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Ivadas

Tiriant ligy mechanizmus vis daugiau atrandama tokiy baltymuy-taikiniy,
kuriy tiesioginio aktyvumo ar sgveikos su kitais baltymais moduliavimas
gali biiti taikomas gydyti tam tikra ligg ar stabdyti jos progresavimg. Siuo
metu placiausiai tam naudojama nekovalentiné sgveika su mazamolekuli-
niais junginiais. Dalis vaistiniy junginiy sukurti konkrec¢iam baltymui-
taikiniui, kity taikiniai ne visada yra tiksliai identifikuojami, taciau pa-
tvirtintas jy klinikinis veiksmingumas.

Pradinis naujy vaistiniy junginiy kurimo etapas yra su baltymu-taikiniu
saveikaujanciy ir jo aktyvuma didinan¢iy / mazinanciy junginiy suradi-
mas, optimizavimas ir sgveikos parametry tyrimas. Disertacijoje aprasomi
tyrimai priklauso Siam pradiniam etapui.

Naujy vaistiniy junginiy kurimas vykdomas dviem pagrindinémis kryp-
timis: 1) atlickant atsitikting paieska didziulése gamtiniy ar sintetiniy
junginiy bibliotekose, kai pasirinkto taikinio aktyvumas tikrinamas tiriant
pastarojo saveika su kiekvienu bibliotekoje esanc¢iu junginiu; ir 2) kom-
piuteriniais metodais tikslingai modeliuojant naujus junginius, kai zinoma
baltymo-taikinio struktura, po to atrinktus junginius sintetinant ir tik-
rinant jy aktyvuma. Sio darbo rezultatai i§ dalies prisideda prie abiejy
minéty krypciy efektyvumo didinimo.

Biofizikiniai tyrimo metodai baltymuy-taikiniy sgveikai su mazamoleku-
liniais junginiais tirti, greta savity kiekvieno metodo privalumy, bendru
pozitriu yra naudingi savo universalumu. Fermentinio aktyvumo mata-
vimo metodas atskirai pritaikomas kiekvienam tiriamam fermentui, tam

naudojama daug skirtingy detekcijos budy, o matuoti fermentinio aktyvu-

3



[vadas

mo neturinc¢iy baltymy biologinj aktyvuma naudojamos dar sudétingesnés
ir individualiai parinktos sistemos. Tuo tarpu, kiekvienos reakcijos metu
issiskirianti ar sugeriama sSiluma yra universalus signalas, kurj galima is-
matuoti kalorimetriniais metodais. Taip pat beveik universalus signalas
yra fluorescencija, kurios intensyvumo pokyc¢iu pagristas baltymo lydy-
mosi temperatiiros nustatymas terminio poslinkio analizés metodu. Sis
metodas tinka daugumai skirtingy baltymuy ir juo galima nesunkiai atrink-
ti tikslinius junginius, kurie, prisijunge prie baltymo, pakeicia jo lydymosi

temperatura.

Terminio poslinkio analizé — vienas iS universaliausiy bei didZiausio na-
sumo metody, taikomas atliekant didelio masto paieskas cheminiy junginiy
bibliotekose. Sio metodo vystymas naudingas ir didinant naujy junginiy
paieskos efektyvuma, ir gilinant stebimy procesy suvokimg. Eksperimenti-
niy duomeny analizei taikomy matematiniy modeliy patikslinimas leidzia
Si metoda naudoti ne tik kokybinei baltymo-ligando saveikos detekcijai,

bet ir kiekybiniam jos stiprumui jvertinti.

Vienas i$ tiksly kuriant naujus junginius kompiuteriniais metodais yra
kiekybinis strukturos ir aktyvumo susiejimas, kuris galimas tik nustacius
tiriamo baltymo erdvine struktiirg bei iSmatavus baltymo ir ligando savei-
kos stipruma. Vystantis kristaliniy struktury nustatymo metodams (nau-
dojant kristalinimo robotus, kristaly difrakcijg matuojant sinchrotronuose,
optimizuojant struktury sprendimo metodus), jau gaunamos net atominés
skiriamosios gebos tikslumo struktiiros, o jungimosi konstanty nustatymo

tikslumas mokslinéje literaturoje dar stipriai atsilieka.

Dazniausiai literaturoje pateikiamos stebimosios baltymuy-ligandy jun-
gimosi parametry vertés, kurios priklauso nuo eksperimento salygu (pH,
temperaturos, naudojamos buferinés medziagos). Be abejo, Sios stebimo-
sios vertés yra naudingos lyginant skirtingus junginius. Tuo labiau, daz-
niausiai eksperimento salygos parenkamos taip, kad buty artimos fiziolo-

ginéms, tad gana patikimai atspindi tikéting junginio veikima ir in vivo
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salygomis. Taciau tiksliniam naujy junginiy kurimui taikant kompiute-
rinius modeliavimo metodus, tokia informacija yra nepakankama, todél
siame darbe siekiama iS stebimyjy baltymo ir ligando saveikos parametry
isskirti tikruosius, nepriklausancius nuo eksperimento salygy bei susijusiy
(angl. linked) kartu vykstanciy reakcijy ir aprasancius tik tiriamo baltymo
ir junginio sgveika.

Sio darbo objektas — Zzmogaus karboanhidrazés (CA) — fermentai, kata-
lizuojantys virsmus tarp anglies dioksido ir bikarbonato. Karboanhidraziy
slopinimas gali buti taikomas gydyti tokias skirtingas ligas kaip glauko-
ma, vézys, nutukimas, epilepsija, osteoporozé ir kt. Siuo metu yra beveik
30 mazamolekuliniy junginiy, kurie naudojami kaip vaistai, su padidéju-
siu karboanhidraziy aktyvumu susijusioms ligoms gydyti. Daug démesio
skiriama siekiant sukurti savitus skirtingy karboanhidraziy izoformy slo-
piklius, kurie veikty tik pasirinkta taikinj, tuo budu tikintis sumazinti ne-
pageidaujamus Salutinius poveikius. Turint omeny didelj karboanhidraziy
izoformy skaiciy, juy strukturinj panasumag bei gana platy daugelio izo-
formy paplitimg jvairiuose audiniuose, tokiy junginiy sukurimas yra itin
sudetingas.

Sio darbo tikslas:

istirti rekombinantiniy zmogaus karboanhidraziy CA I, II, VII, IX ir
XIIT sgveika su sulfonamidiniais ligandais.

Siam tikslui jgyvendinti iSkelti uzdaviniai:

1) jvertinti pasirinkty rekombinantiniy Zmogaus karboanhidraziy stabi-
luma skirtingomis eksperimentinémis salygomis bei charakterizuoti CA IX
baltyma;

2) praplésti terminio poslinkio analizés metodo taikymo ribas stip-
riems ir baltyma destabilizuojantiems ligandams tirti, modeliniais balty-
mais naudojant karboanhidrazes;

3) ivertinti naujy susintetinty junginiy saveikos su zmogaus karboan-

hidrazémis stipruma lyginant su klasikiniais vaistiniais karboanhidraziy
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slopikliais;

4) istirti CA XIII ir sulfonamidiniy ligandy saveikos termodinaminj
mechanizma, nustatant tikruosius jungimosi termodinaminius parametrus.

Mokslinis naujumas ir praktiné verté:

Siame darbe pirmg karta:

- istirta priesvézinio taikinio CA IX oligomeriné struktura ir nustatyta,
kad tai yra dimerinis baltymas;

- prapléstos fluorescencinés terminio poslinkio analizés metodo ribos,
analizuojant baltymo lydymosi temperatiurg mazinanciy ligandy jungimasi
bei detalizuojant labai stipriy saveiky tyrima siuo metodu;

- nustatyti 40-ties naujy junginiy jungimosi su zmogaus karboanhidra-
zémis termodinaminiai parametrai. Daliai naujy junginiy gautas Europos
patentas;

- detaliai istirta zmogaus CA XIII ir sulfonamidiniy slopikliy saveikos
termodinamika, atskiriant tikruosius, nuo eksperimento salygy bei susiju-

siy reakcijy nepriklausancius, jungimosi parametrus.



Literaturos apzvalga

Karboanhidrazes yra liaziy (EC 4.2.1.1) klasés metalofermentai, bu-
dingi tiek prokariotiniams, tiek eukariotiniams organizmams [1,2]. Pir-
ma karta karboanhidrazés aptiktos 1932 metais zinduoliy eritrocituose [3].
Ju fermentiniam aktyvumui baltymo aktyviajame centre butinas cinko ar,
daug reciau, kito dvivalenc¢io metalo jonas. Karboanhidrazés yra vieni

grei¢iausiy Zinomy fermenty (Zmogaus CA II ki, ~ 1,4 x 10° s71) [4,5].

1.1. Karboanhidraziy paplitimas, klasés / tipai

Karboanhidrazés yra koduojamos keliy nepriklausomai evoliucijos metu
igsivysciusiy bei neturinéiy ryskaus seky panasumo geny Seimy [6,7]. Siuo
metu zinomos penkios nepriklausomos karboanhidraziy seimos, Zymimos
graiky abecelés raidémis «, (3, v, 0, (. a-CA aptinkamos stuburiniuo-
se, pirmuonyse, dumbliuose, zaliyjy augaly citoplazmoje bei kai kuriose
bakterijose. S-CA dazniausiai aptinkamos bakterijose, dumbliuose, viena-
skil¢iy ir dviskil¢iy augaly chloroplastuose, taip pat daugelyje gryby bei
kai kuriose archéjose. v-CA nustatytos archéjose, kai kuriose bakterijose,
o 0-CA ir (-CA iki Siol aptiktos tik juriniuose titnagdumbliuose. Visos
Siuo metu Zinomos karboanhidrazés yra metalofermentai [8]. a-, [3- ir -
CA aktyviajame centre turi Zn*" jona. 7-CA daZniausiai randamos su
Fe?™, taciau islaiko aktyvuma ir pakeitus metalo jong j Zn*T ar Co?". (-
CA naudoja Cd*" arba Zn?*. Skirtingy Seimy karboanhidrazés vienos nuo
kity labai skiriasi ir oligomeriniu buviu: a-CA paprastai yra monomerai

ir retkarc¢iais dimerai, S-CA buna dimerai, tetramerai, oktamerai, y-CA —
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trimerai. 0- ir (-CA greiciausiai yra monomerai [8]. Skirtingy CA klasiy
aktyviyjy centry schematinis palyginimas parodytas 1.1 pav.

OH -OH

2+ 2+

n N
/

- Z \ His Zn
o\ @9\“ J

RO a%

S/Cys

H His H His
A B
0]
e} -OH
‘ S/ /2+
Zn Cys Cd S Cys
Cys_S/ \ C_S/ \
N ys N
¢ L
N N
C H His D H His

1.1 pav. Metalo jono koordinacija skirtingy klasiy karboanhidrazése: A — a-, - ir J-
CA (v klasés CA metalas taip pat gali buti Co(II) arba Fe(II)); B ir C — §-CA aktyvus
centrai; D — (-CA (Cd(II) gali buti pakei¢iamas Zn(II), neprarandant aktyvumo). [9]

1.2. a-Karboanhidraziy izoformos

Zinduoliy organizmuose aptikta 16 a-karboanhidraziy izoformuy (Zymi-
mos romeéniskais skaitmenimis). Geny duomeny baziy paieskos rezultatai
rodo, kad daugiau jy neturéty biiti atrasta [10]. Zmoguje ir kituose auks-
tesniuosiuose primatuose jy yra 15, nes CA XV baltymo raiska nevyksta
dél gene esancios rémelio poslinkio mutacijos. Tokia gausybé izoformy
tarpusavyje skiriasi oligomerine busena, kataliziniu aktyvumu, lokalizacija
lasteléje, pasiskirstymu audiniuose ir organuose bei nustatyta ar spéjama
funkcija [1,5]. Pagal pasiskirstyma lasteléje karboanhidraziy izoformas
galima suskirstyti j citoplazmines, mitochondrines, sekretuojamas ir susi-
jusias su membrana (1.2 pav.). Trys karboanhidraziy izoformos — CA VI-

I1, X ir XI — néra kataliziskai aktyvios (jos dar vadinamos CARP (angl.
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1.2. «a-Karboanhidraziy izoformos

carbonic anhydrase related protein)). Taip yra todél, kad jose yra jvykusios
aktyviojo centro aminorugsciy, kurios koordinuoja katalizei buting cinko
jona, mutacijos. Siuo metu yra tiriama galima jy funkcija ir jos siejamos

su nervy sistemos veikla [1,11].

