrilamidas, HNO3 – iš „Fluka“; da-
poksilas iš „Molecular Probes“; DMSO, akrilamidas, HEPES, NDS, amo-
nio persulfatas – iš „Roth“; CH3COONa iš „Serva“; ANS, etokzolamidas,
CH3COOH, H3PO4, imidazolas, KCl, metazolamidas, MES, metolazonas,
natrio citratas, natrio formiatas, natrio sukcinatas, Na2SO4, NDS, TRIS,
PIPES, Na2CO3, Na2B4O7, dansilamidas – iš „Sigma Aldrich“; elektrofo-
rezės baltymų dydžio standartai, PageBlueTM, DTT – iš „Thermo Fisher
Scientific“.

2.1.2. Baltymai

Dirbant naudotos rekombinantinės žmogaus karboanhidrazės (skliaus-
teliuose nurodytos viso ilgio baltymo aminorūgštys) – CA I (2–260), CA II
(1–259), CA VII (3–264) ir CA XIII (1–262), pagamintos VU Biotechnolo-
gijos instituto Biotermodinamikos ir vaistų tyrimo skyriuje. Šių baltymų
raiška atlikta naudojant Escherichia coli bakterijas, baltymai išgryninti
chromatografiniais metodais iki >90 % grynumo (2.1 pav.). Molekuliniai
svoriai – CA I – 28,8 kDa, CA II – 29,1 kDa, CA VII – 32,0 kDa, CA XIII
– 29,6 kDa – patvirtinti elektroforetinės analizės ir masių spektroskopijos
metodais (2.1 lentelė).
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116.0

66.2

45.0

35.0

25.0

18.4

14.4

MW, kDa

2.1 pav. Iš kairės: molekulinių svorių standartai – CA I, CA II, CA VII, CA XIII. Į
gelį įnešta po 10 µg baltymo (pagal Bradford’ą).

2.1 lentelė. Masių spektroskopijos rezultatai.

Baltymas Apskaičiuotas MW (Da) Nustatytas MW (Da)

CA I 28799,1 28799,54
CA II 29114,8 29115,24
CA VII 32043,9 32042,75
CA XIII 29574,3 29574,21

Rekombinantiniai CA IX baltymai – CA IX (GS-38–414) ir sCA IX
(138–391-RGSH8) – gauti iš prof. S. Parkkila laboratorijos (Tamperės uni-
versitetas, Suomija), kur buvo pagaminti vabzdžių (Spodoptera frugiperda)
ląstelių linijoje, naudojant bakulovirusų baltymų raiškos sistemą „Bac-to-
Bacr“, ir išgryninti chromatografiškai.

2.1.3. Karboanhidrazių ligandai

Dirbant naudoti klasikiniai CA ligandai, gauti iš „Sigma-Aldrich“, „Al-
fa Aesar“. Naujų ligandų paieškai naudoti junginiai sintetinti VU Biotech-
nologijos instituto Biotermodinamikos ir vaistų tyrimo skyriuje (dr. V. Du-
dutienė, dr. E. Čapkauskaitė) bei VU Chemijos fakulteto Organinės che-
mijos katedroje (dr. J. Sūdžius). Šių junginių struktūros ir grynumas pa-
tvirtinti BMR, IR spektroskopijos ir masių spektrometrijos metodais. Visi
tiriami junginiai tirpinti DMSO, 10–50 mM tirpalai laikyti kambario tem-
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peratūroje, tamsoje, stiklinėje taroje.

2.1.4. Universalus plataus pH intervalo eksperimentų bu-
feris

Šis buferis naudotas TSA ir DSC eksperimentams. Mėginio buferio
sudėtis: 50 mM fosfato, 50 mM acetato, 25 mM borato, 50 mM NaCl.
Ruošiami darbiniai pasirinktų pH verčių 2× tirpalai iš atitinkamų buferi-
nių mišinių:

100 mM H3PO4, 100 mM CH3COOH, 50 mM Na2B4O7, 100 mM NaCl
(pH ∼4,1);

100 mM H3PO4, 100 mM CH3COONa, 50 mM Na2B4O7, 100 mM NaCl
(pH ∼5,9);

100 mM NaH2PO4, 100 mM CH3COONa, 50 mM Na2B4O7, 100 mM
NaCl (pH ∼7,9);

100 mM Na2HPO4, 100 mM CH3COONa, 50 mM Na2B4O7, 100 mM
NaCl (pH ∼9,2);

100 mM Na3PO4, 100 mM CH3COONa, 50 mM Na2B4O7, 100 mM
NaCl (pH ∼10,4).

2.2. Metodai

2.2.1. Izoterminio titravimo kalorimetrija

Izoterminio titravimo kalorimetrijos (ITC) eksperimentai atlikti VP-
ITC kalorimetru („Microcal, Inc.“).

Baltymų–ligandų jungimasis

Tiriant baltymų–ligandų jungimąsi, baltymo tirpalu (5–10 µM) užpil-
doma kalorimetro kiuvetė (∼1,4 mL), o ligando tirpalu (50–100 µM) –
titravimo švirkštas (300 µL). Titravimas atliekamas, esant pasirinktai tem-
peratūrai, injekuojant 25–30 ligando tirpalo injekcijų į kiuvetėje esantį bal-
tymo tirpalą. Tarpai tarp injekcijų – 3–4 minutės, maišymo greitis – 260
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aps./min. Baltymo ir ligando tirpalai paruošiami visiškai vienodame bu-
feryje, išlaikant tą pačią DMSO koncentraciją (dažniausiai – 1 % (v/v)).
Eksperimentai kartojami 2–3 kartus.

Ligandų protonizacijos entalpijos nustatymas

Tiriant ligando protonizaciją, į kiuvetę pilamas ligando (0,25 mM), o į
švirkštą – rūgšties (2,5 mM HNO3) tirpalas. Tam, kad būtų gautas visiškai
deprotonizuotas sulfonamidas, pridedama 1,5 ekvivalento NaOH, tada ti-
truojama HNO3 tirpalu (60 injekcijų po 5 µL). Matuojama deprotonizuotų
ligandų protonizacija, nes protonizacijos reakcija yra egzoterminė ir jos en-
talpija išmatuojama tiksliau nei deprotonizacijos su NaOH. Eksperimentai
kartojami 2–3 kartus.

Baltymo išsivyniojimo entalpijos nustatymas, titruojant rūgštimi

Prieš atliekant baltymo denatūracijos rūgštimi tyrimus, karboanhidra-
zės pervedamos į 10 mM NaCl tirpalą – nudruskinimas atliekamas gelfilt-
racijos per savaiminės tėkmės PD10 kolonėles („GE Healthcare“) metodu.
Į kalorimetro kiuvetę pilamas 15 µM CA tirpalas, kuriame joninę jėgą pa-
laiko 100 mM NaCl. Titruojama esant pasirinktai temperatūrai 5 mM
HNO3 tirpalu, kuriame yra 95 mM NaCl. Rūgšties skiedimosi kontrolė
atliekama, vietoje baltymo į kiuvetę pilant tik 100 mM NaCl tirpalą ir
titruojant tomis pačiomis sąlygomis.

Mėginių paruošimas CA XIII Zn2+-H2O pKa ir ∆H nustatyti

Atliekant ITC matavimus, esant toms pH vertėms, kai naudojamos
buferinės medžiagos buferinė talpa yra per maža kad užtikrintų reikiamą
pH vertę, į kiuvetę ir švirkštą pilamų mėginių pH patikslinama naudojant
pH-metrą su mikroelektrodu. Ruošiant mėginius (po 2 mL), iš pradžių
visos reikalingos medžiagos sudedamos į 1,9 mL tirpalo, tada, naudojant
minimalius tūrius NaOH ar HCl, nustatoma reikiama pH vertė ir po to
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pripilama vandens iki galutinio 2 mL tūrio. Paruošti reikiamos pH ver-
tės baltymo ir ligando tirpalai atitinkamai iš karto supilami į kalorimetro
kiuvetę ir švirkštą.

Duomenų apdorojimas

Gauti eksperimentiniai ITC rezultatai apdorojami programos „Micro-
Cal Origin 5.0“ ITC moduliu, nustatančiu tiriamos reakcijos jungimosi
konstantą Kb, jungimosi entalpiją ∆H ir koncentracijos korekcijos fakto-
rių n. n nustatymo paklaida – ±5 % [112], ∆H ir Kb – ∼10 % .

2.2.2. Terminio poslinkio analizė

Metodo principas, eksperimento planavimas

Terminio poslinkio analizės metodas yra pagrįstas paties baltymo ar-
ba pridėto solvatochrominio dažo (kuris labai padidina metodo jautrumą)
fluorescencijos intensyvumo matavimu. Jis leidžia stebėti temperatūros
lemiamą pusiausvyrinį baltymo natyvaus būvio N virsmą į denatūruotą,
arba išsivyniojusį, būvį U (2.1 lygtis) bei papildomą tiriamo baltymo sta-
bilizavimą / destabilizavimą, lemiamą pridėto ligando L [113].

U + Lf

KU
�N + Lf

Kb
�NLb (2.1)

Procesą aprašo dvi konstantos: išsivyniojimo konstanta KU ir jungi-
mosi konstanta Kb:

KU =
[U ]

[N ]
= e−(∆GU/RT ), (2.2)

Kb =
[NLb]

[N ][Lf ]
= e−(∆Gb/RT ), (2.3)

kur ∆GU ir ∆Gb, atitinkamai, yra denatūracijos ir jungimosi procesų
laisvosios Gibso (Gibbs) energijos. Lf yra laisvo, o Lb – surišto su bal-
tymu ligando koncentracija, T – temperatūra Kelvino laipsniais, o R –
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universalioji dujų konstanta. Baltymo denatūracijos metu solvatochromi-
nis dažas sąveikauja su atsiveriančiomis baltymo hidrofobinėmis sritimis
ir fluorescencijos intensyvumas padidėja. Baltymo stabilumą nurodantis
parametras yra jo lydymosi temperatūra Tm, kuriai esant pusė baltymo
molekulių yra natyvios, kita pusė – išsivyniojusios.

Eksperimento sąlygos

Terminio poslinkio analizė šio darbo metu buvo atliekama, naudojant
tris skirtingus prietaisus:

1) PGR analizei skirtą realaus laiko detekcijos sistemą „iCycler iQ“
(„Bio-Rad“), naudojant „Chroma Technology Corp.“ filtrus. Analizė at-
liekama 96 šulinėlių plokštelėse. Sužadinimas – 405 ± 30 nm, emisija –
520 ± 40 nm;

2) „PC1“ spektrofluorimetrą („ISS“) su termostatuojama vandens vo-
nele ir „TFN520“ termometru („Ebro Electronic GmbH & Co“). Analizė
atliekama 3 mL kiuvetėje. Sužadinimas – 380± 5 nm, emisija – 510 ± 5

nm;

3) realaus laiko detekcijos sistemą „Rotor-Gene 6000“ („QIAGEN Rotor-
Gene Q“), skirtą PGR analizei. Analizė atliekama 100 µL arba 200 µL mė-
gintuvėliuose, kuriuose mėginio tūris – 10–20 µL. Sužadinimas – 365± 20

nm, emisija – 460 ± 15 nm.

Visais atvejais taikomas 1 ℃/min. temperatūros kėlimo greitis.

Dirbant naudoti du solvatochrominiai dažai – dapoksilas (4-[5-[4-(dime-
tilamino)-fenil]-2-oksazolil]-benzensulfoninės rūgšties natrio druska) (eks-
perimentams, atliekamiems „iCycler iQ“ prietaisu) ir ANS (8-anilino-1-
naftaleno sulfoninės rūgšties amonio druska) (eksperimentams, atlieka-
miems „PC1“ ir „Rotor-Gene 6000“ prietaisais).