1.2 pav. Kataliziskai aktyviy zmogaus karboanhidraziy izoformy lokalizacija lasteléje.
CA I, II, III, VII ir XIIT yra citozolinés, CA VA ir VB randamos mitochondrijose,
CA VI sekretuojama uz lastelés riby, CA IV randama lastelés iSoréje, prie membranos
laikosi per GPI inkara, CA IX, XII ir XIV turi viena karta membrana perveriancius
membraninius domenus, o ju aktyvieji centrai yra lastelés iSoréje [12].

Nepaisant skirtingy izoformy lastelinés lokalizacijos, jos yra labai ho-
mologiskos ir ju strukturos itin panasios (1.3 pav.).

Daugelyje audiniy kelios karboanhidraziy izoformos veikia kartu. Pa-
vyzdziui, zinduoliy inkstuose gaminamos maziausiai trys izoformos — CA
IT, TV ir XII (grauzikuose — net penkios: be jau minéty, dar CA XIV ir
CA XV) — jos sutartinai veikia rugsciu — baziy pernasoje, kuri yra butina
inksty atlieckamai rugsciy — baziy reguliacijos funkcijai [14, 15].

1.1 lenteléje pateiktas iSsamus zmogaus karboanhidraziy izoformy pa-
lyginimas pagal ju pasiskirstyma audiniuose / organuose, lokalizacija las-

teléje, katalizinj aktyvuma bei kartu nurodyta su kokiomis ligomis siejama
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1.3 pav. Visy a-CA, kuriy zinomos strukturos, seky palyginys. CA II antrinés struk-
turos elementai pavaizduoti schematiskai: «-spiralés raudonais cilindrais, o -klostés
— geltonomis rodyklémis. Pabrauktos konservatyvios aminorugstys. Juodi trikampiai
zymi katalizei svarbias aminortigstis — Zn?t koordinuojancius histidinus bei Thr199 ir
Glul06, o zvaigzdutémis pazymeétos kitos aktyviojo centro kiSenés aminorugstys [13].

pasirinkta CA izoforma.

1.2.1. Citoplazminés izoformos (CA I, ITI, I1I, VII, XIII)

Penkios zmogaus a-karboanhidraziy izoformos (CA 1, IT, I1I, VII ir XI-
IT) yra citoplazminiai baltymai. CA I yra vienas i$ gausiausiy karboan-
hidraziy izofermenty zinduoliy eritrocituose (jo yra apie 5-6 kartus daugiau
nei CA II). Siam baltymui buidingas mazas katalizinis aktyvumas [17].

CA 1I yra labiausiai paplitusi karboanhidraziy izoforma, aptinkama
praktiskai visuose zmogaus audiniuose ir organuose. Fiziologinémis saly-
gomis kataliziskai labai aktyvi (kj, = 1,4x 10%s7!) ir yra vienas greiciau-
siy zinomy fermenty. Pagrindiné CA II funkcija — rugsciy — baziy pusiau-
svyros palaikymas. Dél jos vyksta CO, mainai plauciuose, eritrocituose,

inkstuose. Parodyta, kad CA II, CA IV ir CA IX dalyvauja CO,/HCO;,
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pernasoje per lastelés membrang, susidarant transporto metabolonui su

SLC4 Seimos HCO,/Cl keitikliais, pvz., AE1 [1,18,19].

CA III savo struktura panasi j CA II (Siy izoformy seky identisku-
mas — 62 %). Pirma karta CA III isskirta i$ zmogaus skeleto raumeny
ir charakterizuota 1979 metais. CA III yra hormonais reguliuojamas, itin
mazo katalizinio aktyvumo CA izofermentas — tik apie 0,3 % CA II ak-
tyvumo [5,20]. Maza fermentinj aktyvuma labiausiai lemia dviejy ami-
norugsciy skirtumai aktyviajame centre: Lys64, vietoje His64, neatlieka
histidinui budingo protony saudyklés vaidmens, o Phel98, vietoje formuo-
jant hidrofobine kisen¢ dalyvaujancio Leul98, sukuria erdvinius trukdzius
aktyviajame centre [21]. CA III daugiausia yra skeleto raumenyse, kur
ji sudaro ~8 % visy tirpiy baltymy [21]. Si izoforma, greta karboan-
hidrazinio, turi ir fosfatazinj aktyvuma [22]. Raumenims dirbant, kaupiasi
laktatas ir fosfatas, terpé rugstéja. Terpés pH reguliavimas yra viena is
CA III funkcijy. Nors, lyginant su kitomis izoformomis, CA III veikia
labai létai, taciau jos slopinimas pagreitina raumeny nuovargj. Be to, rau-
menims susitraukiant, padidéja aktyviy deguonies formy gamyba. CA III
saugo lastele nuo oksidacinio streso. IS penkiy jos strukturoje esanciy cis-
teiny du gali griztamai sgveikauti su glutationu per disulfidinj rysj. Taip
pat CA III labai gausiai gaminama adipocituose — ¢ia ji sudaro iki 24 %
tirpiy baltymy. Adipocituose ji turi dvi pagrindines funkcijas — saugo las-
teles nuo oksidacinio streso pazaidy ir dalyvauja reguliuojant geny raiska

adipogenezés metu [23].

CA VII - labai homologiska kitoms citoplazminéms izoformoms, ta-
¢iau yra skirtingai pasiskirsciusi audiniuose. CA VII daugiausiai randama
smegeny audiniuose, dalyvauja suzadinant neuronus, perduodant signa-
lg [24]. Neseniai nustatyta, kad ji yra potencialus taikinys neuropatinio
skausmo (tai skausmas, atsirandantis dél nervy sistemos pazeidimo arba
jos funkcijy sutrikdymo) atveju, kurj gydyti metody Siuo metu yra labai
mazai [24]. CA VII yra didelio katalizinio aktyvumo (ji yra aktyvesné uz
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1.2. «a-Karboanhidraziy izoformos

CA Tir CA XIII, bet nesiekia CA II lygio). Strukturg stabilizuoja vidumo-
lekulinis disulfidinis rysys Cys56-Cys180. Taip pat organizme aptikta ir
trumpesné bei gerokai maziau stabili CA VII forma — baltymas, neturintis
pirmy 56 aminorugsciy [25].

CA XIII - dar vienas citozolinis karboanhidraziy izofermentas. Balty-
mo raiska aptinkama uzkrucio liaukoje, inkstuose, pazandinéje seiliy liau-
koje, plonosiose zarnose bei dauginimosi organuose. CA XIII yra vidutinio
katalizinio aktyvumo fermentas (aktyvumas panasus kaip CA 1), taciau ji

labai jautri sulfonamidine grupe turintiems slopikliams (panasiai kaip CA

1) [10,26,27).

1.2.2. CA 1V

CA 1V izoforma is kity isSsiskiria tuo, kad ji yra susijusi su lastelés
membrana per glikozilfosfatidilinozitolinj (GPI) inkara. [ ja panaSiausia
(taip pat turinti GPI inkara) yra CA XV, kurios raiska zmogaus organiz-
me nevyksta. Sios karboanhidrazés aktyvusis centras yra lastelés iSoréje,
didelis katalizinis aktyvumas. Jos strukturai papildomo stabilumo suteikia
du vidumolekuliniai disulfidiniai tilteliai [28]. CA IV organizme sutinka-
ma daug kur — kepenyse, inkstuose, kasoje, smegenyse, zarnyne, Sirdies
raumenyje, akyse ir kt. Viena i$ pagrindiniy jos funkcijy — rugsc¢iy—baziy
pusiausvyros reguliavimas inkstuose [29,30]. Butent CA IV, esanti liezuvy-
je, yra atsakinga uz iSsiskiriancio anglies dioksido pojutj, geriant gazuotus
gaiviuosius gérimus. Galima Sio reiskinio biologiné prasmeé — galimybeé gy-

vinams pajusti maiste vykstancius rugimo procesus [29,31].

1.2.3. CA VA ir CA VB

CA VA ir CA VB - dvi karboanhidraziy izoformos, kurios nuo kity
a-CA skiriasi tuo, kad jos randamos mitochondrijose. Sios izoformos yra
labai panasios (seky identiskumas — 64 %), taciau viena nuo kitos skiriasi

pasiskirstymu audiniuose: zmogaus CA VA aptikta tik kepenyse, o CA VB
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randama ir skeleto raumenyse, kasoje, inkstuose, seiliy liaukose bei nuga-
ros smegenyse [32,33]. Sios CA dalyvauja gliukoneogenezéje, ureagenezéje,
lipogenezéje — uztikrina pradinio substrato HCO, tiekima biosintetiniams
procesams. Dél Sios ypatybeés jos yra galimi naujos kartos vaisty nuo nu-

tukimo taikiniai [34-36].

1.2.4. CA VI

CA VI yra vienintelé sekretuojama zmogaus CA izoforma. CA VI
pirma karta buvo aptikta seilése, bet véliau rasta ir asarose, piene, nosies
sekrete, kvépavimo taky ir virskinamojo kanalo epitelyje ir kt. [37, 38].
Taip pat aptikta ir stresinémis salygomis gaminama vidulasteliné Sios izo-
formos variacija. CA VI, kaip ir su membrana susijusios CA IV, XII ir
XIV, turi disulfidinj rysj tarp Cys42 ir Cys224, kuris stabilizuoja akty-
viojo centro kilpa, apimancia Pro222-Pro223 cis-rysj, taip pat katalizine
aminorugsti Thr199, kuri orientuoja su Zn*" susirisantj hidroksida katali-
zei. Kaip jau minéta, CA VI yra viena i$ nedaugelio a-karboanhidraziy,
kurios suformuoja dimerus. Dimerizacijos pobudis skiriasi nuo CA IX ir
CA XII dimerizacijos. CA VI dimere monomerai yra susijunge maziausiai
11 vandeniliniy rysiy. Monomery aktyvieji centrai dimere yra nukreipti
vienas j kita (1.4 pav.). CA VI yra vidutinio aktyvumo izoforma, katali-

zinémis savybémis panasi i CA I [38].
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1.4 pav. CA VI dimerizacija: monomery aktyvieji centrai (pazymeti rodyklémis) yra
nukreipti vienas j kita. [38]

1.2.5. CA IX

CA IX atrasta palyginti neseniai — 1992 metais HeLa lasteliy lini-
joje [39]. Tai didziausia zmogaus karboanhidrazé (genas koduoja 459
aminorugstis), sudaryta i$ keliy domeny: N-galinis uzlastelinis domenas
(414 AR), viena karta membrang perveriantis tarpmembraninis regionas
(20 AR) ir trumpa vidulasteliné sritis (25 AR). Lastelés iSor¢je esancia bal-
tymo dalj sudaro signaliné seka (37 AR), proteoglikaninis domenas (59 AR)
ir 257 AR ilgio katalizinis CA domenas, labai homologiskas kitoms zmo-

gaus karboanhidrazéms [40,41].

CA IX is kity CA Seimos baltymy issiskiria tuo, kad jos raiska norma-
liuose audiniuose yra labai ribota, tuo tarpu kietyjy naviky atveju lasteliy
pavirsiuje Sio baltymo buna labai daug. Jos raiska visada susijusi su hipok-
sija — tai transkripcijos faktoriaus HIF-1 (angl. hypoxia inducible factor)
valdomas baltymas [42]. Pastebéta, kad CA IX raiska tiesiogiai susijusi
su sudétingu vézio gydymu — §j baltymg gaminantys navikai nepasiduoda
klasikinei radio- ir chemoterapijai [43,44].

Greta auglio vidulastelinio pH reguliavimo, labai svarbi CA IX funkcija
ir tokiems veéziniy lasteliy procesams kaip adhezija ir migracija, nes jie

tiesiogai susije su metastaziy atsiradimu [43].
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Proteoglikaninis (PG) domenas yra isskirtiné Sios izoformos savybeé.
Nustatyta, kad PG domeno funkcija Siuo atveju yra buferiné — jis lemia
tai, kad CA IX pH optimumas yra 6,5 — tai budinga kiety hipoksiniy
augliy tarplastelinés terpés pH reiksmé. CA IX yra viena i$ greic¢iausiy
zinomy karboanhidraziy (k. = 1,1 X 10% s7!) — jos aktyvumas artimas
CA 1I izoformai [40].

CA IX strukturos Serdj sudaro klasikinis deSimties [3-klosc¢iy lakstas.
Strukturg sutvirtina vidumolekulinis disulfidinis rysys, budingas ir kitoms
membraninéms karboanhidrazéms (Cys23-Cys203). Dar vienas disulfidi-
nis rysys susidaro tarp dviejy karboanhidraziniy domeny formuojantis di-

merui (Cys41-Cys4l) 1.5 pav. [41].

1.5 pav. CA IX struktura: A — siulomas pilno ilgio baltymo modelis (kristalogra-
fiskai nustatyta tik katalizinio domeno struktura), B — CA IX (mélyna) 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 neturinc¢ios kar-
boanhidraziy izoformos, dar vadinamos CARP (angl. carbonic anhydrase
related proteins). Kataliziskai jos neaktyvios dél mutacijuy aktyviajame
centre — vienas ar du histidinai, koordinuojantys cinko jong, Siuose bal-

tymuose yra pakeisti kitomis aminoriigstimis [45]. Siy baltymy funkcijos
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istirtos dar gana neissamiai, bet kuo toliau, tuo labiau daugeja jrody-
my, kad CARP dalyvauja centrinés nervy sistemos vystymesi ir veikloje.
CARP raiska aptinkama ir kituose audiniuose, kur jy funkcija dar nenu-
statyta. Nepaisant to, kad sie baltymai néra kataliziskai aktyvus, jie yra
konservatyvus daugelyje rusiy — nuo amfibijy iki Zmogaus [46,47].

CA VIII ir CA X yra lasteliniai baltymai, o CA XI — sekretuojama

izoforma [19].

1.2.7. CA XII, XIV

CA XII yra dar viena membraniné karboanhidraziy izoforma. Jos
aktyvusis centras yra lastelés iSoréje, baltymas formuoja dimerus [48].
CA XII raiska aptinkama inkstuose, zarnyne, pieno liaukose, dauginimosi
organuose. Sio baltymo raiskos padidéjimas pastebétas kai kuriy vézio for-
my atveju, todél CA XII yra vienas i$ priesvéziniy vaisty taikiniy [49, 50].

CA XIV yra paskutinis atrastas zmogaus karboanhidraziy izofermen-
tas [51]. Kaip ir CA XII bei CA IX, tai membraninj segmenta turintis
baltymas, kurio aktyvusis centras yra lasteles iSoréje. Skirtingai nuo pa-
staryju izoformy, i CA yra monomeras [52]. CA XIV raiska nustatyta
inkstuose, Sirdyje, smegenyse, skeleto raumenyse, kepenyse, plauciuose.
Savo strukturoje turi vieng vidumolekulinj disulfidinj tiltelj. IS kity CA

izoformy iSsiskiria nejprastu atsparumu druskoms [53].

1.3. a-Karboanhidraziy struktura

Karboanhidrazé yra penkioliktas baltymas, kurio erdviné struktura nu-
statyta kristalografiniais metodais 1971 metais [54]. Nepriklausomai nuo
skirtingy izoformy lastelinés lokalizacijos, karboanhidraziy strukturos yra
labai panasios, ko ir reikia tikétis, atsizvelgiant | didele seky homologija.
a-Karboanhidraziy strukturos pagrindg sudaro iSlenktas antiparalelinis (-
lakstas, apsuptas a-spiraliy ir papildomy [-klosc¢iy (1.6 pav.). Struktura

yra gana stabili ir praktiskai nekinta, prisijungiant substratui ar slopikliui.
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1.6 pav. Bendra a-CA struktira. Aktyviajame centre rutuliuku pazymeétas Zn?*+
jonas. Skirtingomis spalvomis pavaizduoti antrinés strukturos elementai: raudona —
a-spiralés, zydra — S-klostés, zalia — linkiai.

Aktyvusis centras yra dideléje kugio formos ertméje (mazdaug 12 A
plo¢io ir 13 A gylio), kuri tesiasi nuo baltymo pavirsiaus iki moleku-
lés centro. Sios ertmés dugne yra aktyviojo centro cinko jonas, kurj o-
karboanhidrazése laiko trys konservatyvus histidinai — His94, His96 ir
His119. Kai kuriose kity klasiy karboanhidrazése dalis histidiny yra pa-
keisti cisteinais [5]. Cinko jonui budinga tetraedriné koordinacija, kur trys
ligandai yra baltymo histidiny azotai, o ketvirtasis — vandens molekulé
arba hidroksido jonas. Sios vandens molekulés / hidroksido jono nukleofi-
liskuma padidina vandeniliniy rysiy tinklas. H,O / OH™ sudaro vandenilinj
rysj su konservatyvia Thr199 aminorugstimi bei dviem molekulémis, esan-
¢iomis priesingose pusése — viena, vadinama , giliuoju vandeniu®“, esancia
hidrofobinéje ertméje, ribojamoje konservatyviy aminorugsciy pozicijose
121, 143, 198, ir 209; antra — hidrofilinéje aplinkoje, link jéjimo j aktyvyji
centra (1.7 pav.) [12].

Visose CA izoformose baltymo aktyviojo centro ertme galima salygiskai

padalinti j dvi labai skirtingas sritis: viena yra sudaryta is hidrofobiniy
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Thr200

Leu198

Val121

1.7 pav. a-CA pavyzdys — hCA II aktyvusis centras. Zn?* tetraedriskai koordinuotas
su trimis aktyviojo centro histidinais ir vandens molekule arba hidroksido jonu, kuris
toliau dalyvauja vandeniliniy rysiy tinkle, formuojamame tarp aktyviojo centro amino-
rugséiy ir vandens molekuliy. Parodytos abi His64 konformacijos: in ir out [12].

aminorugscéiy klasterio, kita — hidrofiliné (1.8 pav.) [55,56].

Si dviejy skirtingy aplinky sistema aktyviajame centre uztikrina efekty-
vy CO, pavertimg bikarbonatu. Hidrofobinis regionas yra butinas pagauti
CO, ir jo anglies atoma orientuoti patogia kryptimi prie cinko jono koor-
dinuoto hidroksido jono nukleofilinei atakai, o hidrofilinis regionas sukuria
tvarkinga vandeniliniy rysiy tinkla, kuris uztikrina greitg protono pernasa
nuo su cinko jonu susijungusios vandens molekulés j tirpiklj [57]. Viena
i§ svarbiausiy 8io proceso aminoriigiciy yra His64 [58]. Si aminortigstis
konservatyvi daugumoje aktyviy CA izoformy (CA I, II, IV, VI, VII, IX,
XII, XIV). CA III His64 pakeistas Lys, o tai yra viena i$ jos ypa¢ mazo
aktyvumo priezasc¢iy. CA VA ir CA VB sioje pozicijoje turi Tyr.

Visos zmogaus a-CA yra monomerai, iSskyrus tris: dvi membranines —
CA IX ir CA XII - bei sekretuojama CA VI. Sios trys izoformos yra dime-
rai. Jdomu tai, kad dimerinés strukturos kiekvienu atveju yra skirtingos:
dimerizuojasi skirtingais pavirsiais, dimerizacija nedaro jtakos fermento

kataliziniam aktyvumui.
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1.8 pav. Zmogaus CA II aktyviojo centro kiSené. Hidrofobiné kienés sritis (pazymeé-
ta rozine spalva) atsakinga uz CO, (kristalinése strukturose paprastai §i pozicija buna
uzimta vandens molekulés (pazyméta Wgeep)) pagavima. Hidrofiliné aktyviojo centro
kisenés dalis (pazymeéta violetine spalva) orientuoja CO, ir sudaro protony pernasos
tinkla (raudoni apskritimai), kuriame dalyvauja ir tirpiklio molekulés. Zn?* jong koor-
dinuoja trys histidinai ir vandens molekulé arba hidroksido jonas [57].

1.4. o-Karboanhidraziy fermentinis veikimo me-

chanizmas

Karboanhidrazes katalizuoja griztama anglies dioksido hidratacijos re-
akcija, susidarant bikarbonato jonui ir protonui:
CO, + H,0=H" + HCO;

Katalizé vyksta dvieju stadijy ,,ping-pong*“ mechanizmu [59, 60]. Pir-
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mosios stadijos metu vyksta nukleofiliné ataka — prie Zn** jono prisijunges
hidroksido jonas atakuoja CO, molekule (1.9 B pav.), susidaro bikarbo-
nato jonas, kuris lieka prisijunges prie metalo jono (1.9 C pav.). Toliau
vyksta bikarbonato jono pakeitimas vandens molekule (1.9 D pav.).
Antrosios stadijos, kuri riboja viso proceso greitj, metu prie Zn*" jo-
no prisijungusi vandens molekulé atiduoda protona, kuris patenka j buferj
(pazymeéta B raide), ir tuo budu atstatoma aktyvi fermento forma (1.9 A
pav.) su hidroksido jonu aktyviajame centre [59]. Siam procesui svarbi
aminorugstis His64, kuri veikia kaip protony saudyklé [61]: kai His64 So-
niné grandiné nukreipta j Zn®" puse (in konformacija), ji paima protona i%
su Zn?" susijungusios vandens molekulés, tada Soninés grandinés konfor-
macija pasikeic¢ia j out, t. y. ji nukreipiama j buferio puse ir atiduodamas

protonas [62].

] o)
"OH OH \\
+CO, | Y%
2+ - s 2+
Zn ~ - /Zn
His 94/ His 119 His 94 His 119
His 96 His 96
B
8.1 || B
H\ 0o
OH, +H,0 0 /<o
. . s
Zn - Zn
AN -HCO, AN
Hiso4 |\ His119 His 94 His 119
D His 96 C His 96

1.9 pav. a-CA katalizés mechanizmas. Proceso ASB metu | fermento aktyvyji centra
patenka substrato (CO,) molekulé; B&C — prie Zn?* jono prisijunges hidroksido jonas
atakuoja CO,, susidaro bikarbonato jonas; C=D - iSlaisvinamas bikarbonato jonas,
ji aktyviajame centre pakeic¢ia vandens molekulé; DS A yra proceso greitj ribojanti
stadija, kurios metu fermentas grizta j aktyvia forma, t. y. protonas nuo aktyviajame
centre koordinuotos vandens molekulés pernesamas j buferj ir prie Zn?* lieka prisijunges
hidroksido jonas.
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1.5. Karboanhidraziy slopinimo mechanizmas, slo-

pikliy tipai

Karboanhidraziy slopiklius pagal saveikos su baltymu pobudj galima
skirstyti | dvi grupes: a) tuos, kurie sudaro tiesioginj rysj su aktyviojo
centro cinko jonu, ir b) tuos, kurie tiesiogiai su Zn*" nesaveikauja. Siuo
metu zinomi keturi pagrindiniai a-karboanhidraziy slopinimo mechaniz-
mai, patvirtinti kristalografiniais metodais [9, 63]:

1) slopiklis prisijungia prie cinko jono, pakeisdamas ten buvusia vandens
molekule ar hidroksido jona, iSlaikant tetraedrine cinko jono koordinacijos
geometrija (pvz., sulfonamidai, metalus kompleksuojantys anijonai 1.10 A
pav.);

2) slopiklis patenka j metalo jono koordinacijos sritj, susidarant tri-
kampés bipiramidés formos aduktui (anijonai, pvz., tiocianatas, 1.10 B
pav.);

3) slopiklis prisijungia prie su Zn*" saveikaujancios vandens molekulés
arba hidroksido jono (fenolis ir jo dariniai, 1.10 C pav., arba poliaminai,
pvz., sperminas, spermidinas, 1.10 D pav.);

4) slopiklis uzkemsa jéjima j aktyviojo centro ertme, prisijungdamas
aktyvatoriaus susiri§imo srityje ir visiskai nesaveikaudamas su Zn*" (pvz.,
kumarinai (hidrolizuojami in situ iki 2-hidroksicinamono rugsties), lako-
samidai ir fulerenai, 1.10 E pav.).