Dažniausiai naudojama mėginio sudėtis: 10 µM baltymo, 50 µM ANS,
0–200 µM ligando, 2 % DMSO (v/v), 50 mM fosfatinio buferio, pH 7,0, 50
mM NaCl. Visi eksperimentai kartoti po tris kartus.
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Lydymosi temperatūros nustatymas

Baltymo–dažo komplekso fluorescencijos priklausomybę nuo tempera-
tūros aprašo lygtis [113,114]:

y(T ) = yN +
yU − yN

1 + e∆UG/RT
= yU +

yN − yU
1 + e−∆UG/RT

(2.4)

Šioje lygtyje parametrai yN ir yU yra, atitinkamai, natyvaus ir išsivynio-
jusio baltymo fluorescencijos intensyvumai, kurie priklauso nuo tempera-
tūros (2.5 ir 2.6 lygtys):

yN(T ) = yN,Tm +mN(T − Tm), (2.5)

yU(T ) = yU,Tm +mU(T − Tm), (2.6)

čia mN ir mU yra, atitinkamai, natyvaus ir išsivyniojusio baltymo fluores-
cencijos tiesių pokrypio kampai. O išsivyniojimo laisvąją Gibso energiją
galima išreikšti entalpijos ir entropijos parametrais:

∆UG = ∆UH − T∆US, (2.7)

kur ∆UH yra baltymo išsivyniojimo entalpija (nustatoma DSC meto-
du), o ∆US – išsivyniojimo entropija. Kai T = Tm, tai ∆UG = 0 ir
∆UH = T∆US. Eksperimentiškai gautos fluorescencijos priklausomybės
nuo temperatūros kreivė mažiausių kvadratų metodu derinama pagal 2.4
lygtį, įstačius lygtimis 2.5, 2.6, 2.7 aprašytus parametrus, ir taip nustato-
ma lydymosi temperatūra Tm.

Lydymosi temperatūros nustatymo paklaida šiuo metodu yra ±0,2 K.

Jungimosi konstantos nustatymas

Jungimosi konstantai nustatyti naudojama serija Tm verčių, kurios gau-
namos tiriant baltymo išsivyniojimą, esant skirtingai ligando koncentraci-
jai [115]. Eksperimentas planuojamas taip, kad, ruošiant skirtingų baltymo–
ligando proporcijų mėginius (baltymo koncentracija išlaikoma pastovi),
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maždaug trečdalio analizuojamo baltymo–ligando mėginių ligando kon-
centracija būtų mažesnė už baltymo, likusių – didesnė.

Kai ligandas jungiasi prie natyvios baltymo formos (didžioji dalis šiuo
darbu tiriamų junginių), Tm priklausomybė nuo pridėtos ligando koncent-
racijos aprašoma lygtimi:

Lt = (KU − 1)

(
Pt

2KU

+
1

Kb

)
, (2.8)

kur Pt – bendra baltymo koncentracija, o KU ir Kb – konstantos, atitin-
kamai aprašytos 2.2 ir 2.3 lygtimis (Tm atsiranda lygtyje, kai konstan-
tos KU ir Kb išskleidžiamos pagal laisvosios Gibso energijos lygtį ∆G =

−RT lnK).

Keičiant 2.8 lygties parametrus, modeliuojama Tm priklausomybė nuo
Lt – taip nustatoma jungimosi konstanta Kb.

2.2.3. Diferencinio skenavimo kalorimetrija

Diferencinio skenavimo kalorimetrijos (DSC) eksperimentai atlikti „MC-
2“ skenavimo kalorimetru („MicroCal, Inc.“), taikant 1 ℃/min. tempera-
tūros kėlimo greitį. Gauti rezultatai apdoroti, naudojant programos „Mic-
roCal Origin 5.0“ DSC modulį.

DSC tyrimų metu naudota mėginio baltymo koncentracija – 50–100
µM. Į palyginamąją kiuvetę pilamas analogiškas tiriamajam tirpalas, tik
be baltymo. Kiekvienam tiksliniam eksperimentui atliekamas kontrolinis
– jo metu abi kiuvetės užpildomos tiriamu tirpalu be baltymo.

2.2.4. Gelfiltracinė analizė

Gelfiltracinė analizė atlikta chromatografine sistema „Äkta Explorer“,
naudojant gelfiltracinę kolonėlę TSK G2000SW 10 mM Na fosfatiniame
buferyje, turinčiame 0,3 M NaCl, pH 7,0. Ant kolonėlės baltymas užne-
šamas 1 mL/min. greičiu, eliuojamas izokratiniu režimu. Tomis pačiomis
sąlygomis atliekamas kalibravimas – vietoje tiriamo baltymo tirpalo ant
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kolonėlės užnešamas molekulinių svorių standartų rinkinys („Bio-Rad“)
(tiroglobulinas, gama-globulinas, ovalbuminas, mioglobinas, vitaminas B12

– jų molekuliniai svoriai (atitinkamai): 670, 158, 44, 17, 1,35 kDa). Brai-
žomas molekulinių svorių standartų dešimtainio logaritmo priklausomybės
nuo jų sulaikymo gelfiltracinėje kolonėlėje laiko grafikas. Pagal jį apskai-
čiuojamas tiriamo baltymo molekulinis svoris.

2.2.5. NDS elektroforezė

NDS elektroforezė buvo atliekama klasikiniu metodu [116] vertikaliame
baltymų elektroforezės aparate, naudojant 9,5–15 % poliakrilamido gelius.
Geliai dažyti PageBlueTM („Fermentas“) dažu pagal gamintojo rekomen-
dacijas.

CA IX oligomerinės struktūros tyrimo metu baltymas prieš elektrofore-
zę inkubuotas 2 h 25 ℃ temperatūroje, naudojant skirtingus reduktoriaus
DTT kiekius (0, 0,01, 0,05, 0,1, 0,25, 1,0 ir 10,0 mM DTT). Analizė atlikta
9,5 % poliakrilamido gelyje.

Baltymo grynumas ir (ar) oligomerinių formų procentinė sudėtis take-
lyje įvertinti, elektroforegramas analizuojant „TotalLab“ programa.

2.2.6. Baltymų dializė, koncentracijos nustatymas

Baltymų dializė visais atvejais buvo atliekama +4 ℃ temperatūroje,
naudojant dializės žarnas „SERVA Visking“ (MW riba – 14 kDa). Bal-
tymų koncentracijos nustatomos pagal sugertį 280 nm bangos ilgyje (ε
(CA I) yra 44920 M−1 cm−1, ε (CA II) – 50420 M−1 cm−1, ε (CA VII) –
46535 M−1 cm−1, ε (CA XIII) – 50420 M−1 cm−1, ε (CA IX) – 35075 M−1

cm−1, ε (sCA IX) – 35015 M−1 cm−1, ε (bCA II) – 50420 M−1 cm−1). Eks-
tinkcijos koeficientai suskaičiuoti teoriškai pagal baltymų sekas, naudojant
„ExPASy“ įrankį „ProtParam“ [117].
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2.2.7. Baltymų-ligandų kompleksų struktūrų vizualizacija

Baltymų–ligandų kompleksų struktūroms vizualizuoti naudota progra-
ma „Discovery Studio Visualizer 3.5“ („Accelrys“). Paveikslėliuose nau-
dojamas spalvinis kodas: pilka spalva žymi C, raudona – O, geltona – S,
mėlyna – N, žalia – Cl.
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3.1. Karboanhidrazių tyrimai

3.1.1. CA stabilumo įvertinimas

Atliekant baltymų–ligandų jungimosi tyrimus, svarbu parinkti tokias
eksperimentines sąlygas, kad tiriamas baltymas būtų stabilus. Todėl ter-
minio poslinkio metodu atliktas pradinis visų tirtų baltymų charakteri-
zavimas – nustatytos baltymų lydymosi temperatūros. Baltymų išsivy-
niojimo entalpijos ir išsivyniojimo šiluminės talpos nustatytos diferencinio
skenavimo kalorimetrijos ir rūgštinės denatūracijos izoterminio titravimo
kalorimetrijos metodais.

TSA tyrimai – pH, druskų įtaka

Visų tirtų baltymų (rekombinantinių žmogaus CA I, II, VII, IX ir XIII)
stabilumo priklausomybė nuo pH buvo ištirta TSA metodu, keičiant pH
vertes nuo 3 iki 10. Taip pat įvertinta ir skirtingų buferinių medžiagų
įtaka (3.1 pav.). Bendrai tirtų CA izoformų pH stabilumo intervalas gana
platus (Tm artima maksimumui nuo pH 6 iki 9–10), o CA IX, skirtingai nuo
kitų tirtų CA izoformų, stabili ir rūgštinėje terpėje, o tai neprieštarauja
jos fiziologinei funkcijai organizme – veikti hipoksinėmis sąlygomis, kai
tarpląstelinė terpė parūgštėja.

Nors visos CA izoformos tarpusavyje labai homologiškos ir jų struktū-
ros panašios, vis dėlto, esant toms pačioms sąlygoms, jų stabilumai gana
skirtingi. Pavyzdžiui, CA VII lydymosi temperatūra yra apie dešimt laips-
nių žemesnė nei kitų tirtų CA izoformų, o CA IX dimerinė forma stabilesnė
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už monomerą net apie 15 ℃ (detaliau apie CA IX oligomerines formas –
3.1.2 skyrelyje).
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3.1 pav. Žmogaus karboanhidrazių izoformų CA I (A), CA II (B), CA VII (C),
CA XIII (D), CA IX monomero (E) ir CA IX dimero (F) stabilumų, esant skirtingam pH
ir buferiui, palyginimas (terminio poslinkio analizės duomenys). Atitinkamais simboliais
pažymėti buferiai (100 mM): (#) – tris, (�) – HEPES, (�) – acetatinis, (N) – fosfatinis,
(O) – citratinis, (4) – glicininis, (J) – MES, (I) – PIPES, ( ) – karbonatinis, (�) –
sukcinatinis, (×) – imidazolinis, (H) – formatinis.

Tirtų baltymų Tm mažai priklauso nuo buferio sudėties (esant tam pa-
čiam pH), išskyrus citratinį buferį (3.1 pav.). Citratas sumažina tirtų CA
stabilumą keliais laipsniais (galima savitoji sąveika), todėl jo nevertėtų
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naudoti kaip buferinės medžiagos, atliekant eksperimentus su karboan-
hidrazėmis.

Druskų (chlorido ir sulfato) įtaka citoplazminių CA izoformų stabilumui
parodyta 3.2 pav. Sulfatas CA I ir CA XIII destabilizuoja, o chloridas
jų stabilumą padidina. CA II stabilumą mažina abi minėtos druskos, o
CA VII stabilumą jos veikia silpnai.
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3.2 pav. Žmogaus karboanhidrazių izoformų CA I (A), CA II (B), CA VII (C) ir
CA XIII (D) stabilumai, kai tirpale yra: (#) – NaCl, (�) – Na2SO4. Kitos sąlygos –
fosfatinis buferis 50 mM, pH 7,0.