Klasikiniai CA slopikliai yra pirminiai sulfonamidai, RSO,NH,, kurie
medicinoje naudojami jau daugiau nei 50 mety kaip diuretikai ir siste-
miniai prieSglaukominiai vaistai [64,65]. Sulfonamidiné ligando grupé su
karboanhidraze tiesiogiai sudaro tris rysius: azoto atomas sudaro joninj
ry§j su Zn?" ir vandenilinj ry$j su Thr199 deguonies atomu, o su $ios ami-
norugsties amino grupe vandenilinj rysj sudaro vienas is sulfonamidinés
grupés deguonies atomy (1.11 pav.). Likusi ligando dalis, priklausomai
nuo savo strukturos, gali sudaryti rysius su baltymo aktyviojo centro ki-

Senés hidrofiline ir (ar) hidrofobine sritimi. Benzensulfonamidai su kar-
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1.5. Karboanhidraziy slopinimo mechanizmas, slopikliy tipai
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1.10 pav. Kristalografiskai patvirtinti a-CA slopinimo mechanizmai [63]
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boanhidrazémis dazniausiai jungiasi labai panasiai — sulfonamidiné grupé
sudaro jprastus rysius su Zn*" ir Thr199, o fenilo Ziedas sudaro keletg van
der Valso (van der Waals) kontakty su GIn92, Val121, Phel31, Leul98 ir
Thr200 aminorugstimis (1.11 pav.) [56].

Beveik 30 cheminiy junginiy, priklausanciy sulfonamidy ar sulfamaty
klaséms ir pasizyminciy karboanhidrazes slopinanciu aktyvumu, yra nau-

dojami kaip vaistiniai junginiai [66].
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1.11 pav. Sulfonamiding grupe turincio ligando su baltymu sudaromi rysiai: A —
bendra schema, B — benzensulfonamido atvejis.

1.6. Karboanhidraziy aktyvinimas

Kadangi karboanhidrazés yra vieni greic¢iausiy zinomy fermenty, jy ak-
tyvinimas, skirtingai nei slopinimas, istirtas gerokai maziau. Aktyvatoriai
dalyvauja katalizinio ciklo greitj ribojancioje stadijoje — protony perne-
Sime tarp aktyviojo centro ir reakcijos terpés. Daugumoje CA izoformy
sig funkcija atlieka His64 aminorugstis, dar vadinama protony saudykle.
Esant aktyvatoriui, atsiranda alternatyvus protony pernasos kelias, kuria-
me dalyvauja aktyviajame centre prisijungusio aktyvatoriaus protonizuo-
jama grupe, todél bendras katalizinis efektyvumas padidéja [11,67].

Efektyviausi zinomi aktyvatoriai — L-histidinas, L-prolinas, kai kurios
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1.7. Karboanhidrazé kaip terapinis taikinys

kitos aminoruigstys ir j jas panasus junginiai — histaminas, adrenalinas ir
kt., turintys protonizuojamas grupes, kuriy p/, 6,5-8,0. Jie jungiasi prie
jéjimo j aktyviojo centro kiSene, netoli His64, sudarydami vandeniliniy
ry$iy tinklg su aktyviojo centro aminorugstimis ir prie Zn®* jono prisijun-

gusiu hidroksido jonu / vandens molekule (1.12 pav.) [68].
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1.12 pav. Aktyvatorius L-histidinas (pazymeétas kaip His300) hCA II aktyviajame cent-
re. Punktyrinémis linijomis pazymeéti vandeniliniai rysiai tarp aktyvatoriaus molekulés
ir aktyviojo centro aminoriigé¢iy His64, Asn67 ir GIn92. Skaiciai rodo atstumus A [67].

Aktyvatoriaus prisijungimas karboanhidrazés aktyviajame centre prie
protono pernasos pagreitinimo gali iS esmés prisidéti dviem budais: 1)
aktyvatoriaus molekulé gali veikti kaip alternatyvi protony saudyklé (tam
tinka tiek karboksilo, tiek amino grupes turintys junginiai) arba 2) aktyva-

toriaus molekulé gali padidinti His64 protony Saudyklés efektyvuma [67].

1.7. Karboanhidrazé kaip terapinis taikinys

Karboanhidraziy katalizuojama reakcija svarbi daugelyje fiziologiniy
procesy, tokiy kaip: kvépavimas ir CO, pernasa tarp plauciy ir meta-

bolizuojanciy audiniy, pH palaikymas, elektrolity sekrecija, biosintetinés
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reakcijos (gliukoneogenezé, lipogenezé, ureagenezé), kauly rezorbcija, navi-
ky vystymasis. Daugelis siuose procesuose dalyvaujanciy karboanhidraziy
yra svarbus vaisty-slopikliy taikiniai — juy slopinimas gali buti naudojamas
gydant glaukoma, edema, epilepsija ir kitus nervinés sistemos sutrikimus,
nutukimg, osteoporoze ir kai kurias vézio rusis. [vairiy mikroorganizmy
(Plasmodium falciparum, Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis,
Candida albicans, Malassezia globosa) karboanhidraziy slopinimas gali bu-
ti taikomas, kuriant kovos metodus su ju sukeliamomis ligomis [69-71].
Sulfonamidine grupe turintys junginiai yra placiai paplite tarp vaistiniy
junginiy. Dalis jy naudojami kaip karboanhidraziy slopikliai, nemaza dalis
turi kitus baltymus-taikinius, tac¢iau neretai papildomas teigiamas ar pa-
salinis poveikis yra ir kai kuriy karboanhidraziy izoformy slopinimas [72].
Tokio junginio pavyzdys — dar pries keletg mety kaip karboanhidraziy
slopiklis aktyviai tirtas indisulamas (E7070), kuris $iuo metu yra antroje
klinikiniy tyrimy fazéje, taciau dabar jo aktyvumas jau nebesiejamas su
karboanhidraziy slopinimu [73], manoma, kad jis stabdo lastelés ciklag G1

stadijoje.

1.7.1. Glaukoma

Glaukoma yra degeneraciné akiy liga, sukeliama padidéjusio akispt-
dzio, kuris salygoja palaipsnj regéjimo silpnéjima ir, ilgainiui, apakima.
Akyje lokalizuoty CA slopinimas sumazina HCOj (pagrindinio akies skys-
¢io komponento) gamyba, taigi ir akies skyscio sekrecija. Sistemiskai vei-
kiantys karboanhidraziy slopikliai, tokie kaip acetazolamidas, metazola-
midas, etokzolamidas ir dichlorofenamidas (1.13 pav.), akispudj sumazina
mazdaug 25-30 %. Taciau dél viso organizmo CA slopinimo pasireiskia
slopikliy nepageidaujamas pasalinis poveikis [74, 75].

Veéliau atrasti lokaliai veikiantys, nesisteminiai antiglaukominiai jun-
giniai — dorzolamidas ir brinzolamidas. D¢l gero tirpumo vandenyje jie

naudojami akiy lasy pavidalu, todél turi gerokai maziau pasaliniy povei-
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1.7. Karboanhidrazé kaip terapinis taikinys

kiy [74,76].
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1.13 pav. Aptariamy vaistiniy junginiy, kuriy tiesioginis ar pasalinis veikimo mecha-
nizmas yra karboanhidraziy slopinimas, strukturinés formulés.
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1.7.2. Nervy sistemos ligos ir nutukimas

Sultiamas, zonisamidas naudojami kaip antiepileptiniai vaistai, sulpi-
ridas — kaip dopamino receptoriy antagonistas (1.13 pav.). Topiramatas
naudojamas epilepsijai, migrenai gydyti [77]. Neseniai pastebétas pasa-
linis zonisamido ir topiramato poveikis — svorio kritimas — iSnaudojamas
bandant pritaikyti Siuos junginius kaip vaistus nuo nutukimo. Sis poveikis
tiesiogiai siejamas su mitochondriniy karboanhidraziy izoformy slopini-

mu [11, 35, 36].

1.7.3. Vézys

Gana nauja sritis — karboanhidraziy slopikliy kaip potencialiy priesve-
7iniy junginiy ar kaip vézio vaizdinimo priemoniy panaudojimas [43]. Siuo
atveju remiamasi CA IX ir CA XII (kartais ir CA II) padidéjusia raiska kai
kuriy vézio formy atveju. Tam reikalingi atrankus siy CA izoformy slopik-
liai. Dalinis atrankumas pasiekiamas ir naudojant per lastelés membrang
nepraeinanc¢ius CA slopiklius [44, 78].

Daugeliui naviky budinga strukturiskai ir funkciskai pakitusi deguo-
nies mikrocirkuliacija, kuri sukelia nepakankamg aprupinimg deguonimi
(hipoksija) [76,79]. Sia aplinkybe bandoma isnaudoti, kuriant junginius,
kurie aktyvinami hipoksinéje aplinkoje (pvz., aktyvus junginys susidaro
redukuojant disulfidinius rysius) [80,81].

Greta to, kad CA IX slopikliai tiesiogiai sumazina Sio baltymo fermen-
tinj aktyvumag ir tuo budu sumazina vézineés lastelés gebéjimag isgyventi
hipoksinémis sglygomis, iSnaudojama ir CA IX kaip vézinio Zymens ypaty-
bé. Tam naudojami CA IX slopikliai arba CA IX atpazjstantys antikunai,
konjuguoti su citotoksiniais agentais ar radionuklidais, — taip Sie akty-
vieji agentai atvedami prie tikslinio taikinio — vézinés lastelés. Taip pat
siam tikslui naudojamas nuo antikuny priklausomas lgstelinis toksiskumas
— mechanizmas, kai CA IX atpazjstantis antikunas indukuoja NK (angl.

natural killer) ir kity efektoriniy lasteliy atsaka paciento imuninéje siste-
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moje tam, kad bty sunaikintos vézinés lastelés. Siuo metodu veikiantis
chimerinis monokloninis antikunas girentuksimabas (RENCAREX®, »Wi-
lex AG“) siuo metu yra treciojoje klinikiniy tyrimu fazéje inkstuy véziui
gydyti [43,78].

CA IX vaizdinimas naudojamas aptikti inksty vézj ir metastazes. Tuo
tikslu yra naudojamas tas pats antikunas girentuksimabas, tik zZymétas
41 (REDECTANE®, Wilex AG¥). Sios priemonés naudojimas taip pat
yra III klinikiniy tyrimy fazéje. CA IX vaizdinimas buty labai naudin-
gas jvertinti auglio piktybiskuma pries atliekant chirurgines intervencijas.
Dabar inksty auglio piktybinis ar gerybinis pobudis nustatomas tik histo-
patologiniais metodais [78, 82].

1.7.4. Diuretikai ir kiti CA slopikliai

Celekoksibas ir valdekoksibas yra ciklooksigenazés 2 slopikliai. Taciau
neseniai pastebéta, kad taip pat jie yra ir efektyviai besijungiantys kar-
boanhidraziy ligandai [76]. Ivairus 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 mazai buvo Zinoma apie
skirtingas karboanhidraziy izoformas ir jy gausg organizme, ir manyta, kad
su karboanhidrazémis jie nesgveikauja, taciau dabar zinoma, kad Sie jun-
giniai yra gana efektyvus kai kuriy izoformy slopikliai, pvz., furosemidas

— CA T ir XIV arba chlortalidonas — CA VB, VII, IX ir XIII [64].

1.8. Karboanhidrazé kaip modelinis baltymas

Karboanhidrazeés, greta visy jy terapinio taikymo privalumy, yra ir pa-
togtis modeliniai baltymai, naudojami tiriant baltymy stabiluma, baltymuy-—
ligandy saveika bei kitus procesus [84]. Karboanhidrazés siam tikslui nau-
dojamos gana daznai greta tokiy baltymy kaip ribonukleazé A, citochro-

mas C, lizocimas, ubikvitinas ir kt. [85, 86].
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1.8.1. CA kaip modelinio baltymo privalumai ir trukumai

Kaip modeliniai baltymai tradiciskai naudojamos zmogaus CA I, CA II
bei jaucio CA II. Platy jy taikyma lemia baltymo strukturos paprastumas:
tai monomeriniai, viengrandininiai, stabilus, vidutinio molekulinio svorio
baltymai, neturintys disulfidiniy tilteliy. Jie santykinai nebrangts, prieina-
mi komerciskai, taip pat ir nesudétingai pagaminami, naudojant bakterines
baltymy raiskos sistemas. Sios karboanhidrazés gerai charakterizuotos bio-
cheminiais ir biofizikiniais metodais [84]. CA katalizuojama reakcija néra
sudétinga, yra nemazai metody jos fermentiniam aktyvumui matuoti. Dar
viena naudinga ypatybé yra ta, kad jungiantis ligandui prie Sio baltymo, jo
struktiiroje nevyksta dideliy persitvarkymy ir poky¢iy. Zinoma nemazai
su CA saveikaujanciy ligandy, jie nesudétingai sintetinami [1,84].

Karboanhidrazés sgveika su sulfonamidine grupe turinciais junginiais
daznai laikoma modeline baltymy-ligandy jungimosi sistema [87]. CA
struktura su prisijungusia sulfonamidine grupe primena struktura, kurig
sudaro CA aktyviajame centre prisijungusi CO, ar HCO; molekulé [12].

Visgi §i modeliné sistema turi ir tam tikry trukumy — vienas is jy yra
metalo jonas kaip butinas kofaktorius. Nemaza ligando ir baltymo sgvei-
kos energijos dalj sudaro butent sgveika su metalo jonu, todél butina ja

teisingai iSmatuoti ir jvertinti.

1.8.2. CA ir mazamolekuliniy junginiy sgveikos tyrimo me-
todai

Tiriant mazy molekuliy jungimasi prie makromolekulinio taikinio in
vitro metodais, dazniausiai saveikos efektyvumas (stiprumas) aprasomas,
lyginant pusiausvyrine disociacijos konstanta K, (ar, atitinkamai, jun-
gimosi konstanta K, = 1/K,) arba slopinimo konstanta K;. Metodui,
kuriuo nustatomi Sie parametrai, pasirinkti yra keliami du pagrindiniai
reikalavimai: 1) jungimosi konstanta turi buti pasirinkto metodo dina-

miniame intervale ir 2) stebimas signalas turi turéti statistiskai patikima
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pokyti, vykstant jungimuisi.
Karboanhidraziy saveika su ligandais tiriama jvairiais, tiek kinetiniais,
tiek termodinaminiais, metodais. Siame skyrelyje bus apzvelgti dazniau-

siai naudojami metodai.

Fermentinio aktyvumo matavimas

Fermentinio karboanhidraziy aktyvumo matavimo metodai matuoja ar-
ba karboanhidrazinj CA aktyvumag — kai stebimas protony issiskyrimas ar
CO, sunaudojimas, arba karboanhidrazés esterazinj aktyvuma pagal 4-
nitrofenilacetato hidrolize (karboanhidrazés greta CO, hidratacijos reakci-
jos in witro katalizuoja ir kai kuriy kity organiniy junginiy hidrolize [88]).
Kadangi CO, hidratacijos reakcija yra labai greita, tai karboanhidraziniam
aktyvumui matuoti dazniausiai naudojama sustabdytos tékmeés spektrofo-
tometrijos jranga [89)].

Protony issiskyrimas CA fermentinés reakcijos metu gali buti stebimas,
matuojant tirpalo pH su pH-elektrodu arba spektrofotometriskai matuo-
jant pH-jautraus indikatorinio dazo spalvos pokytj. pH-elektrodo naudo-
jimas apsaugo nuo galimybés, kad indikatorius galéty inhibuoti tiriama
baltyma. Kita vertus, indikatoriaus spalvos pokyc¢io matavimas yra pa-
prastesnis, o ir eksperimentiskai yra parinkti dazai, kurie nereaguoja su
CA. Dazniausiai tam naudojami dazai yra fenolio raudonasis (pK, = 7,4),
kurio spalva keiciasi iS raudonos j geltong, kai pH nukrenta zemiau ~7;
taip pat bromtimolio mélynasis (pK, = 7,3), kuris yra mélynas, kai tir-
palo pH > 7,6, ir geltonas, kai pH < 6. Kitas budas matuoti CO, su-
naudojima yra '*O mainai tarp Zymeéto CO, ir vandens (analizé atlickama
masiy spektroskopijos metodu) arba *C mainai tarp CO, ir bikarbonato
(analizei naudojamas BMR) [90].

Karboanhidrazés katalizuojamos esterazinés reakcijos greitis matuo-
jamas spektrofotometriskai, substratu naudojant 4-nitrofenilacetaty. 4-

nitrofenoliato susidarymas matuojamas 410 nm bangos ilgyje. Si reakcija
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yra létesné, ja matuoti galima jprastais spektrofotometriniais metodais, ta-

¢iau rezultatai yra maziau patikimi, sistema jautresné buferio sudéciai [89].

Fluorescenciniai ligando jungimosi matavimai esant pastoviai tempera-

turai

Fluorescencija matuojanc¢iy metody privalumai — didelis jautrumas ir
platus linijinis dinaminis intervalas (iki 12 eiliy), o pagrindinis trukumas —
reikalinga reporteriné molekulé, kuri turéty didele kvantineg iSeiga ir kurios
fluorescencijos intensyvumas keistysi prisijungiant ligandui. Vidiné karbo-
anhidrazés baltymo triptofany fluorescencija stebéti jungimasi su ligandais
taikoma retai. Daug dazniau naudojami iSoriniai fluoroforai. Vienas is

dazniausiai naudojamy — dansilamidas (DNS)(1.14 pav.) [91].

SO,NH,

/N\

1.14 pav. Dansilamido struktura.

Dansilamidui jungiantis su karboanhidraze 1) gesinama baltymo trip-
tofany fluorescencija, 2) DNS kvantiné iSeiga padidéja nuo 0,055 iki 0,84,
3) ivyksta DNS emisijos mélynasis poslinkis nuo 580 iki 468 nm. Fluores-
cencijos intensyvumo pokytis, dansilamidui susijungus su karboanhidra-
ze, sudaro placiai naudojamo konkurencinio jungimosi metodo pagrindg.
CA-DNS kompleksas yra titruojamas tiksliniu junginiu ir stebimas DNS
pakeitimas (fluorescencijos sumazéjimas) [92]. Pagrindiniai Sio metodo
privalumai, neskaitant bendry, budingy visiems fluorescenciniams meto-
dams, yra: 1) nereikia cheminio CA ar ligando zyméjimo, 2) $iuo metodu
galima pamatuoti net labai mazas disociacijos konstantas (pM eilés). Kai
suzadinti naudojama 280-290 nm Sviesa, praktiskai negaunama fonineés

fluorescencijos [91].

32



1.8. Karboanhidrazé kaip modelinis baltymas

Fluorescenciné terminio poslinkio analizé

Sis metodas, kaip ir diferencinio skenavimo kalorimetrija (1.8.2 skyre-
lis), pagristas tuo, kad ligando prisijungimas prie baltymo kei¢ia jo sta-
bilumg, t. y. baltymo-ligando kompleksas issivynioja aukstesnéje arba
zemesneje temperatiuroje nei baltymas be ligando. Matuojamas signalas —

fluorescencijos intensyvumo pokytis [93-95].

Dazniausiai fluorescencijos signalas sukuriamas pridedant solvatochro-
minio dazo, pavyzdziui, ANS, dapoksilo, ,,Sypro Orange® ir kt., kuris bal-
tymo iSsivyniojimo metu patenka j hidrofobine aplinka ir jo fluorescencija
padidéja [96,97]. Taip pat §j reiskinj galima stebéti ir naudojantis baltymo
triptofany fluorescencija, taciau tokios analizés jautrumas gerokai mazes-
nis. Tiriant fluorescuojanciy CA ligandy jungimasi, nepridéjus papildomo
dazo, gaunamos atvirkstinés tranzicijos — natyvaus baltymo-ligando komp-
lekso fluorescencija yra didelé, nes jis yra atrankiai suristas hidrofobiniame
baltymo aktyviajame centre, o baltymo denaturacijos metu aktyvusis cent-

ras suyra, fluorescencija sumazéja [98].

Giminingumo kapiliariné elektroforezé

Sis metodas matuoja baltymo elektroforetinio judrio vertés priklauso-
mybe nuo ligando koncentracijos. Sis metodas CA tyrimams patogus tuo,
kad CA adsorbcija ant kapiliaro sieneliy nezymi, o daugelis CA ligandy,
besijungianc¢iy K, intervale 10°-10° M ™1, gali biiti susintetinti ir su krivj
turinCiomis grupémis. Visgi daznai Sio metodo taikyma riboja tai, kad
1) tiriami junginiai kruvio neturi, 2) jungiantis mazamolekuliniams jun-
giniams su karboanhidrazémis, nepasikeicia molekulés hidrodinaminis pa-
sipriesinimas. Esant tokioms eksperimentinéms salygoms, jungimosi Siuo

metodu nustatyti nejmanoma [99].
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Izoterminio titravimo kalorimetrija

[zoterminio titravimo kalorimetrija (ITC) yra vienintelis metodas, ku-
riuo galima tiesiogiai iSmatuoti jungimosi entalpija. Eksperimentas atlie-
kamas esant pastoviai temperaturai. Kartu to paties eksperimento metu
nustatoma ir jungimosi konstanta bei stechiometrija. Makromolekulé daz-
niausiai pilama j méginio kiuvete, o su ja saveikaujantis mazamolekulinis
junginys — ] Svirksta, kuris eksperimento metu sukdamasis maiso tirpalg ir
injekuoja liganda pasirinkto dydzio injekcijomis bei intervalais. Injekcijos
metu deél baltymo tirpalo skiedimosi, ligando tirpalo skiedimosi ir baltymo—
ligando saveikos yra iSskiriama arba sugeriama Siluma. Viso eksperimento
metu meéginio ir palyginamoji kiuvetés yra veikiamos tokia elektrine ga-
lia, kad jy temperatura buty visiSkai vienoda. Reakcijos metu issiskiriant
silumai prietaisas fiksuoja, kad temperaturai palaikyti galios sunaudoja-
ma maziau, ir pirminiy duomeny grafike bréziama smailé. Suintegravus
visy smailiy plotus, atsizvelgiant j kiuvetéje ir Svirkste esanciy medziagy
koncentracijas, apskai¢iuojama jungimosi reakcijos entalpija ir jungimosi

konstanta.