Gauti baltymo stabilumo skirtingomis sąlygomis (esant skirtingam pH,
buferiams, druskoms) duomenys naudingi ne tik tarpusavyje lyginant ana-
lizuotas CA izoformas, bet ir pasirenkant tolimesnių eksperimentų sąlygas
(atliekant standartinius matavimus visoms karboanhidrazėms parinktas 50
mM fosfatinis buferis, turintis 50 mM NaCl). Tai ypač svarbu, atliekant
CA XIII jungimosi su ligandais plataus pH intervalo tyrimus – kai pH 5,5–
9, ši izoforma yra stabili, todėl šiame intervale gauti duomenys gali būti
naudojami detaliai termodinaminei analizei.
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Išsivyniojimo entalpijos nustatymas (DSC, ITC)

Baltymo stabilumą parodo ne tik jo lydymosi temperatūra, bet ir iš-
sivyniojimo entalpija ∆H . Kuo ši entalpija yra didesnė, tuo baltymas
eksperimento sąlygomis yra stabilesnis. Be to, šį parametrą naudoja ter-
minio poslinkio analizės metodas, todėl jį nustačius galima gauti tikslesnius
TSA rezultatus. Šiuo atveju karboanhidrazių išsivyniojimo entalpija buvo
nustatyta dviem metodais: diferencinio skenavimo kalorimetrijos meto-
du (kuris laikomas standartiniu baltymų stabilumo tyrimo metodu) [118]
įvairiomis sąlygomis (3.3 pav.) bei izoterminio titravimo kalorimetrijos
metodu, taikant rūgštinę denatūraciją (šis metodas dar vystomas, naudo-
jamas gerokai rečiau) [7*,119] (3.4 pav.). DSC metodu nustatoma baltymo
lydymosi temperatūra Tm ir išsivyniojimo entalpija ∆H (esant Tm tempe-
ratūrai), o titruojant rūgštimi – išsivyniojimo entalpija, esant pasirinktai
atliekamo eksperimento temperatūrai.
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3.3 pav. CA XIII diferencinio skenavimo kalorimetrijos duomenys. Baltymo kon-
centracija – 50 µM; kitos sąlygos: žalia kreivė – pH 4,5, raudona – 4,75, mėlyna –
5,0, violetinė – 5,5, juoda – 6,5 (buferinis mišinys: 50 mM fosfatinis, 50 mM aceta-
tinis, 25 mM boratinis, 50 mM NaCl), oranžinė kreivė – 50 µM CA XIII su 500 µM
4-karboksibenzensulfonamido, 50 mM fosfatinis buferis su 50 mM NaCl, pH 7,0.

Kadangi abiem metodais – ir DSC, ir rūgštine denatūracija – nustatytas
baltymų išsivyniojimo entalpijos vertes pagal priklausomybę nuo lydymosi
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3.4 pav. CA XIII denatūracijos rūgštimi ITC eksperimentas 45 ℃ temperatūroje. Pir-
mųjų keturių injekcijų egzoterminės smailės atitinka rūgšties jungimąsi prie baltymo, 5–
10 injekcijų endoterminės smailės – baltymo denatūracija (šių injekcijų metu sugeriama
šiluma atitinka baltymo išsivyniojimo entalpiją), 11 ir vėlesnių injekcijų (egzoterminės
smailės) metu vyksta rūgšties skiedimasis.

temperatūros atidedant grafike gaunama tiesė (3.5 pav.), tai tikėtina, kad
abiem skirtingais būdais (karboanhidrazes denatūruojant temperatūra ar
rūgštimi) pasiekiama ta pati arba lygiavertė denatūruoto baltymo būsena.

Apibendrinti CA I, II, VII ir XIII išsivyniojimo entalpijos tyrimo duo-
menys pateikti 3.5 paveikslėlyje. Pagal tiesių pokrypio kampus nusta-
tytos išsivyniojimo šiluminės talpos (∆Cp): CA I – 20,8, CA II – 19,6,
CA VII – 24,6, CA XIII – 15,5 kJ/(K×mol). Šios vertės yra artimos
literatūroje [120] nurodomam statistiniam šiluminių talpų pasiskirstymui
pagal baltymo aminorūgščių skaičių (nurodoma tikėtina vidutinė maždaug
260 aminorūgščių baltymo ∆Cp vertė – apie 16 kJ/(K×mol)). Rūgštinės
denatūracijos ITC metodu panaudojimas baltymų išsivyniojimo entalpi-
jai nustatyti praplėtė temperatūrų intervalą, kurio ribose šias entalpijas
galima išmatuoti eksperimentiškai. Esant skirtingoms temperatūroms nu-
statyti karboanhidrazių izoformų išsivyniojimo termodinaminiai paramet-
rai yra tiesiogiai naudojami taikant terminio poslinkio analizės metodą,
apskaičiuojant baltymų–ligandų jungimosi konstantas.

51



Rezultatai ir jų aptarimas

ΔH
 (k

J/
m

ol
)

0

200

400

600

800

1000

Temperatūra (oC)
30 40 50 60 70

3.5 pav. Karboanhidrazių išsivyniojimo entalpijos priklausomybė nuo temperatūros.
Juodai pažymėti CA I rezultatai, raudonai – CA II, mėlynai – CA VII, žaliai – CA XIII.
Apskritimai – DSC duomenys, trikampiai – rūgštinės denatūracijos, atliktos ITC me-
todu, rezultatai. Tiesės išvestos mažiausių kvadratų metodu, jų pokrypio kampai rodo
baltymų išsivyniojimo šilumines talpas.

3.1.2. CA IX biocheminis charakterizavimas

Dar 1996 metais buvo charakterizuotas CA IX genas ir buvo nustaty-
ta, kad CA IX yra išskirtinė žmogaus karboanhidrazių izoforma – ir savo
struktūra, ir atliekama funkcija organizme. Ypatingas jos bruožas – labai
padidėjanti raiška daugelio piktybinių auglių atvejais [121], dėl šios savy-
bės CA IX yra geras priešvėžinių vaistų taikinys ir vėžinių ląstelių žymuo.
Tačiau slopiklių ar detekcijos metodų kūrimas galimas, tik detaliai ištyrus
patį baltymą-taikinį, todėl vienas iš šio darbo tikslų buvo biochemiškai
charakterizuoti karboanhidrazę IX. CA IX baltymo tyrimai buvo atlieka-
mi bendradarbiaujant su Suomijos, Italijos ir Slovakijos mokslininkais [5*].

Rekombinantinė CA IX buvo pagaminta vabzdžių ląstelių kultūroje,
naudojant bakulovirusų baltymų raiškos sistemą, S. Parkkila laboratorijo-
je. Kaip minėta skyrelyje 1.2.5, CA IX baltymas sudarytas iš kelių domenų
(3.6 A pav.): N-gale yra signalinė seka (SP), nukreipianti baltymą į ląste-
lės išorę, už jos – proteoglikaninis domenas (PG), toliau – karboanhidrazės
katalizinis domenas (CA), tada – viena transmembraninė spiralė (TM) ir
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trumpa viduląstelinė seka (IC). Dirbant tirti du šio baltymo konstruktai:
CA IX (3.6 B pav.) – baltymas, turintis proteoglikaninį (PG) domeną ir
katalizinį (CA) domeną, bei trumpesnis baltymas (3.6 C pav.) sCA IX,
kuris turi tik katalizinį domeną. Signalinis peptidas nukerpamas baltymo
sekrecijos iš ląstelės metu.

SP PG CATH

SP CA HT

N

SP PG CA TM IC

O

Thr115
Cys156

Cys174 Cys409Cys336
Asn346

S
S S

S

A

B

C

3.6 pav. CA IX baltymo domeninė struktūra. A – viso ilgio baltymas, B ir C – šiuo
darbu tirti baltymo konstruktai, SP – signalinis peptidas, PG – proteoglikaninis dome-
nas, CA – katalizinis domenas, TM – transmembraninis domenas, IC – viduląstelinė
seka, H – polihistidininis inkaras, T – trombino kirpimo taikinys. Viso ilgio baltymo
schemoje pažymėti sekoje esantys cisteinai. Du iš jų sudaro vidumolekulinį disulfidinį
tiltelį. Taip pat pažymėtos N- ir O- glikozilinimo pozicijos.

Tiriant CA IX mėginių stabilumą TSA metodu, pastebėtas nebūdin-
gas kitoms CA izoformoms baltymo išsivyniojimo profilis (3.7 pav.). Tai
galėtų reikšti, kad arba tiriamo baltymo išsivyniojimas yra dviejų stadi-
jų procesas, arba analizuojamame mėginyje yra dvi skirtingo stabilumo
baltymo formos.

Kadangi literatūroje buvo duomenų, kad ši izoforma ląstelėje galėtų
sudaryti kovalentiškai sujungtus trimerus, tai iškelta hipotezė, kad dvi
TSA eksperimento tranzicijos galėtų atitinkamai atspindėti monomerinės
ir oligomerinės formų išsivyniojimą (tikėtina, kad kovalentiškai sutvirtin-
to oligomerinio baltymo stabilumas būtų didesnis). Siekiant patikrinti šią
hipotezę, buvo atlikta baltymo mėginių, 2 val. inkubuotų su skirtingo-
mis reduktoriaus DTT koncentracijomis, NDS elektroforezė (pav. 3.8).
Šis eksperimentas parodė, kad pradiniai mėginiai, ir sCA IX, ir CA IX,
buvo monomerinės ir oligomerinės formų mišiniai. Pagal densitometrinės
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3.7 pav. CA IX išsivyniojimo priklausomybė nuo temperatūros (#), palyginti pateikta
CA II išsivyniojimo kreivė (�).

analizės rezultatus CA IX buvo sudaryta iš ∼60 % oligomerinės ir 34 %
monomerinės formų, o sCA IX mėginys – iš 54 % oligomerinės ir 46 %
monomerinės formų. Didinant reduktoriaus koncentraciją, suiro disulfidi-
niai ryšiai ir monomero mėginyje daugėjo, o oligomerinės formos – mažėjo.
sCA IX baltymo atveju pagal molekulinių svorių standartus aiškiai ma-
toma, kad oligomerinė forma atitinka dimerą (monomero teorinis MW
29598,4), o CA IX atveju monomero stebimasis molekulinis svoris yra di-
desnis nei teorinis (∼50 kDa ir 41,1 kDa, atitinkamai), o oligomerinė forma
galėtų būti trimeras (stebimasis MW > 120 kDa).

Toliau tiriant CA IX oligomerinę būseną, atlikta gelfiltracinė analizė
(3.9 pav.), kuri patvirtino, kad mėginyje vienu metu yra skirtingo dydžio
dalelių. Visgi jų dydžiai gana netikėti – atitinkamai, pirmoji smailė 297
kDa ir antroji 115 kDa (3.9 pav.). Lyginant su kolegų italų gautais mono-
mero masės spektrometrijos rezultatais (43 kDa), šios vertės yra gerokai
per didelės – tai tikriausiai lemia PG domeno neglobulinė struktūra. Ant-
rosios smailės mėginio masės spektrometrinė analizė parodė, kad tikrasis
baltymo dydis yra 86 kDa, o tai atitinka dimerinę formą.

Monomero ir dimero atskyrimą gelfiltracijos būdu patvirtino ir elekt-
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3.8 pav. DTT įtaka sCA IX (kairėje) ir CA IX (dešinėje) baltymo judrumui, atliekant
NDS elektroforezę. DTT koncentracijos didėjimas parodytas trikampiais gelio apačio-
je. Didėjant reduktoriaus koncentracijai, suardomi disulfidiniai tilteliai, todėl mažėja
kovalentiškai sujungto dimero kiekis ir, atitinkamai, daugėja monomero.
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3.9 pav. Monomerinės ir dimerinės CA IX formų atskyrimas gelfiltracijos metodu.
Gelfiltracijos metodu nustatyti stebimieji molekuliniai svoriai yra gerokai didesni nei
nustatyti masių spektrometrijos būdu.

roforezės redukuojančiomis ir neredukuojančiomis sąlygomis palyginimas
(duomenys neparodyti). Abiejų smailių pozicijas atitinkantys baltymo mė-
giniai taip pat buvo ištirti TSA metodu, kurio rezultatai patvirtino tyrimo
pradžioje iškeltą hipotezę, kad pirmoji tranzicija atitinka baltymo mono-
merinės, o antroji – oligomerinės (patikslinta – dimerinės) formos išsivy-
niojimą (3.10 pav.). Kadangi šių baltymo formų stabilumai labai skirtingi
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(∆Tm ∼ 15 ℃), tai TSA metodas leidžia vienu metu tirti pasirinktų sąly-
gų ar junginių įtaką abiejų formų stabilumui, t. y. galima nustatyti abiejų
formų jungimosi su ligandais konstantas, jų neatskiriant. Ši TSA metodo
savybė buvo panaudota tiriant [1,2-c][1,2,3]-tiadiazol-7-sulfonamidų jungi-
mąsi su CA (3.3.3 skyrelis).
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3.10 pav. TSA rezultatai: (�) – mėginys prieš gelfiltraciją, (#) – pirmosios gelfiltracijos
smailės mėginys (atitinka dimerą), (�) – antrosios smailės mėginys (atitinka monomerą).