Diferencinio skenavimo kalorimetrija

Diferencinio skenavimo kalorimetrija (DSC) yra metodas, tiesiogiai i$-
matuojantis baltymo entalpijos pokytj, susijusj su temperaturos indukuo-
jamais makromolekulés konformaciniais pokyciais. DSC eksperimento me-
tu nuolat matuojama sistemos Siluminés talpos priklausomybeé nuo tem-
peraturos. Tolygiai keliant temperatura, pasiekiamas taskas, kai baltymas
pradeda iSsivynioti. Baltymo issivyniojimo metu Siluminés talpos priklau-
somybés nuo temperaturos kreivéje stebima smailé, kuri atitinka baltymo
lydymosi temperatura 71,,, o Sios smailés plotas yra lygus iSsivyniojimo
entalpijai.

Kadangi baltymo ir baltymo-ligando komplekso stabilumai skiriasi, tai

sj reiskinj, kaip ir TSA atveju, galima isnaudoti jungimosi konstantai nu-
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statyti. Tam reikia iSmatuoti baltymo meéginiy su skirtingomis ligando
koncentracijomis serijos lydymosi temperaturas ir pagal gauta 1,, priklau-
somybe nuo ligando koncentracijos, galima apskaiciuoti jungimosi kons-

tantg K.

Pavirsiaus plazmony rezonanso spektroskopija

Pavirsiaus plazmony rezonanso spektroskopija matuoja molekuliy susi-
jungimo k,, ir disociacijos k,ss grei¢ius ant metalinés plokstelés pavirsiaus
ir disociacijos konstantg /(y. Atliekant matavimus, esant kelioms skirtin-
goms temperaturoms, galima apskaiciuoti ir van’t Hoffo entalpija. Nuo
kity metody pavirsiaus plazmony rezonanso spektroskopija labiausiai ski-
riasi tuo, kad analizé atliekama ne tirpale, o ant auksu padengtos plokstelés
pavirsiaus [84,100].

Idomus CA II jungimosi su keturiais sulfonamidiniais ligandais rezulta-
tu palyginimas aprasytas 2007 metais [101] — pateikti ty paciy eksperimen-
ty rezultatai, gauti 22 projekto dalyviy. IS ju tik 8 rezultaty rinkiniai buvo
pilni, be artefakty, pakankamos analizei kokybés. Siy atrinkty duomeny
rinkiniy analizé parodeé, kad gautos disociacijos konstantos ir van’t Hoffo
budu nustatytos entalpijos yra labai artimos tirpale I'TC metodu gautiems

parametrams.

1.9. Susijusios reakcijos

Susijusias (angl. linked) reakcijas taip pavadino ir pirma karta aprase
J. Jr. Wyman 1948 m. [102]. Tirdamas hemoglobina, jis pastebéjo, kad
hemoglobinui jungiantis su deguonimi, islaisvinami protonai, o hemoglo-
bino jungimosi su fluoridu stiprumas priklauso nuo pH. Detaliau susijusiy
reakcijy modelis buvo iSplétotas ir aprasytas 1968 m. [103]. Paprastai,

ligandui L jungiantis su receptoriumi I, jungimosi konstanta K, yra:

Ky = (1.1)
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Jungimosi konstanta gali buti nustatoma matuojant vienos is nurodyty
daleliy koncentracija ir apskaiciuojant kitas vertes pagal zinoma pradine
bendra receptoriaus ar ligando koncentracija. Taip atsizvelgiama tik i
R + L = RL pusiausvyrg, tac¢iau kartu su jungimusi gali vykti ir kitos
susijusios reakcijos, todél eksperimentiSkai iSmatuojama K turéty buti
laikoma stebimaja jungimosi konstanta [104,105].

Dar 1971 m. L. Beres ir J. M. Sturtevant kalorimetriskai iSmatavo chi-
motripsinogeno A aktyvacijos reakcija keturiuose skirtingos protonizacijos
entalpijos buferiuose ir parodé, kad sio proceso stebimoji entalpija tiesiskai
priklauso nuo buferio protonizacijos entalpijos [106].

Baltymuy-ligandy jungimosi atveju dazniausiai stebimos susijusios pro-
tonizacijos reakcijos. Protony, dalyvaujanciy susijusiose protonizacijos re-
akcijose, skaiciy tiksliausiai galima nustatyti izoterminio titravimo kalori-
metrijos metodu. I'TC taikyma susijusioms protonizacijos reakcijoms tirti
1996 m. aprasé B. M. Baker ir K. P. Murphy [107]. Vienas is susijusiy pro-
tonizacijos reakcijy buvimo pozymiy yra stebimosios jungimosi konstantos
priklausomybé nuo pH. Be to, ITC leidzia tiesiogiai iSmatuoti stebimaja
entalpija, kurios priklausomybé nuo naudojamo buferio protonizacijos en-
talpijos yra dar vienas susijusiy protonizacijos reakcijy buvimo jrodymas.

Literaturoje dazniausiai pateikiamos stebimosios jungimosi paramet-
ry vertes, taciau vis daugeja ir gilesnés termodinaminés analizés pavyz-
dziy, kai jvertinamas susijusiy protonizacijos reakciju indélis (Siuo metu
yra paskelbta daugiau nei 100 publikacijy, kuriose analizuojamas susijusiy
protonizacijos reakciju efektas ITC metodu) [108]. Protonizacijos reakciju
indelis iStirtas jvairioms baltymuy-ligandy sistemoms, pvz., aspartato pro-
teazés endotiapepsino jungimasis su pepstatinu A [109], trombino saveika
su bis(fenil)metano slopikliais [110], gliukokortikoidy receptoriaus DNR

surisancio domeno saveika su DNR [111] ir kt.
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2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai

TEFMSA ir gliukozé pirkti is ,Alfa Aesar“; TEMED, glicinas ir mo-
lekuliniy svoriy standartai gelfiltracijai — is ,,BioRad“; NaOH — i$ ,,Delta
Chem*; Na,HPO,, NaH,PO,, HCI, bisakrilamidas, HNO, —is , Fluka®; da-
poksilas is ,,Molecular Probes®; DMSO, akrilamidas, HEPES, NDS, amo-
nio persulfatas — is ,Roth“; CH;COONa is ,Serva“; ANS, etokzolamidas,
CH;COOH, H4PO,, imidazolas, KCI, metazolamidas, MES, metolazonas,
natrio citratas, natrio formiatas, natrio sukcinatas, Na,SO,, NDS, TRIS,
PIPES, Na,CO,, Na,B,0-, dansilamidas — i§ ,,Sigma Aldrich“; elektrofo-
rezés baltymy dydzio standartai, PageBlue™, DTT - i§ , Thermo Fisher

Scientific*.

2.1.2. Baltymai

Dirbant naudotos rekombinantinés zmogaus karboanhidrazés (skliaus-
teliuose nurodytos viso ilgio baltymo aminorugstys) — CA I (2-260), CA 11
(1-259), CA VII (3-264) ir CA XIII (1-262), pagamintos VU Biotechnolo-
gijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriuje. Siy baltymy
raiska atlikta naudojant FEscherichia coli bakterijas, baltymai iSgryninti
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 elektroforetinés analizés ir masiy spektroskopijos

metodais (2.1 lentele).
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MW, kDa
116.0

66.2
45.0

35.0

250 =

18.4
14.4 =

2.1 pav. IS kairés: molekuliniy svoriy standartai — CA I, CA II, CA VII, CA XIII. [
gelj inesta po 10 pg baltymo (pagal Bradford’a).

2.1 lentelé. Masiy spektroskopijos rezultatai.

Baltymas Apskaic¢iuotas MW (Da) Nustatytas MW (Da)

CA1 28799,1 28799,54
CAII 29114,8 29115,24
CA VII 320439 32042,75
CA XIII 29574,3 29574,21

Rekombinantiniai CA IX baltymai — CA IX (GS-38-414) ir sCA IX
(138-391-RGSHg) — gauti is prof. S. Parkkila laboratorijos (Tamperés uni-
versitetas, Suomija), kur buvo pagaminti vabzdziy (Spodoptera frugiperda)
lasteliy linijoje, naudojant bakulovirusy baltymy raiskos sistema ,, Bac-to-

Bac®¢, ir iSgryninti chromatografiskai.

2.1.3. Karboanhidraziy ligandai

Dirbant naudoti klasikiniai CA ligandai, gauti is ,,Sigma-Aldrich®, ,Al-
fa Aesar®. Naujy ligandy paieskai naudoti junginiai sintetinti VU Biotech-
nologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriuje (dr. V. Du-
dutiené, dr. E. Capkauskaité) bei VU Chemijos fakulteto Organinés che-
mijos katedroje (dr. J. Sudzius). Siy junginiy strukturos ir grynumas pa-
tvirtinti BMR, IR spektroskopijos ir masiy spektrometrijos metodais. Visi
tiriami junginiai tirpinti DMSO, 10-50 mM tirpalai laikyti kambario tem-
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peraturoje, tamsoje, stiklinéje taroje.

2.1.4. Universalus plataus pH intervalo eksperimenty bu-

feris

Sis buferis naudotas TSA ir DSC eksperimentams. Meéginio buferio
sudétis: 50 mM fosfato, 50 mM acetato, 25 mM borato, 50 mM NaCl.
Ruosiami darbiniai pasirinkty pH verciy 2 X tirpalai is atitinkamy buferi-
niy misiniy:

100 mM H,;PO,, 100 mM CH,;COOH, 50 mM Na,B,0-, 100 mM NaCl
(PH ~4,1);

100 mM H,;PO,, 100 mM CH;COONa, 50 mM Na,B,0-, 100 mM NaCl
(pH ~5.,9);

100 mM NaH,PO,, 100 mM CH3;COONa, 50 mM Na,B,0., 100 mM
NaCl (pH ~7,9);

100 mM Na,HPO,, 100 mM CH;COONa, 50 mM Na,B,0-, 100 mM
NaCl (pH ~9,2);

100 mM NasPO,, 100 mM CH;COONa, 50 mM Na,B,0., 100 mM
NaCl (pH ~10,4).

2.2. Metodai

2.2.1. Izoterminio titravimo kalorimetrija

[zoterminio titravimo kalorimetrijos (ITC) eksperimentai atlikti VP-

ITC kalorimetru (,,Microcal, Inc.).

Baltymuy-ligandy jungimasis

Tiriant baltymu-ligandy jungimasi, baltymo tirpalu (5-10 puM) uzpil-
doma kalorimetro kiuveté (~1,4 mL), o ligando tirpalu (50-100 pM) —
titravimo Svirkstas (300 uL). Titravimas atliekamas, esant pasirinktai tem-
peraturai, injekuojant 25-30 ligando tirpalo injekcijy j kiuvetéje esantj bal-

tymo tirpalg. Tarpai tarp injekcijy — 3—4 minutés, maisymo greitis — 260
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aps./min. Baltymo ir ligando tirpalai paruosiami visiskai vienodame bu-
feryje, islaikant tg pacia DMSO koncentracija (dazniausiai — 1 % (v/v)).

Eksperimentai kartojami 2-3 kartus.

Ligandy protonizacijos entalpijos nustatymas

Tiriant ligando protonizacija, i kiuvete pilamas ligando (0,25 mM), o i
Svirksta — rugsties (2,5 mM HNO,) tirpalas. Tam, kad buty gautas visiskai
deprotonizuotas sulfonamidas, pridedama 1,5 ekvivalento NaOH, tada ti-
truojama HNOj tirpalu (60 injekeijy po 5 pL). Matuojama deprotonizuoty
ligandy protonizacija, nes protonizacijos reakcija yra egzoterminé ir jos en-
talpija iSmatuojama tiksliau nei deprotonizacijos su NaOH. Eksperimentai

kartojami 2-3 kartus.

Baltymo iSsivyniojimo entalpijos nustatymas, titruojant rugstimi

Pries atliekant baltymo denaturacijos rugstimi tyrimus, karboanhidra-
zés pervedamos j 10 mM NaCl tirpalg — nudruskinimas atliekamas gelfilt-
racijos per savaiminés tékmeés PD10 kolonéles (,GE Healthcare®) metodu.
I kalorimetro kiuvete pilamas 15 pM CA tirpalas, kuriame jonine jéga pa-
laiko 100 mM NaCl. Titruojama esant pasirinktai temperaturai 5 mM
HNO; tirpalu, kuriame yra 95 mM NaCl. Rugsties skiedimosi kontrolé
atlickama, vietoje baltymo j kiuvete pilant tik 100 mM NaCl tirpala ir

titruojant tomis paciomis salygomis.

Meéginiy paruosimas CA XIII Zn*"-H,O pK, ir AH nustatyti

Atliekant ITC matavimus, esant toms pH vertéms, kai naudojamos
buferinés medziagos buferiné talpa yra per maza kad uztikrinty reikiamg
pH verte, i kiuvete ir svirksta pilamy meéginiy pH patikslinama naudojant
pH-metra su mikroelektrodu. Ruosiant méginius (po 2 mL), i$ pradziy
visos reikalingos medziagos sudedamos j 1,9 mL tirpalo, tada, naudojant

minimalius turius NaOH ar HCI, nustatoma reikiama pH verté ir po to
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pripilama vandens iki galutinio 2 mL turio. Paruosti reikiamos pH ver-
tés baltymo ir ligando tirpalai atitinkamai is karto supilami j kalorimetro

kiuvete ir Svirksta.

Duomeny apdorojimas

Gauti eksperimentiniai ITC rezultatai apdorojami programos ,,Micro-
Cal Origin 5.0¢ ITC moduliu, nustatan¢iu tiriamos reakcijos jungimosi
konstantg K, jungimosi entalpija AH ir koncentracijos korekcijos fakto-

riy n. n nustatymo paklaida — +5 % [112], AH ir K, — ~10 % .

2.2.2. Terminio poslinkio analizé

Metodo principas, eksperimento planavimas

Terminio poslinkio analizés metodas yra pagristas paties baltymo ar-
ba pridéto solvatochrominio dazo (kuris labai padidina metodo jautruma)
fluorescencijos intensyvumo matavimu. Jis leidzia stebéti temperaturos
lemiamag pusiausvyrinj baltymo natyvaus buvio N virsmg j denaturuota,
arba iSsivyniojusj, buvi U (2.1 lygtis) bei papildoma tiriamo baltymo sta-
bilizavimg / destabilizavima, lemiamg pridéto ligando L [113].

Ky K,
U+Ly=N+ L= NL, (2.1)

Procesa apraso dvi konstantos: iSsivyniojimo konstanta Ky ir jungi-

mosi konstanta Kj:

Ky = % — ¢ (ACU/RD) (2.2)
_ INL] _ _(acyrr)
S=my=c (23)

kur AGy ir AG,, atitinkamai, yra denaturacijos ir jungimosi procesy
laisvosios Gibso (Gibbs) energijos. L; yra laisvo, o L, — suristo su bal-

tymu ligando koncentracija, I’ — temperatura Kelvino laipsniais, o R —
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universalioji dujy konstanta. Baltymo denaturacijos metu solvatochromi-
nis dazas sgveikauja su atsiverianc¢iomis baltymo hidrofobinémis sritimis
ir fluorescencijos intensyvumas padidéja. Baltymo stabilumg nurodantis
parametras yra jo lydymosi temperatura 7,,, kuriai esant pusé baltymo

molekuliy yra natyvios, kita pusé — issivyniojusios.

Eksperimento salygos

Terminio poslinkio analize Sio darbo metu buvo atliekama, naudojant
tris skirtingus prietaisus:

1) PGR analizei skirta realaus laiko detekcijos sistema ,,iCycler iQ*
(,Bio-Rad“), naudojant ,,Chroma Technology Corp. filtrus. Analizé at-
lickama 96 Sulinéliy plokstelése. Suzadinimas — 405 4= 30 nm, emisija —
520 = 40 nm;

2) ,,PC1“ spektrofluorimetra (,,ISS*) su termostatuojama vandens vo-
nele ir , TFN520“ termometru (,Ebro Electronic GmbH & Co“). Analizé
atlieckama 3 mL kiuvetéje. Suzadinimas — 380 4+ 5 nm, emisija — 510 £5
nm;

3) realaus laiko detekcijos sistema ,,Rotor-Gene 6000 (,,QIAGEN Rotor-
Gene Q“), skirta PGR analizei. Analizeé atliekama 100 pL arba 200 pL mé-
gintuvéliuose, kuriuose méginio turis — 10-20 L. Suzadinimas — 365 4= 20
nm, emisija — 460 + 15 nm.

Visais atvejais taikomas 1 °C/min. temperaturos kélimo greitis.

Dirbant naudoti du solvatochrominiai dazai — dapoksilas (4-[5-[4-(dime-
tilamino)-fenil]-2-oksazolil]-benzensulfoninés rugsties natrio druska) (eks-
perimentams, atlieckamiems ,iCycler iQ* prietaisu) ir ANS (8-anilino-1-
naftaleno sulfoninés rugsties amonio druska) (eksperimentams, atlieka-
miems ,,PC1“ ir ,Rotor-Gene 6000“ prietaisais).

Dazniausiai naudojama méginio sudétis: 10 pM baltymo, 50 ntM ANS,
0-200 uM 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 temperatiiros nustatymas

Baltymo—dazo komplekso fluorescencijos priklausomybe nuo tempera-

turos apraso lygtis [113,114]:

Yo —Yn 1 Yn —Yu
1 & eAuG/RT — Yo T3 1 o AuG/RT

y(T) = yn + (24)

Sioje lygtyje parametrai yy ir yy yra, atitinkamai, natyvaus ir iSsivynio-
jusio baltymo fluorescencijos intensyvumai, kurie priklauso nuo tempera-

turos (2.5 ir 2.6 lygtys):

yn(T) = ynz, +mn(T = T,,), (2.5)
yo(T) = yur, +mu(T —T,,), (2.6)

¢ia my ir my yra, atitinkamai, natyvaus ir iSsivyniojusio baltymo fluores-
cencijos tiesiy pokrypio kampai. O iSsivyniojimo laisvaja Gibso energija

galima iSreiksti entalpijos ir entropijos parametrais:
AUG — AUH - TAUS, (27)

kur AyH yra baltymo iSsivyniojimo entalpija (nustatoma DSC meto-
du), o ApyS — iSsivyniojimo entropija. Kai T" = T,,, tai AyG = 0 ir
AyH = TAyS. Eksperimentiskai gautos fluorescencijos priklausomybés
nuo temperaturos kreivé maziausiy kvadraty metodu derinama pagal 2.4
lygti, istacius lygtimis 2.5, 2.6, 2.7 aprasytus parametrus, ir taip nustato-
ma lydymosi temperatura 7,,.

Lydymosi temperaturos nustatymo paklaida siuo metodu yra +0,2 K.

Jungimosi konstantos nustatymas

Jungimosi konstantai nustatyti naudojama serija 1, verc¢iy, kurios gau-
namos tiriant baltymo iSsivyniojimg, esant skirtingai ligando koncentraci-
jai [115]. Eksperimentas planuojamas taip, kad, ruosiant skirtingy baltymo—

ligando proporciju méginius (baltymo koncentracija islaikoma pastovi),
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mazdaug trecdalio analizuojamo baltymo-ligando méginiy ligando kon-
centracija buty mazesné uz baltymo, likusiy — didesne.

Kai ligandas jungiasi prie natyvios baltymo formos (didzioji dalis Siuo
darbu tiriamy junginiy), 7}, priklausomybé nuo pridétos ligando koncent-

racijos aprasoma lygtimi:

L= (Ky—1) (22 + Ki,,) , (2.8)

kur P, — bendra baltymo koncentracija, o Ky ir Kj, — konstantos, atitin-
kamai aprasytos 2.2 ir 2.3 lygtimis (7}, atsiranda lygtyje, kai konstan-
tos Ky ir K, isskleidZiamos pagal laisvosios Gibso energijos lygti AG =
—RTInK).

Kei¢iant 2.8 lygties parametrus, modeliuojama 7}, priklausomybé nuo

L, — taip nustatoma jungimosi konstanta K.

2.2.3. Diferencinio skenavimo kalorimetrija

Diferencinio skenavimo kalorimetrijos (DSC) eksperimentai atlikti ,,MC-
2¢ skenavimo kalorimetru (,,MicroCal, Inc.*), taikant 1 °C/min. tempera-
turos kélimo greitj. Gauti rezultatai apdoroti, naudojant programos ,,Mic-
roCal Origin 5.0 DSC modulj.

DSC tyrimy metu naudota méginio baltymo koncentracija — 50-100
nM. | palyginamaja kiuvete pilamas analogiskas tiriamajam tirpalas, tik
be baltymo. Kiekvienam tiksliniam eksperimentui atlieckamas kontrolinis

— jo metu abi kiuvetés uzpildomos tiriamu tirpalu be baltymo.

2.2.4. Gelfiltraciné analizé

Gelfiltraciné analizé atlikta chromatografine sistema ,, Akta Explorer®,
naudojant gelfiltracine kolonéle TSK G2000SW 10 mM Na fosfatiniame
buferyje, turinciame 0,3 M NaCl, pH 7,0. Ant kolonélés baltymas uzne-
samas 1 mL/min. greiciu, eliuojamas izokratiniu rezimu. Tomis paciomis

salygomis atliekamas kalibravimas — vietoje tiriamo baltymo tirpalo ant
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kolonélés uznesamas molekuliniy svoriy standarty rinkinys (,,Bio-Rad*)
(tiroglobulinas, gama-globulinas, ovalbuminas, mioglobinas, vitaminas B
— ju molekuliniai svoriai (atitinkamai): 670, 158, 44, 17, 1,35 kDa). Brai-
zomas molekuliniy svoriy standarty deSimtainio logaritmo priklausomybés
nuo jy sulaikymo gelfiltracinéje kolonéléje laiko grafikas. Pagal jj apskai-

¢iuojamas tiriamo baltymo molekulinis svoris.

2.2.5. NDS elektroforezeé

NDS elektroforezé buvo atliekama klasikiniu metodu [116] vertikaliame
baltymy elektroforezés aparate, naudojant 9,5-15 % poliakrilamido gelius.
Geliai dazyti PageBlue™ (,Fermentas“) dazu pagal gamintojo rekomen-

dacijas.

CA IX oligomerinés strukturos tyrimo metu baltymas pries elektrofore-
z¢ inkubuotas 2 h 25 °C temperaturoje, naudojant skirtingus reduktoriaus
DTT kiekius (0, 0,01, 0,05, 0,1, 0,25, 1,0 ir 10,0 mM DTT). Analizé atlikta
9,5 % poliakrilamido gelyje.

Baltymo grynumas ir (ar) oligomeriniy formy procentiné sudétis take-

lyje ivertinti, elektroforegramas analizuojant ,, TotalLab“ programa.

2.2.6. Baltymy dializé, koncentracijos nustatymas

Baltymy dializé visais atvejais buvo atliekama +4 °C temperaturoje,
naudojant dializés zarnas ,SERVA Visking“ (MW riba — 14 kDa). Bal-
tymu koncentracijos nustatomos pagal sugertj 280 nm bangos ilgyje (€
(CAT) yra 44920 M~! em™, & (CA II) — 50420 M~ ecm™, & (CA VII) -
46535 M~ em ™, & (CA XIII) — 50420 M~ em ™, € (CA IX) — 35075 M !
em !, e (sCA IX) - 35015 M~ em ™, & (bCA II) — 50420 M~ cm™!). Eks-
tinkcijos koeficientai suskaiciuoti teoriskai pagal baltymy sekas, naudojant

,ExPASy* jrankj , ProtParam*® [117].
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2.2.7. Baltymy-ligandy kompleksy struktury vizualizacija

Baltymy-ligandy kompleksy strukturoms vizualizuoti naudota progra-
ma , Discovery Studio Visualizer 3.5 (,,Accelrys”). Paveiksléliuose nau-
dojamas spalvinis kodas: pilka spalva zymi C, raudona — O, geltona — S,

mélyna — N, zalia — CL.
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3.1. Karboanhidraziy tyrimai

3.1.1. CA stabilumo jvertinimas

Atliekant baltymy-ligandy jungimosi tyrimus, svarbu parinkti tokias
eksperimentines salygas, kad tiriamas baltymas buty stabilus. Todél ter-
minio poslinkio metodu atliktas pradinis visy tirty baltymy charakteri-
zavimas — nustatytos baltymy lydymosi temperaturos. Baltymy issivy-
niojimo entalpijos ir iSsivyniojimo Siluminés talpos nustatytos diferencinio
skenavimo kalorimetrijos ir rugstinés denatiiracijos izoterminio titravimo

kalorimetrijos metodais.