Šio CA IX biocheminio charakterizavimo metu taip pat nustatyta, kad
CA IX yra vienas iš greičiausių CA izofermentų (kkat = 1,1×106 s−1), PG
domenas fermentinį aktyvumą padidina apie 10 kartų. Taip pat identifi-
kuotos N- ir O-glikozilinimo pozicijos (3.6 pav.) bei glikozilinimo pobūdis.

2009 metais buvo nustatyta žmogaus CA IX katalizinio domeno kristali-
nė struktūra, kuri patvirtino, kad CA IX formuoja kovalentiškai (Cys174–
Cys174) sujungtą dimerą (arba Cys41–Cys41 pagal visoms CA taikomą
CA II aminorūgščių numeraciją) [41].
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3.2. Karboanhidrazių panaudojimas, tobulinant
TSA modelį

Tiriant baltymų–ligandų jungimąsi terminio poslinkio metodu, buvo
pastebėta, kad egzistuojantis modelis neaprašo, ar nepakankamai tiksliai
aprašo kai kurių stebimų procesų (baltymo destabilizavimo ligandu, balty-
mo ir baltymo–ligando komplekso frakcijų atsiskyrimo lydymosi kreivėje).
Todėl gautų eksperimentinių duomenų analizei TSA modelis buvo papildy-
tas. Modelius iliustruojantys eksperimentiniai rezultatai pateikiami kaip
modelinį baltymą naudojant žmogaus CA II.

3.2.1. CA II-EZA sąveika – modelinė sistema labai stip-
rioms sąveikoms matuoti

Labai stiprioms sąveikoms (Kb > 109 M−1) matuoti ITC metodu ne-
galima taikyti įprasto tiesioginio titravimo metodo, nes titravimo kreivės
pasvirimo kampas, pagal kurį nustatoma Kb, yra per status. Todėl to-
kiu atveju naudojamas konkurencinės ITC metodas: analizuojamu jun-
giniu titruojamas baltymo–silpniau besijungiančio ligando (1:1) komplek-
sas [122]. Tai ne visada yra patogu ar apskritai įmanoma, nes reikia turėti
tokį ligandą, kuris jungtųsi toje pačioje baltymo-taikinio vietoje, bet gero-
kai silpniau, ir reikia tiksliai žinoti jo jungimosi konstantą [123]. Dar 1990
m. parodyta, kad baltymo stabilizavimo, kai prisijungia ligandas, reiškinį
galima išnaudoti jungimosi konstantoms apskaičiuoti [124]. Tam anksčiau
buvo naudojamas DSC metodas. Tuo pačiu stabilizavimo reiškiniu pagrįs-
tas ir TSA metodas, tik juo matuojamas ne šiluminės talpos pokytis, o
fluorescencijos signalo kitimas. Tiesa, klasikinė TSA yra labiau ribojama
vandens virimo temperatūros (DSC eksperimentas atliekamas, esant dides-
niam slėgiui, todėl galima pasiekti iki 120–130 ℃). Visgi dauguma atvejų
viršutinė galimos temperatūros riba netrukdo, o pagrindiniai šio metodo
privalumai – didelis našumas, analizės greitis bei universalumas – lemia
vis platesnį jo taikymą [94,96,125].
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Jungiantis etokzolamidui (EZA) su CA II, didinant EZA koncentra-
ciją, tačiau jai dar neviršijus baltymo koncentracijos, TSA eksperimento
metu stebimos netipiškos formos baltymo išsivyniojimo kreivės (3.11 pav.
pažymėtos mėlyna spalva).
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3.11 pav. TSA kreivės – CA II jungimasis su EZA 50 mM fosfatiniame buferyje su 50
mM NaCl, pH 7,0. Baltymo koncentracija – 5 µM, ligando koncentracija: (#) – 0 µM,
(�) – 1,5 µM, (�) – 2 µM, (4) – 3 µM, (O) – 50 µM. Simboliai žymi eksperimentinius
duomenis, o linijos – 3.4 formule aprašytą modelį.

Tiriant šią sąveiką DSC metodu, kai baltymo koncentracija viršija li-
gando koncentraciją, stebimos dvi baltymo išsivyniojimo smailės: pirmoji
atitinka baltymo be ligando išsivyniojimą, o antroji parodo ligandu sta-
bilizuoto baltymo išsivyniojimą. Kintant baltymo–ligando santykiui, pro-
porcingai keičiasi ir abiejų DSC smailių dydžiai (3.12 pav.).

Baltymo ir baltymo–ligando komplekso smailių atsiskyrimą aprašė J. F.
Brandts ir L.-N. Lin [124]. Pagal DSC duomenų analogiją, TSA kreivės
dviguba tranzicija priskirta dviejų baltymo frakcijų (baltymo be ligando
ir baltymo, stabilizuoto ligandu) išsivyniojimui. Jai aprašyti išvesta 3.4
formulė [4*].

Tikimybė, kad baltymas bus išsivyniojęs, apskaičiuojama pagal lygtį:

PU =
1

1 + e∆GU/RT
, (3.1)
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3.12 pav. CA II ir CA II–EZA komplekso DSC analizė. Baltymo koncentracija – 100
µM, raudona kreivė – CA II be ligando, žalia – su 22 µM EZA, mėlyna – su 50 µM EZA,
juoda – su 1 mM EZA. Skaičiai šalia kreivių rodo baltymo–ligando molinį santykį.

kai ∆GU yra baltymo išsivyniojimo laisvoji Gibso energija, R – universa-
lioji dujų konstanta, o T – temperatūra, K.

Baltymo–dažo komplekso fluorescencijos intensyvumas denatūracijos
kreivėje aprašomas lygtimi:

y(T ) = yUPU + yN(1− PU), (3.2)

kai yN ir yU yra nuo temperatūros priklausantys, atitinkamai, natyvaus ir
išsivyniojusio baltymo intensyvumai, o 1−PU yra tikimybė, kad baltymas
bus natyvus.

Kai laisvo baltymo ir baltymo su ligandu frakcijos denatūruoja nepri-
klausomai, fluorescencijos intensyvumas denatūracijos kreivėje aprašomas
3.3 lygtimi:

y(T ) = n(yLUP
L
U + yLN(1− P L

U )) + (1− n)(yUPU + yN(1− PU)) (3.3)

Čia indeksais L pažymėti su ligandu susijungusio baltymo parametrai,
o laisvo baltymo – be indekso. Parametras n rodo su ligandu susijungusio
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baltymo frakciją ir kinta intervale nuo 0 iki 1.

Kadangi baltymo su ligandu ir be jo, ir natyvios, yN = yLN , ir išsivy-
niojusios, yU = yLU , baltymo formų fluorescencijos intensyvumai vienodi,
tai 3.3 lygtis supaprastėja:

y(T ) = yN + (yU − yN)((1− n)PU + nP L
U ) (3.4)

Jungimosi konstantai nustatyti naudojamame grafike atidėjus lydymosi
temperatūros priklausomybę nuo pridėto ligando koncentracijos, kai ligan-
do yra mažiau nei baltymo, aiškiai atsiskiria dvi skirtingo stabilumo frak-
cijos: baltymo ir baltymo–ligando komplekso (3.13 pav.). Modeliuojant
Tm priklausomybės nuo ligando koncentracijos kreivę, gauta CA II–EZA
Kd ∼2 nM (literatūroje pateikiama sustabdytos tėkmės metodu išmatuota
slopinimo konstanta Ki = 8 nM [126]).
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3.13 pav. CA II–EZA TSA rezultatai – jungimosi konstantos nustatymas. Taškinėmis
linijomis sujungti taškai gauti, esant tai pačiai ligando koncentracijai, kai lydymosi
kreivėje atsiskiria baltymo be ligando ir baltymo–ligando komplekso frakcijos. Rodyklė
ant x ašies žymi eksperimente naudotą baltymo koncentraciją. Kai ligando daugiau nei
baltymo, stebima tik baltymo–ligando komplekso denatūracija.

Dviejų tranzicijų modelio taikymas leidžia tiksliau nustatyti jungimosi
konstantą, jungimosi stechiometriją, patikslinti aktyvaus baltymo koncent-
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raciją.

3.2.2. Ligandų įtaka baltymo stabilumui: stabilizavimas ir
destabilizavimas

Nors dauguma ligandų, sąveikaudami su baltymais, juos stabilizuoja,
t. y. padidina jų lydymosi temperatūrą, vis dėlto yra ir tokių, kurie veikia
priešingai – prisijungdami baltymą destabilizuoja. Klasikinis TSA mode-
lis, naudojamas jungimosi konstantai nustatyti [115], neįvertina baltymo
destabilizavimo ligandu galimybės. Todėl, šį destabilizavimo reiškinį ap-
rašius kaip ligando jungimąsi prie išsivyniojusio baltymo, buvo papildytas
terminio poslinkio analizės modelis: ligandas (L) gali jungtis ir prie naty-
vaus (N), ir prie išsivyniojusio (U) baltymo:

UL
KbU

 U + L

KU

N + L

KbN

 NL, (3.5)

čia KU yra baltymo be ligando išsivyniojimo pusiausvyros konstanta (2.2
lygtis), o KbU ir KbN , atitinkamai, ligando jungimosi prie išsivyniojusio ir
prie natyvaus baltymo konstantos:

KbU =
[UL]

[U ][L]
, (3.6)

KbN =
[NL]

[N ][L]
, (3.7)

čia NL žymi natyvaus, o UL – išsivyniojusio baltymo–ligando kompleksą.

Bendros baltymo ir ligando koncentracijos yra atitinkamos visų siste-
moje esančių baltymo / ligando formų sumos:

Pt = [N ] + [U ] + [NL] + [UL] (3.8)

Lt = [L] + [NL] + [UL] (3.9)

Kai T = Tm, t. y. pusė baltymo yra natyvaus ir pusė išsivyniojusio,
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taikant 2.2 ir 3.6–3.9 lygtis, ryšį tarp minėtų pusiausvyros konstantų ir
bendros ligando koncentracijos galima aprašyti lygtimi [6*]:

Lt = (1−KU)

(
Pt

2

KbN +KbUKU

KU(KbU −KbN)
+

1

KUKbU −KbN

)
(3.10)

3.10 lygtyje pusiausvyros konstantoms pritaikius laisvosios Gibso ener-
gijos išraiškas ∆G = −RT lnK ir ∆G = ∆H − T∆S, ir laikant, kad
ir baltymo išsivyniojimo, ir baltymo–ligando jungimosi šiluminės talpos
nepriklauso nuo temperatūros, gaunamas papildytas modelis, aprašantis
ryšius tarp baltymo išsivyniojimo bei jungimosi su ligandais termodinami-
nių parametrų ir bendrų baltymo bei ligando koncentracijų. Šis modelis
tinka tik kai baltymo–ligando jungimosi stechiometrija yra 1:1.

Jeigu ligandas labiau jungiasi prie išsivyniojusio baltymo, tai stebime
destabilizavimą, jeigu prie natyvaus – stabilizavimą. Stabilizavimo atveju,
jeigu ligandas jungiasi tik prie natyvaus baltymo (KbU −→ 0), 3.10 lygtį
galima supaprastinti iki 2.2.2 skyrelyje pateiktos 2.8 lygties, o jeigu ligan-
das jungiasi tik prie išsivyniojusio baltymo (KbN −→ 0), tai gauname
lygtį:

Lt = (1−KU)

(
Pt

2
+

1

KbUKU

)
(3.11)

Šią lygtį galima taikyti, pvz., malato, izocitrato, citrato įtakai CA sta-
bilumui įvertinti (3.14 A pav.).

Papildytas (stabilizavimo-destabilizavimo) TSA modelis gali būti tai-
komas paaiškinti įsotinimo reiškinį, kuris neretai stebimas, kai didinant
ligando koncentraciją, Tm padidėja mažiau, nei numato dalinis modelis
(3.14 B pav. punktyrinė linija), kuris įvertina tik jungimąsi prie natyvaus
baltymo. Naudojant papildytą modelį, gaunama 3.14 B pav. ištisine li-
nija pažymėta kreivė. Palyginimas: dalinio modelio jungimosi konstantos
KbN (kai KbU −→ 0) EZA ir TFMSA jungimuisi prie CA II atitinka-
mai gaunamos 1× 108 M−1 ir 8× 106 M−1, o kai naudojamas papildytas
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3.14 pav. TSA eksperimentai: A – CA II destabilizuojantys ligandai: (�) – malatas
(Kd ∼ 7,7 mM), (4) – izocitratas (Kd ∼ 2,3 mM), (#) – citratas (Kd ∼ 0,9 mM), B
– CA II stabilizuojantys ligandai: (�) – EZA (Kd ∼ 2 nM), (#) – TFMSA (Kd ∼ 1,2
µM).

modelis ir KbU leidžiama varijuoti, tai CA II – EZA jungimosi gaunama
KbN = 1,3× 108, KbU = 1,2× 105, o CA II–TFMSA KbN = 9,2× 106,
KbU = 2,8 × 104. Taigi, standartiškai naudojant supaprastintą modelį
baltymą stabilizuojančių junginių konstantoms nustatyti, kartais jos ga-
li būti gaunamos mažesnės, bet niekada didesnės, nei nustatomos kitais
metodais.

3.3. Naujų ligandų tyrimas

Nauji CA ligandai / slopikliai kuriami, siekiant atrasti efektyvesnius,
atrankesnius vienai ar kitai izoformai junginius, kurie ateityje galėtų būti
naudojami kaip vaistiniai junginiai. Šiuo darbu tirta 40-ties naujų, sulfona-
midinę grupę turinčių junginių, susintetintų Vilniaus universitete, sąveika
su rekombinantinėmis žmogaus CA I, II, VII, IX, XIII.

3.3.1. 4-[N -(pirimidin-4-il)]aminobenzensulfonamidai

Buvo išmatuota 16-kos šios klasės junginių, susintetintų Vilniaus uni-
versiteto Chemijos fakultete (dr. J. Sūdžius), sąveika su keturiomis cito-
plazminėmis CA izoformomis [2*]. Visi šios serijos junginiai turi sulfona-
midinę grupę, kuri tiesiogiai sąveikauja su CA molekulėje esančiu Zn2+
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jonu. Ši sulfonamidinė grupė yra prijungta prie benzeno žiedo, o jo para-
padėtyje, skirtingo ilgio jungtuku, prijungtas pirimidino žiedas su įvairiais
pakaitais (3.15 pav.). Tam, kad būtų sustiprinta sąveika su karboanhidra-
zės aktyviojo centro hidrofiline dalimi, į pirimidino žiedą įvestos papildo-
mos elektronus ištraukiančios grupės.

N

N NH
(CH2)R

R

R

SO2NH2

n

1

2

3.15 pav. Bendra 4-[N -(pirimidin-4-il)]aminobenzensulfonamidų struktūra.

Tirtų junginių struktūros pateikiamos 3.1 lentelėje, nurodyti pirimidino
žiede esantys pakaitai, 3.15 pav. pažymėti simboliais R, R1, R2, ir jungtukų
tarp benzeno ir pirimidino žiedo ilgiai pagal juose esančių CH2 grupių
skaičių n.

3.1 lentelė. Dirbant tirtų 4-[N -(pirimidin-4-il)]aminobenzensulfonamidų, kurių bendra
struktūrinė formulė pateikta 3.15 pav., pakaitai.

Nr. Jungtuko ilgis n R R1 R2

1 0 SMe Cl CHO
2 1 SMe Cl CHO
3 2 SMe Cl CHO
4 0 SMe Cl CN
5 1 SMe Cl CN
6 2 SMe Cl CN
7 0 SMe NHCH2Ph CN
8 0 H NHCH2Ph NO2
9 1 H NHCH2Ph NO2
10 2 H NHCH2Ph NO2
11 0 H Cl NO2
12 1 H Cl NO2
13 2 H Cl NO2
14 1 H O NO2
15 1 H OMe NO2
16 2 H OMe NO2

4-[N -(pirimidin-4-il)]aminobenzensulfonamidų jungimosi su keturiomis
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3.3. Naujų ligandų tyrimas

citoplazminėmis žmogaus karboanhidrazių izoformomis (CA I, II, VII ir
XIII) tyrimo rezultatai pateikti 3.2 lentelėje. Šioje lentelėje pateiktos tir-
tų baltymų–ligandų disociacijos konstantos, gautos izoterminio titravimo
kalorimetrijos ir terminio poslinkio analizės metodais. ITC metodu (3.16
pav.) dalis junginių netirti dėl tokių priežasčių, kaip nepakankamas jun-
ginio tirpumas ar per silpna sąveika, kad ją galima būtų išmatuoti šiuo
metodu.
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3.16 pav. Tipiniai ITC analizės duomenys: A – junginio 16 jungimosi su CA VII ITC
pirminiai duomenys, B – junginio 11 jungimasis su CA I (4), CA II (�), CA VII (#),
CA XIII (�) – integruoti ITC duomenys.

Junginiai 12 ir 13 su tirtomis karboanhidrazėmis jungėsi stipriau už
daugelį kitų šios klasės junginių, tačiau buvo pastebėta, kad jų aktyvumas
per tam tikrą laiką kinta. Nustatyta, kad DMSO tirpale vyksta Cl pakaito
nukleofilinis pakeitimas deguonimi. Pvz., iš junginio 12 susidaro 14. Po
hidrolizės susidaręs 14 yra mažiau aktyvus, tačiau yra iš dalies atrankus
CA XIII izoformai.

Dr. S. Gražulio grupė (VU Biotechnologijos institutas, Baltymų–nuk-
leorūgščių sąveikos tyrimų skyrius, vedėjas – prof. dr. V. Šikšnys) atliko
šios grupės junginių kompleksų su CA II struktūrų kristalografinius tyri-
mus. Nustatytos trys baltymų–ligandų kompleksų struktūros, kuriose ma-
tomi junginiai, turintys trumpą, tik NH grupės, jungtuką tarp aromatinių
žiedų, penkios struktūros, kurių junginiai turi ilgesnį jungtuką NHCH2, ir
dvi struktūros su ilgiausiu NH(CH2)2 jungtuku (3.17 pav.).
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3.2 lentelė. Karboanhidrazių jungimosi su 4-[N -(pirimidin-4-il)]aminobenzensulfona-
midais disociacijos konstantos (µM), nustatytos ITC ir TSA metodais (fosfatiniame
buferyje pH 7,0, 50 mM NaCl, 37 ℃).

Junginys CA I CA II CA VII CA XIII
KTSA

d KITC
d KTSA

d KITC
d KTSA

d KITC
d KTSA

d KITC
d

1 1,0 2,8 0,17 0,32 4,0 ND ND ND
2 0,0071 0,083 0,024 0,043 0,10 0,10 0,028 0,13
3 0,11 0,48 0,11 0,35 1,0 0,77 0,33 0,19
4 1,4 20 0,071 0,22 0,83 1,7 0,095 0,12
5 0,10 ND 0,17 ND 0,10 ND 0,14 ND
6 0,33 ND 0,42 ND 0,10 ND 0,10 ND
7 100 ND 100 ND 3300 ND 100 ND
8 0,071 ND 0,17 ND 10 ND 0,50 ND
9 0,025 ND 0,10 ND 4,2 ND 0,33 ND
10 0,63 ND 0,016 ND 1,4 ND 0,50 ND
11 0,13 0,26 0,091 0,17 0,13 0,78 0,002 0,014
12* 0,013 0,099 0,0002 0,043 0,005 0,40 0,0001 0,01
13* 0,063 0,39 0,17 0,22 0,0017 0,41 0,0002 0,39
14 0,17 ND 0,20 ND 0,25 ND 0,020 ND
15 0,014 0,11 0,050 0,056 0,83 0,83 0,067 0,24
16 0,067 0,28 0,071 0,15 0,13 0,44 0,13 0,23
AZM 1,4 0,78 0,017 0,018 0,053 0,082 0,020 0,027
* pažymėti junginiai nestabilūs dimetilsulfokside

Visų tirtų junginių sulfonamidinę grupę turintis žiedas baltymo akty-
viojo centro kišenėje orientuotas panašiai (benzeno žiedo padėtį fiksuoja
Val121, Thr200 bei Leu198 aminorūgštys), o toliau esančių žiedų išsidės-
tymas – labai įvairus (3.18 pav.).

Junginiai 1, 4 ir 11 turi trumpiausią jungtuką tarp aromatinių žiedų.
Nors šių visų trijų junginių benzeno žiedo padėtis praktiškai identiška, piri-
midino žiedo padėtis skiriasi (3.19 pav.). Junginio 1 pirimidino žiedo azoto
atomas per vandens molekulę sąveikauja su Trp5 ir Pro201, žiedo poziciją
padeda orientuoti Pro202, o 11 junginio pirimidino žiedas sąveikauja su
Phe131 benzeno žiedu bei tiesiogiai sudaro vandenilinį ryšį su Gln92 amino
grupe (3.20 pav. A). 4 junginys šio vandenilinio ryšio nesudaro, nes dėl R
padėtyje esančios SCH3 grupės visas pirimidino žiedas pasislenka ∼1,3 Å.
Pastarasis vandenilinis ryšys gali būti vienas iš paaiškinimų, kodėl junginys
11 su tirtomis CA jungiasi geriau, nei junginys 1.

Jungtuką CH2NH tarp aromatinių žiedų turinčių junginių pirimidino
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3.3. Naujų ligandų tyrimas

A B C

3.17 pav. 4-[N -(pirimidin-4-il)]aminobenzensulfonamidų padėties CA II aktyviojo
centro kišenėje palyginimas: A – trumpiausią (n = 0) jungtuką tarp aromatinių žiedų
turintys junginiai 1 (PDB ID 3MHO), 4 ir 11 (3M40); B – vidutinio ilgio jungtuką
(n = 1) turintys junginiai 2 (3M5E), 12, 14 (3MHI), 15 (3MHL) ir 9 (3MHM); C –
ilgiausią jungtuką (n = 2) turintys junginiai 13 ir 16 (3M3X).

3.18 pav. 4-[N -(pirimidin-4-il)]aminobenzensulfonamidų klasės junginių padėties
CA II aktyviajame centre palyginimas (rentgenostruktūrinės analizės duomenys). Vio-
letine sfera pažymėtas aktyviajame centre esantis Zn2+ jonas.

žiedo padėtis CA II aktyviojo centro kišenėje taip pat nepastovi (3.20
pav.). Junginių 9 ir 15 nitro grupė bei junginio 2 aldehido grupė (R2

pakaitai) sudaro vandenilinį ryšį su Gln92. Šių trijų junginių pirimidino
žiedo padėtį fiksuoja Phe131 aminorūgštis. Junginio 9 R1 padėtyje esanti
NHCH2Ph grupė yra baltymo išorėje, už aktyviojo centro kišenės, ir neturi
pastovios pozicijos. Junginio 12 komplekso su CA II struktūroje matomos
dvi alternatyvios šio junginio konformacijos. Nepastovi pirimidino žiedo
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3.19 pav. 4-[N -(pirimidin-4-il)]aminobenzensulfonamidų, turinčių trumpiausią jung-
tuką (NH) tarp benzeno ir pirimidino žiedų, išsidėstymo CA II aktyviajame centre
palyginimas (junginiai 1 (PDB ID 3MHO), 4 ir 11 (3M40)).

padėtis rodo, kad nė vieno iš minėtų junginių struktūra nėra optimali tiria-
mo baltymo aktyviajam centrui. Be to, junginio padėties stabilizavimas,
susidarant naujiems baltymo–ligando ryšiams, padidintų entalpinį indė-
lį bendrai Gibso energijai, o entalpiškai efektyvesni junginiai yra geresni
kandidatai į vaistinius junginius [127].

3.20 pav. 4-[N -(pirimidin-4-il)]aminobenzensulfonamidų, turinčių vidutinio ilgio jung-
tuką (CH2NH) tarp benzeno ir pirimidino žiedų, išsidėstymo CA II aktyviajame centre
palyginimas (junginiai 2 (3M5E), 9 (3MHM), 12, 14 (3MHI), 15 (3MHL)).

Jungtuką (CH2)2NH turinčių junginių 13 ir 16 pirimidino žiedas tie-
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sioginių kontaktų su baltymu nesudaro, visos galimos sąveikos yra per
tirpiklio molekules (3.21 pav.).

3.21 pav. 4-[N -(pirimidin-4-il)]aminobenzensulfonamidų, turinčių ilgiausią jungtuką
((CH2)2NH) tarp benzeno ir pirimidino žiedų, išsidėstymo CA II aktyviajame centre
palyginimas (junginiai 13 ir 16 (3M3X)).

Grupės NHCH2Ph įvedimas labai sumažina junginių tirpumą vande-
nyje (7–10 junginiai, tirpumas 2 % DMSO <50 µM), todėl net ir gerai
besijungiantys junginiai 8 ir 9 turi nedidelę perspektyvą būti taikomi to-
liau. Junginiai 8 ir 9 įdomūs tuo, kad jie stipriau jungiasi su CA I nei su
CA II ar kitomis izoformomis. Tipiški neatrankūs CA slopikliai su CA II
ir CA VII sąveikauja stipriau nei su CA I. Tačiau CA I nėra terapinis
taikinys.

Lyginant su klasikiniu karboanhidrazių slopikliu acetazolamidu (AZM),
nauji susintetinti junginiai su tirtomis CA izoformomis jungėsi panašiai
arba geriau, išskyrus 7 junginį, kuris yra silpnas visų tirtų CA izoformų
ligandas. Efektyviausi ligandai – junginiai 12 ir 13. Deja, jie nėra stabilūs.
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3.3.2. Į indapamidą panašūs benzensulfonamidai

Pastebėta, kad 2-, 2,4- ir 3,4-pakeisti benzensulfonamidai su karboan-
hidrazėmis jungiasi prasčiau nei 4-pakeisti dariniai [13]. Tačiau būtent ši
savybė galėtų padėti, kuriant vienai ar kitai izoformai atrankius junginius.
Literatūros duomenimis [128, 129], indapamidas (3.22 pav.) yra atrankus
CA VII izoformai, taigi ir į jį panašūs junginiai galėtų turėti analogišką
ypatybę. 2- padėtyje esantis elektronų akceptorinėmis savybėmis pasižy-
mintis Cl pakaitas sumažina sulfonamidinės grupės pKa, t. y. padidina
slopiklio gebėjimą jungtis prie CA. Pvz., indapamido atveju, programos
„Marvin“ („ChemAxon“) duomenimis, Cl atomas sulfonamidinės grupės
pKa sumažina daugiau nei vienu pH vienetu (nuo 9,92 iki 8,85).
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17: R = H
18: R = Me
19: R = CH2OH
20: R = CH2Ph

22: R = (CH2)2Me

23: R = (CH2)3Me
24: R = CHMe2

25: R = CH2CHMe2

27: R = SMe

28: R1 = R2 = H

30: R1 = Br, R2 = H

3.22 pav. Į indapamidą panašių CA ligandų struktūrinės formulės.

Terminio poslinkio metodu išmatuota 15-os naujų CA ligandų (3.22
pav.), susintetintų VU Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir

70



3.3. Naujų ligandų tyrimas

vaistų tyrimo skyriuje (dr. E. Čapkauskaitė), jungimasis prie CA I, II,
VII ir XIII. Dalies junginių jungimosi stiprumas patikrintas ITC meto-
du [1*]. 3.23 pav. pateikti būdingi TSA rezultatai – junginio 22 sąveika
su CA II. 3.24 pav. – tipiškų ITC rezultatų pavyzdys: čia parodyta CA II
sąveika su 28 junginiu.
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3.23 pav. CA II sąveikos su 22 junginiu TSA duomenys: A – baltymo lydymosi
kreivės, kai ligando koncentracija: 0 µM (5), 7 µM (4), 17 µM (�), 39 µM (�), 200 µM
(#); B – lydymosi temperatūros priklausomybės nuo bendros ligando koncentracijos
kreivė: taškai rodo eksperimentinius duomenis, linija – TSA modelį. Eksperimentai
atlikti 50 mM fosfatiniame buferyje su 50 mM NaCl, pH 7,0, kai baltymo koncentracija
– 10 µM.

Visi jungimosi rezultatai pateikti 3.3 lentelėje. S -alkilinti imidazo-
dariniai 28–31 jungėsi stipriau (disociacijos konstantos – 0,02–3,1 µM)
už N -alkilintus benzimidazolus 17–27 (atitinkamai, Kd – 0,3–40 µM).

Stipriausiai su CA VII sąveikavo 28 junginys, o 29–31 efektyviau jun-
gėsi su CA II. Indapamidas, skirtingai nuo literatūroje pateiktų fermentinio
aktyvumo slopinimo rezultatų (Ki CA I, II, VII ir XIII, atitinkamai: 51,9,
2,52, 0,00023 ir 0,013 µM [128]), tiriant biofizikiniais metodais, nerodė jo-
kio atrankumo CA VII izoformai (3.3 lentelė). Kd CA VII, nustatyta ir
TSA, ir ITC metodais, apie 1000 kartų didesnė nei literatūroje nurodoma
Ki.

Nepaisant to, kad paprastai ITC, TSA ir fermentinio aktyvumo mata-
vimo metodais gaunami panašūs rezultatai, kartais jų skirtumai yra neįp-
rastai dideli, o tai gali būti paaiškinama skirtinga matavimų technika ir
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3.3 lentelė. Disociacijos konstantos µM, nustatytos TSA metodu ir kai kurių junginių
patikrintos ITC metodu (vertės pateiktos skliausteliuose), esant 37 ℃ temperatūrai, 50
mM fosfatiniame buferyje, pH 7,0, esant 50 mM NaCl.

Junginys CA I CA II CA VII CA XIII

17 11 1,6 1,0 0,7
18 10 2,0 2,5 0,4
19 7,1 1,0 0,4 0,3
20 8,3 1,6 3,3 1,0
21 7,1 0,6 1,7 0,4
22 10 0,8 2,5 1,4
23 10 0,5 3,3 0,4
24 4,5 0,7 2,0 0,4
25 3,3 0,4 1,0 2,9
26 40 4,2 10 12,5
27 5,0 1,0 1,7 1,1
28 1,0 (1,3) 0,1 (0,1) 0,03 (0,1) 0,2 (0,1)
29 3,1 (2,2) 0,02 (0,18) 0,1 (1,1) 0,1 (0,3)
30 1,3 (1,4) 0,06 0,1 0,1 (0,2)
31 1,3 0,03 0,1 0,1
Indapamidas 10 0,3 (0,2) 0,3 (1,8) 0,1 (0,2)

nevienodu laboratorijose naudojamų baltymų paruošimu, todėl, tiriant net
nesudėtingas baltymų–ligandų sistemas, verta neapsiriboti vienu metodu.
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3.24 pav. CA II jungimosi su 28 junginiu ITC rezultatai: A – pirminiai duomenys, B
– integruota kreivė.

Kelių CA II kompleksų su aptariamos klasės junginiais struktūros nu-
statytos kristalografiniais metodais (dr. S. Gražulio grupė, VU Biotechno-
logijos institutas, Baltymų–nukleorūgščių sąveikos tyrimų skyrius). Komp-
leksuose matomų junginių benzeno žiedas, turintis sulfonamidinę grupę,
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yra fiksuotos padėties, sulfonamidinė grupė sudaro klasikinius ryšius su
Zn2+ ir Thr199, o chloro atomą apsupa hidrofobinių aminorūgščių kiše-
nė, sudaryta iš Val121, Val143, Val207, Leu141 ir Leu198 (pav. 3.25).
Junginių 17 ir 29–31 jungtuko tarp aromatinių žiedų karbonilo grupės
deguonies atomas tiesiogiai arba per vandens molekulę sudaro vandenili-
nius ryšius su Asn67, Thr200, Gln92; heterociklinio žiedo padėtį fiksuoja
His64 in konformacija; junginio 31 jungtuko sieros atomas sudaro van der
Valso kontaktą su Asn62 (3.25 pav.).

A B

C D

3.25 pav. Į indapamidą panašių junginių kompleksų su CA II kristalografinė analizė:
A – junginys 17 (PDB ID 3M98), B – 31 (3MYQ), C – 29 (3M67), D – 30 (3M96).
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Heterociklinį žiedą turinčios molekulės dalies padėtis visuose junginiuo-
se, išskyrus 17, yra labai panaši. Šis fragmentas dalyvauja van der Valso
sąveikoje su šoninėmis baltymo aminorūgščių grandinėmis, kurios formuoja
hidrofobinę ertmę (Phe131, Val135, Pro202, Leu198 ir Thr200). Junginio
17 benzimidazolo žiedas yra apsuptas Asn67, Asn62, His64, Trp5 ir Pro201
aminorūgščių šoninių grandinių. Junginys 17 nėra efektyvus CA II ligan-
das (Kd = 1,6 µM), o junginiai 29–31 su CA II jungiasi stipriau (Kd nuo
20 iki 60 nM).

3.3.3. [1,2-c][1,2,3]-tiadiazol-7-sulfonamidai

Junginiai, priklausantys [1,2-c][1,2,3]-tiadiazol-7-sulfonamidų klasei, bu-
vo susintetinti VU Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaistų
tyrimo skyriuje (dr. V. Dudutienė) [8*]. Šios junginių klasės esminis bruo-
žas – nelanksti trijų žiedų sistema (3.26 pav.). Su Zn2+ jonu sąveikaujanti
sulfonamidinė grupė yra prijungta prie benzeno žiedo, kuris sujungtas su
dviejų heterociklinių žiedų sistema. Variabilus pakaitas R1, esantis tre-
čiajame (tiadiazolo) žiede, dėl visos sistemos nejudrumo galėtų sudaryti
sąveikas su gana fiksuota baltymo kišenės sritimi, o pakaitas R galėtų da-
ryti įtaką bendrai heterociklinės sistemos orientacijai aktyviajame centre
(3.26 pav.).

N

N
N SH2NO2S

R

R

1

32-40

32-39: R = H

32: R1 = Cl

34: R1 = SPh

35: R1 = SMe

36: R1 = H

37: R1 = SO2Me

40: R = NO2, R1 = Cl

39: R1 = N N
+

I-

38: R1 = N N
33: R1 = N O

3.26 pav. Bendra [1,2-c][1,2,3]-tiadiazol-7-sulfonamidų struktūra.

Šių junginių sąveikos su žmogaus karboanhidrazėmis CA I, CA II ir
CA IX disociacijos konstantų bei slopinimo konstantų palyginimas pateik-
tas 3.4 lentelėje. Disociacijos konstantos nustatytos dviem biofizikiniais
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3.4 lentelė. Ligandų jungimosi prie CA I, CA II ir CA IX monomerinės (CA IXM) bei
dimerinės (CA IXD) formų disociacijos ir inhibicijos konstantos (µM). Disociacijos kons-
tantos nustatytos ITC ir TSA metodais, o inhibicijos konstanta – sustabdytos tėkmės
CO2 hidratacijos metodu.

Junginys CA I CA II CA IXM CA IXD CA IX
KTSA

d KITC
d Ki KTSA

d KITC
d Ki KTSA

d KTSA
d KITC

d Ki

32 0,82 0,84 0,66 0,19 0,41 0,033 0,85 0,22 0,22 1,00
33 0,17 0,39 0,21 0,07 0,18 0,009 3,0 0,27 0,59 0,21
34 0,02 ND ND 0,038 ND ND 0,89 0,044 ND ND
35 0,13 0,40 0,15 0,05 0,054 0,057 1,5 0,17 0,63 0,51
36 2,0 2,6 2,1 0,20 0,22 0,46 1,4 0,35 0,26 0,72
37 0,13 0,27 ND 0,25 0,59 ND 1,5 0,64 0,12 ND
38 0,12 0,18 ND 0,33 0,09 ND 2,4 0,33 ND ND
39 17 ND ND 7,9 ND ND 12 16 ND ND
40 2,1 ND ND 0,06 0,56 ND 1,7 0,33 ND ND
AZM 1,4 0,78 0,25 0,017 0,018 0,012 0,12 0,11 ND 0,025

metodais – izoterminio titravimo kalorimetrija ir terminio poslinkio ana-
lizės metodu, o slopinimo konstantas išmatavo bendradarbiaujanti Italijos
mokslininkų grupė CO2 hidratacijos metodu, naudodama sustabdytos tėk-
mės metodiką [3*].

Dauguma tiriamos klasės junginių stipriausiai jungėsi su CA II (Kd

0,04–7,9 µM). Terminio poslinkio metodu nustatyta, kad dimerinė CA IX
forma su ligandais jungėsi stipriau nei monomerinė. ITC ir fermentinio
aktyvumo matavimai atlikti, neatskyrus skirtingų oligomerinių formų.

Tirtų junginių kompleksų su CA II struktūros parodė, kad, greta klasi-
kinės sulfonamidinės grupės sąveikos su CA, likusi ligando molekulės dalis
su baltymu daugiausiai sudaro van der Valso kontaktus arba sąveikauja
per vandens molekules. Junginio 40, kuris turi NO2 grupę benzeno žiede,
padėtis baltymo aktyviajame centre, kaip ir tikėtasi, skiriasi nuo domi-
nuojančios junginių, kurių struktūroje R = H (3.26 pav.), pozicijos (3.27
pav.). 40 junginys su CA II sudaro vieną papildomą vandenilinį ryšį tarp
tiadiazolo žiede arčiau S esančio N atomo ir Thr200 OH grupės. 33 jun-
ginio komplekso su CA II struktūroje matomos dvi junginio alternatyvios
konformacijos (3.27 pav.).
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3.27 pav. [1,2-c][1,2,3]-tiadiazol-7-sulfonamidų klasės junginių orientacija CA II akty-
viajame centre: A – junginių 33, 35 (PDB ID 3HLJ), 37 ir 40 padėties aktyviajame
centre palyginimas, B – dominuojanti heterociklinės sistemos padėtis, C – du alterna-
tyvūs 33 jungimosi būdai, D – junginys 40, greičiausiai dėl NO2 grupės benzeno žiede,
aktyviajame centre orientuotas kitaip nei šio pakaito neturintys junginiai.

3.4. CA XIII sąveikos su sulfonamidiniais slo-
pikliais termodinaminė analizė

Tam, kad tiriamo junginio sąveikos su baltymu stiprumą galima būtų
kiekybiškai susieti su jo struktūra, turi būti įvertinti būtent šią sąveiką
aprašantys parametrai, t. y. nepriklausantys nuo, pvz., buferio sudėties,
pH, kuriame atliekamas eksperimentas, ir kitų stebimiesiems parametrams
įtaką darančių faktorių.

CA XIII sąveikos su sulfonamido grupę turinčiais slopikliais tyrimui
atlikti [9*] pasirinkti trys ligandai: trifluormetansulfonamidas (TFMSA),
etokzolamidas (EZA) ir metolazonas (MTZ), kurių sulfonamidinės grupės
pKa vertės labai skirtingos, atitinkamai: 5,9–6,3 [130, 131], 8,0–8,1 [132,
133] ir 9,6 [134] (3.28 pav.).
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3.4. CA XIII sąveikos su sulfonamidiniais slopikliais termodinaminė analizė
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3.28 pav. CA XIII sąveikos su RSO2NH2 termodinamikai tirti naudoti ligandai.

3.4.1. Susijusios reakcijos

Kai sulfonamidinis ligandas jungiasi su karboanhidraze, gali vykti ma-
žiausiai keturios reakcijos (3.29 pav.):

(HOCH2)3CNH3+ (HOCH2)3CNH2

H2PO4- HPO42-

(HOCH2)3CNH3+ (HOCH2)3CNH2

H2PO4- HPO42-

OH
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3.29 pav. Karboanhidrazei jungiantis su sulfonamidinę grupę turinčiu ligandu (pa-
veikslėlyje parodytas etokzolamido pavyzdys) vykstančios reakcijos. Skaičiais pažymė-
tos reakcijos išvardintos tekste.

1) tiesioginė deprotonizuoto sulfonamido jungimosi su karboanhidraze
reakcija, kai aktyviajame centre esantis Zn2+ jonas susijungęs su vandens
molekule;

2) prie CA aktyviojo centro Zn2+ koordinuoto hidroksido jono protoni-
zacija;

3) ligando sulfonamidinės grupės deprotonizacija;

4) buferio protonizacija ar deprotonizacija.
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Tirdami šią reakciją ir ITC, ir TSA ar kitais biofizikiniais metodais,
išmatuojame visų čia išvardintų procesų suminius termodinaminius para-
metrus (Kb−steb, ∆Hsteb), tačiau struktūros ir aktyvumo sąryšiui nustatyti
reikalingi, kaip jau minėta, tikrieji parametrai (Kb, ∆Hb).

3.4.2. Tikrosios jungimosi konstantos nustatymas

Tikroji jungimosi konstanta yra lygi stebimosios jungimosi konstantos
ir aktyvių sąveikaujančių baltymo ir junginio formų frakcijų sandaugos
santykiui:

Kb =
Kb−steb

fRSO2NH−fCAZnH2O

(3.12)

Deprotonizuoto sulfonamido ir protonizuotos CA frakcijos išreiškiamos:

fRSO2NH− =
10pH−pKa−RSO2NH2

1 + 10pH−pKa−RSO2NH2
(3.13)

fCAZnH2O = 1− 10pH−pKa−CAZnH2O

1 + 10pH−pKa−CAZnH2O
(3.14)

Taigi stebimoji jungimosi konstanta priklauso nuo to, kokiam pH esant,
atliekamas eksperimentas, kokia tiriamo junginio sulfonamidinės grupės
pKa ir kokia prie baltymo aktyviajame centre esančio Zn2+ koordinuotos
vandens molekulės (CAZnH2O) pKa. Kai ligando sulfonamidinės grupės
pKa vertė maža (pvz., TFMSA atveju), tai Kb−steb ≈ Kb. Kai ši vertė
didesnė (pvz., EZA ar MTZ atveju), tai Kb−steb < Kb (3.30 pav.).
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3.30 pav. Stebimosios laisvosios Gibso energijos priklausomybė nuo pH, nustatyta ITC
metodu TRIS buferyje ( ), ITC metodu fosfatiniame buferyje (�), TSA metodu (N).
A – CA XIII ir TFMSA sąveika, B – CA XIII ir EZA, C – CA XIII ir MTZ.
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3.4.3. Stebimosios entalpijos išskaidymas

Stebimoji jungimosi entalpija ∆Hsteb (t. y. ta, kurią išmatuojame ITC
metodu, tirdami karboanhidrazės sąveiką su sulfonamidiniu ligandu) yra
visų (3.29 pav.) aprašytų procesų suma:

∆Hsteb = ∆Hb + nsulf∆HRSO2NH2
+ nCA∆HCAZnH2O + nbuf∆Hbuf ,

(3.15)
čia:

∆Hb – tikroji jungimosi entalpija;
∆HRSO2NH2

– ligando sulfonamidinės grupės protonizacijos entalpija;
nsulf = fRSO2NH− − 1 – reakcijos metu deprotonizuojant slopiklio sul-

fonamidinę grupę išlaisvinamų protonų skaičius;
∆HCAZnH2O – su karboanhidrazės aktyviajame centre esančiu cinko jo-

nu susijungusio hidroksido jono protonizacijos entalpija;
nCA = 1−fCAZnH2O – reakcijos metu protonizuojamų CA aktyviajame

centre su Zn2+ koordinuotų OH– jonų skaičius;
∆Hbuf – buferio protonizacijos entalpija;
nbuf = −(fRSO2NH2

+ fCAZnH2O) – reakcijos metu buferio surišamų ar
išskiriamų protonų skaičius.

Ligando pKa ir ∆H nustatymas

Tiriamo ligando sulfonamidinės grupės pKa vertė nustatoma potencio-
metrinio titravimo rūgštimi ar šarmu metu. Šios grupės protonizacijos
entalpija išmatuojama tą patį eksperimentą atliekant ITC metodu (3.31
pav.).

Etokzolamido pKa vertė yra 8,0–8,1, nustatyta ∆HCAZnH2O yra -28,8
kJ/mol, trifluormetansulfonamido, atitinkamai – 5,9–6,3 ir -22,4 kJ/mol,
metolazono – 9,6 ir -11,0 kJ/mol.
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3.31 pav. Ligando sulfonamidinės grupės protonizacijos entalpijos nustatymas ITC
metodu: A – EZA titravimas HNO3, esant 1,5 ekv. NaOH, pirminiai duomenys, B –
EZA (#) ir TFMSA (�) titravimas HNO3, esant 1,5 ekv. NaOH, integruoti duomenys.
Iš pradžių (iki molinio santykio 0,5) vyksta NaOH – HNO3 titravimas, po to titruojamas
1 ekv. junginio – ši, antroji, tranzicija atitinka sulfonamidinės grupės protonizacijos
procesą.

pH įtaka stebimajai entalpijai

Kai kartu su jungimosi reakcija vyksta susijusios protonizacijos reak-
cijos, sistemos pH pakeitus vos vienu vienetu, stebimoji entalpija keičiasi
labai stipriai. Pavyzdžiui, matuojant CA XIII jungimąsi su EZA fosfati-
niame buferyje, esant pH 6,5, stebimoji entalpija yra ∼-14 kJ/mol, o kai
pH pakeliame iki 8,5, – net ∼-60 kJ/mol (3.32 pav.).
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3.32 pav. Integruotos ITC kreivės – CA XIII jungimasis su EZA fosfatiniame buferyje,
esant 25 ℃ temperatūrai ir skirtingiems pH: (#) – 6,5, (�) – 7,5, (�) – 8,5.
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Buferio įtaka stebimajai entalpijai

Kai jungimosi metu vyksta susijusios protonizacijos reakcijos, stebimoji
entalpija labai priklauso nuo to, kokiame buferyje atliekamas eksperimen-
tas. Pavyzdžiui, vieno iš dažniausiai naudojamų buferių – tris – protoni-
zacijos entalpija lygi -47,4 kJ/mol, esant 25 ℃ temperatūrai, o fosfatinio
buferio – tik -5,1 kJ/mol. Buferio efektą iliustruoja 3.33 pav.: ITC metodu
matuojant tos pačios reakcijos – CA XIII jungimosi su EZA arba TFMSA
– stebimąją entalpiją, gaunamos labai skirtingos reikšmės, priklausančios
nuo to, kokia medžiaga naudojama kaip buferis.
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3.33 pav. Stebimosios jungimosi entalpijos priklausomybė nuo buferio deprotonizacijos
entalpijos. (�) – CA II jungimasis su TFMSA, (#) – jungimasis su EZA. Visais atvejais
buferio koncentracija 50 mM, NaCl 50 mM, pH 7,0, 25 ℃. Neigiamas tiesės pokrypio
kampas rodo, kad reakcijos metu protonai yra išskiriami į buferį.

Stebimosios entalpijos priklausomybė nuo buferio protonizacijos ental-
pijos yra tiesinė. Šios tiesės lygties (y = ax + b) a parametras atitinka
3.15 lygties parametrą nbuf tame pH, kuriame atliekamas eksperimentas
(šiuo atveju – 7,0), o b parametras – nuo buferio nepriklausančią proceso
entalpiją šiame pH.

Nuo buferio nepriklausanti jungimosi entalpija, t. y. jeigu eksperimen-
tas būtų atliekamas teoriniame buferyje, kurio protonizacijos entalpija ly-
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gi nuliui, vis tiek priklausytų nuo pH dėl jau anksčiau minėtų priežasčių:
kai pH < pKa−RSO2NH2

, tai vyksta ligando sulfonamidinės grupės depro-
tonizacija, o kai pH > pKa−CAZnH2O – prie aktyviojo centro Zn2+ jono
prisijungusio hidroksido jono protonizacija.

CAZnH2O pKa ir ∆H nustatymas

Skirtingai nuo ligando, CAZnH2O pKa vertės tiesiogiai nustatyti ne-
įmanoma. Tam taikomas Baker ir Murphy [107] aprašytas būdas – ta pati
reakcija ITC metodu matuojama plačiame pH intervale dviejuose, skir-
tingą buferio protonizacijos entalpiją turinčiuose, buferiuose (3.30, 3.34
pav.). Pagal gautą biotermodinaminių parametrų priklausomybę nuo pH,
taikant 3.12 ir 3.15 lygtis, globalaus parametrų derinimo būdu apskaičiuo-
jami trūkstami parametrai – CAZnH2O pKa ir ∆H vertės.

Gautos CA XIII baltymo vertės: CAZnH2O pKa = 8,3 ir protonizaci-
jos ∆H = -44 kJ/mol. Šiems baltymo parametrams nustatyti teko atlikti
daug eksperimentų, tačiau vieną kartą juos nustačius, toliau kitų ligandų
jungimosi tikriesiems parametrams išskirti pakanka žinoti tiriamo junginio
sulfonamidinės grupės pKa, jo protonizacijos ∆H ir tai, kokiame buferyje
(buferinė medžiaga, pH) atliekamas eksperimentas.

3.4.4. Tikrieji tirtų reakcijų termodinaminiai parametrai

Apibendrinant, šiame skyriuje tirtų trijų reakcijų – CA XIII jungimosi
su TFMSA, EZA ir MTZ – gauti tikrieji parametrai pateikti 3.5 lentelėje.
Pagal stebimąsias jungimosi konstantas EZA su CA XIII jungiasi stipriau-
siai (pvz., esant pH 7,0, Kb = 7,6×109 M−1), o MTZ – silpniausiai (esant
pH 7,0, Kb = 3,8×106 M−1), skirtumas tarp stebimųjų jungimosi kons-
tantų yra apie 2000 kartų, o tikrosios jungimosi konstantos skiriasi tik 1,4
karto – tai labiausiai lemia skirtinga junginio sulfonamidinės grupės pKa

vertė.

Nustatyti tikrieji jungimosi parametrai (Kb ir ∆H) turėtų tiksliau ko-
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3.34 pav. CA XIII sąveikos su sulfonamidiniu ligandu stebimoji entalpija: A –
TFMSA, B – EZA, C – MTZ. (�) žymi fosfatiniame buferyje atliekamą reakciją, ( )
– tris.
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3.5 lentelė. CA XIII jungimosi su TFMSA, EZA ir MTZ termodinaminiai parametrai
bei pKa vertės. Entalpija išreikšta kJ/mol, jungimosi konstantos – M.

Junginio parametrai Baltymo parametrai Tikrieji jungimosi
parametrai

pKa ∆HRSO2NH2 pKa ∆HCAZnH2O Kb ∆Hb

TFMSA 6,2 -22,4
8,3 -44

1× 108 -37
EZA 8,0 -28,8 1,4× 109 -38
MTZ 9,6 -11,0 1× 109 -25

reliuoti su struktūriniais duomenimis (deja, šiuo metu baltymų struktūrų
duomenų bazėje PDB nėra nė vieno iš tirtų ligandų kompleksų su CA XIII
struktūros).
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Išvados

1. Tirtos rekombinantinės žmogaus karboanhidrazių izoformos yra sta-
bilios pH intervale 5–9, jų išsivyniojimo termodinaminių parametrų
(∆H , ∆Cp) vertės artimos literatūroje nurodomoms panašaus dydžio
baltymų vertėms.

2. Rekombinantinė žmogaus CA IX tirpale egzistuoja kaip disulfidiniais
ryšiais sutvirtintas dimeras.

3. Baltymo–ligando jungimąsi terminio poslinkio analizės metodu ga-
lima modeliuoti ne tik stebint baltymo stabilizaciją, bet ir destabi-
lizaciją; destabilizaciją galima aprašyti kaip ligando jungimąsi prie
išsivyniojusio baltymo.

4. Terminio poslinkio analizės eksperimento metu stebimą baltymo iš-
sivyniojimo tranzicijų dvigubėjimą, kai baltymo yra daugiau negu
ligando, galima aprašyti modeliu, kurio tranzicijos priklauso nuo bal-
tymo įsotinimo ligandu proporcijos.

5. 4-[N -(pirimidin-4-il)]aminobenzensulfonamido dariniai, [1,2-c][1,2,3]-
tiadiazol-7-sulfonamido dariniai, 2-chlor-5-{[(pakeisti 2-imidazolil)-
sulfanil]acetil}benzensulfonamidai bei 2-chlor-5-[(2-pakeisti 1-benz-
imidazolil)acetil]benzensulfonamidai su žmogaus CA I, II, VII, IX
ir XIII jungiasi panašiu arba geresniu giminingumu kaip vaistiniai
karboanhidrazių slopikliai.

6. Pagal termodinaminio adityvumo principą nustatyti prie CA XIII
aktyviajame centre esančio cinko jono koordinuoto hidroksido jono
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Išvados

parametrai (pKa ir protonizacijos entalpija), kurie gali būti naudo-
jami apskaičiuojant sąveikos su sulfonamidiniais ligandais tikruosius
termodinaminius parametrus, kai žinomi stebimieji jungimosi para-
metrai.
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vioğlu, .r.; Innocenti, A.; Scozzafava, A.; and Supuran, C.T. Kinetic and
docking studies of phenol-based inhibitors of carbonic anhydrase isoforms I,
II, IX and XII evidence a new binding mode within the enzyme active site.
Bioorg Med Chem, vol. 19, (2011), pp. 1381–1389.

[64] Supuran, C.T. Carbonic anhydrase inhibitors. Bioorg Med Chem Lett,
vol. 20, (2010), pp. 3467–3474.

[65] Husain, A. and Madhesia, D. Heterocyclic compounds as carbonic anhydrase
inhibitor. J Enzyme Inhib Med Chem.

[66] Winum, J.Y.; Scozzafava, A.; Montero, J.L.; and Supuran, C.T. Thera-
peutic potential of sulfamides as enzyme inhibitors. Med Res Rev, vol. 26,
(2006), pp. 767–92.

[67] Temperini, C.; Scozzafava, A.; and Supuran, C.T. Carbonic anhydrase
activation and the drug design. Curr Pharm Des, vol. 14, (2008), pp. 708–
15.

[68] Abdo, M.R.; Vullo, D.; Saada, M.C.; Montero, J.L.; Scozzafava, A.; Wi-
num, J.Y.; and Supuran, C.T. Carbonic anhydrase activators: activation
of human isozymes I, II and IX with phenylsulfonylhydrazido l-histidine
derivatives. Bioorg Med Chem Lett, vol. 19, (2009), pp. 2440–3.

[69] Nishimori, I.; Onishi, S.; Takeuchi, H.; and Supuran, C.T. The alpha and
beta classes carbonic anhydrases from Helicobacter pylori as novel drug
targets. Curr Pharm Des, vol. 14, (2008), pp. 622–30.

[70] Krungkrai, J. and Supuran, C.T. The alpha-carbonic anhydrase from the
malaria parasite and its inhibition. Curr Pharm Des, vol. 14, (2008), pp.
631–40.

[71] Innocenti, A.; Mühlschlegel, F.A.; Hall, R.A.; Steegborn, C.; Scozzafava,
A.; and Supuran, C.T. Carbonic anhydrase inhibitors: inhibition of the
beta-class enzymes from the fungal pathogens Candida albicans and Cryp-
tococcus neoformans with simple anions. Bioorg Med Chem Lett, vol. 18,
(2008), pp. 5066–5070.

100



Literatūra

[72] Carta, F.; Scozzafava, A.; and Supuran, C.T. Sulfonamides: a patent review
(2008 - 2012). Expert Opin Ther Pat, vol. 22, (2012), pp. 747–758.

[73] Ozawa, Y.; Kusano, K.; Owa, T.; Yokoi, A.; Asada, M.; and Yoshimatsu,
K. Therapeutic potential and molecular mechanism of a novel sulfonamide
anticancer drug, indisulam (E7070) in combination with CPT-11 for cancer
treatment. Cancer Chemother Pharmacol, vol. 69, (2012), pp. 1353–1362.

[74] Carta, F.; Supuran, C.T.; and Scozzafava, A. Novel therapies for glaucoma:
a patent review 2007 - 2011. Expert Opin Ther Pat, vol. 22, (2012), pp.
79–88.

[75] Iester, M. Brinzolamide. Expert Opin Pharmacother, vol. 9, (2008), pp.
653–62.

[76] Aggarwal, M. and McKenna, R. Update on carbonic anhydrase inhibitors:
a patent review (2008 - 2011). Expert Opin Ther Pat.

[77] Shank, R.P.; Smith-Swintosky, V.L.; and Maryanoff, B.E. Carbonic anhyd-
rase inhibition. Insight into the characteristics of zonisamide, topiramate,
and the sulfamide cognate of topiramate. J Enzyme Inhib Med Chem, vol. 23,
(2008), pp. 271–276.

[78] Stillebroer, A.B.; Mulders, P.F.A.; Boerman, O.C.; Oyen, W.J.G.; and Oos-
terwijk, E. Carbonic anhydrase IX in renal cell carcinoma: implications for
prognosis, diagnosis, and therapy. Eur Urol, vol. 58, (2010), pp. 75–83.

[79] Gatenby, R.A. and Gillies, R.J. Why do cancers have high aerobic glycolysis?
Nat Rev Cancer, vol. 4, (2004), pp. 891–899.

[80] De Simone, G.; Vitale, R.M.; Di Fiore, A.; Pedone, C.; Scozzafava, A.; Mon-
tero, J.L.; Winum, J.Y.; and Supuran, C.T. Carbonic anhydrase inhibitors:
Hypoxia-activatable sulfonamides incorporating disulfide bonds that target
the tumor-associated isoform IX. J. Med. Chem., vol. 49, (2006), pp. 5544–
51.

[81] D’Ambrosio, K.; Vitale, R.M.; DognÄ†Â©, J.M.; Masereel, B.; Innocenti,
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