TSA tyrimai — pH, drusky jtaka

Visy tirty baltymy (rekombinantiniy zmogaus CA I, 11, VII, IX ir XIII)
stabilumo priklausomybé nuo pH buvo istirta TSA metodu, kei¢iant pH
vertes nuo 3 iki 10. Taip pat jvertinta ir skirtingy buferiniy medziagy
itaka (3.1 pav.). Bendrai tirty CA izoformy pH stabilumo intervalas gana
platus (7}, artima maksimumui nuo pH 6 iki 9-10), o CA IX, skirtingai nuo
kity tirty CA izoformy, stabili ir rugstinéje terpéje, o tai nepriestarauja
jos fiziologinei funkcijai organizme — veikti hipoksinémis salygomis, kai
tarplasteliné terpe parugsteéja.

Nors visos CA izoformos tarpusavyje labai homologiskos ir juy struktu-
ros panasios, vis délto, esant toms pacioms salygoms, jy stabilumai gana
skirtingi. Pavyzdziui, CA VII lydymosi temperatura yra apie desimt laips-

niy zemesneé nei kity tirty CA izoformy, o CA IX dimeriné forma stabilesné
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uz monomera net apie 15 °C (detaliau CA IX oligomerines formas —

3.1.2 skyrelyje).
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3.1 pav. Zmogaus karboanhidraziy izoformy CA I (A), CA II (B), CA VII (C),

CA XIII (D), CA IX monomero (E) ir CA IX dimero (F) stabilumy, esant skirtingam pH
ir buferiui, palyginimas (terminio poslinkio analizés duomenys). Atitinkamais simboliais
pazyméti buferiai (100 mM): (O) — tris, (M) — HEPES, (¢) — acetatinis, (A) — fosfatinis,
(V) — citratinis, (A) - glicininis, («) — MES, (») — PIPES, (®) — karbonatinis, ((J) —
sukcinatinis, (x) — imidazolinis, (V) — formatinis.

Tirty baltymy 7}, mazai priklauso nuo buferio sudéties (esant tam pa-
¢iam pH), isskyrus citratinj buferj (3.1 pav.). Citratas sumazina tirty CA

stabiluma keliais laipsniais (galima savitoji saveika), todél jo nevertéty
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3.1. Karboanhidraziy tyrimai

naudoti kaip buferinés medziagos, atliekant eksperimentus su karboan-
hidrazémis.

Drusky (chlorido ir sulfato) jtaka citoplazminiy CA izoformy stabilumui
parodyta 3.2 pav. Sulfatas CA I ir CA XIII destabilizuoja, o chloridas
ju stabiluma padidina. CA II stabilumg mazina abi minétos druskos, o

CA VII stabiluma jos veikia silpnai.
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3.2 pav. Zmogaus karboanhidraziy izoformy CA I (A), CA II (B), CA VII (C) ir
CA XIII (D) stabilumai, kai tirpale yra: (O) — NaCl, (M) — Na,SO,. Kitos salygos -
fosfatinis buferis 50 mM, pH 7,0.

Gauti baltymo stabilumo skirtingomis salygomis (esant skirtingam pH,
buferiams, druskoms) duomenys naudingi ne tik tarpusavyje lyginant ana-
lizuotas CA izoformas, bet ir pasirenkant tolimesniy eksperimenty salygas
(atliekant standartinius matavimus visoms karboanhidrazéms parinktas 50
mM fosfatinis buferis, turintis 50 mM NaCl). Tai ypa¢ svarbu, atlickant
CA XIII jungimosi su ligandais plataus pH intervalo tyrimus — kai pH 5,5~
9, §i izoforma yra stabili, todél Siame intervale gauti duomenys gali buti

naudojami detaliai termodinaminei analizei.
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ISsivyniojimo entalpijos nustatymas (DSC, ITC)

Baltymo stabilumg parodo ne tik jo lydymosi temperatura, bet ir is-
sivyniojimo entalpija AH. Kuo §i entalpija yra didesné, tuo baltymas
eksperimento sglygomis yra stabilesnis. Be to, sj parametra naudoja ter-
minio poslinkio analizés metodas, todél jj nustacius galima gauti tikslesnius
TSA rezultatus. Siuo atveju karboanhidraziy issivyniojimo entalpija buvo
nustatyta dviem metodais: diferencinio skenavimo kalorimetrijos meto-
du (kuris laikomas standartiniu baltymy stabilumo tyrimo metodu) [118]
jvairiomis salygomis (3.3 pav.) bei izoterminio titravimo kalorimetrijos
metodu, taikant rugstine denaturacija (Sis metodas dar vystomas, naudo-
jamas gerokai reciau) [7*,119] (3.4 pav.). DSC metodu nustatoma baltymo
lydymosi temperatura T}, ir iSsivyniojimo entalpija AH (esant 7T, tempe-
raturai), o titruojant rugstimi — iSsivyniojimo entalpija, esant pasirinktai

atliekamo eksperimento temperatiurai.
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3.3 pav. CA XIIT diferencinio skenavimo kalorimetrijos duomenys. Baltymo kon-
centracija — 50 uM; kitos salygos: zalia kreivée — pH 4,5, raudona — 4,75, mélyna —
5,0, violetiné — 5,5, juoda — 6,5 (buferinis misinys: 50 mM fosfatinis, 50 mM aceta-
tinis, 25 mM boratinis, 50 mM NaCl), oranziné kreive — 50 pM CA XIIT su 500 pM
4-karboksibenzensulfonamido, 50 mM fosfatinis buferis su 50 mM NaCl, pH 7,0.

Kadangi abiem metodais — ir DSC, ir ruigstine denaturacija — nustatytas

baltymy issivyniojimo entalpijos vertes pagal priklausomybe nuo lydymosi
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3.1. Karboanhidraziy tyrimai
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3.4 pav. CA XIII denaturacijos rugstimi I'TC eksperimentas 45 °C temperaturoje. Pir-
muyju keturiy injekcijy egzoterminés smailés atitinka rugsties jungimasi prie baltymo, 5-
10 injekciju endoterminés smailés — baltymo denaturacija (Siy injekciju metu sugeriama
siluma atitinka baltymo iSsivyniojimo entalpija), 11 ir vélesniy injekcijy (egzoterminés
smailés) metu vyksta rugsties skiedimasis.

temperaturos atidedant grafike gaunama tiesé (3.5 pav.), tai tikétina, kad
abiem skirtingais budais (karboanhidrazes denaturuojant temperatura ar
rugstimi) pasiekiama ta pati arba lygiaverté denaturuoto baltymo busena.

Apibendrinti CA I, II, VII ir XIII iSsivyniojimo entalpijos tyrimo duo-
menys pateikti 3.5 paveiksléelyje. Pagal tiesiy pokrypio kampus nusta-
tytos iSsivyniojimo Siluminés talpos (AC,): CA I - 20,8, CA II — 19,6,
CA VII — 24,6, CA XIII - 15,5 kJ/(Kxmol). Sios vertés yra artimos
literaturoje [120] nurodomam statistiniam Siluminiy talpy pasiskirstymui
pagal baltymo aminorugséiy skaiciy (nurodoma tikétina vidutiné mazdaug
260 aminorugsciy baltymo AC), verté — apie 16 kJ/(K xmol)). Rugstinés
denaturacijos ITC metodu panaudojimas baltymy issivyniojimo entalpi-
jai nustatyti praplété temperatury intervalg, kurio ribose Sias entalpijas
galima iSmatuoti eksperimentiskai. Esant skirtingoms temperatiuroms nu-
statyti karboanhidraziy izoformy issivyniojimo termodinaminiai paramet-
rai yra tiesiogiai naudojami taikant terminio poslinkio analizés metoda,

apskaic¢iuojant baltymuy-ligandy jungimosi konstantas.
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3.5 pav. Karboanhidraziy issivyniojimo entalpijos priklausomybé nuo temperaturos.
Juodai pazyméti CA I rezultatai, raudonai — CA II, mélynai — CA VII, zaliai — CA XIII.
Apskritimai — DSC duomenys, trikampiai — rugstinés denaturacijos, atliktos ITC me-
todu, rezultatai. Tiesés iSvestos maziausiy kvadraty metodu, jy pokrypio kampai rodo
baltymy issivyniojimo Silumines talpas.

3.1.2. CA IX biocheminis charakterizavimas

Dar 1996 metais buvo charakterizuotas CA IX genas ir buvo nustaty-
ta, kad CA IX yra isskirtiné zmogaus karboanhidraziy izoforma — ir savo
struktura, ir atliekama funkcija organizme. Ypatingas jos bruozas — labai
padidéjanti raiska daugelio piktybiniy augliy atvejais [121], dél Sios savy-
bés CA IX yra geras priesvéziniy vaisty taikinys ir véziniy lasteliy zymuo.
Taciau slopikliy ar detekcijos metody kurimas galimas, tik detaliai iStyrus
pati baltyma-taikinj, todél vienas is Sio darbo tiksly buvo biochemiskai
charakterizuoti karboanhidraze IX. CA IX baltymo tyrimai buvo atlieka-

mi bendradarbiaujant su Suomijos, Italijos ir Slovakijos mokslininkais [5*].

Rekombinantiné CA IX buvo pagaminta vabzdziy lasteliy kulturoje,
naudojant bakulovirusy baltymy raiskos sistema, S. Parkkila laboratorijo-
je. Kaip minéta skyrelyje 1.2.5, CA IX baltymas sudarytas is keliy domeny
(3.6 A pav.): N-gale yra signaliné seka (SP), nukreipianti baltyma j laste-
lés iSore, uz jos — proteoglikaninis domenas (PG), toliau — karboanhidrazés

katalizinis domenas (CA), tada — viena transmembraniné spiralé (TM) ir
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3.1. Karboanhidraziy tyrimai

trumpa vidulasteliné seka (IC). Dirbant tirti du Sio baltymo konstruktai:
CA IX (3.6 B pav.) — baltymas, turintis proteoglikaninj (PG) domena ir
katalizinj (CA) domena, bei trumpesnis baltymas (3.6 C pav.) sCA IX,
kuris turi tik katalizinj domeng. Signalinis peptidas nukerpamas baltymo

sekrecijos iS lastelés metu.

K v s
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Cys156 Asn346
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3.6 pav. CA IX baltymo domeniné struktura. A — viso ilgio baltymas, B ir C — Siuo
darbu tirti baltymo konstruktai, SP — signalinis peptidas, PG — proteoglikaninis dome-
nas, CA — katalizinis domenas, TM — transmembraninis domenas, IC — vidulasteliné
seka, H — polihistidininis inkaras, T — trombino kirpimo taikinys. Viso ilgio baltymo
schemoje pazyméti sekoje esantys cisteinai. Du i$ jy sudaro vidumolekulinj disulfidinj
tiltelj. Taip pat pazymétos N- ir O- glikozilinimo pozicijos.

Tiriant CA IX meéginiy stabiluma TSA metodu, pastebétas nebudin-
gas kitoms CA izoformoms baltymo iSsivyniojimo profilis (3.7 pav.). Tai
galéty reiksti, kad arba tiriamo baltymo issivyniojimas yra dviejy stadi-
ju procesas, arba analizuojamame meéginyje yra dvi skirtingo stabilumo
baltymo formos.

Kadangi literaturoje buvo duomeny, kad §i izoforma lgsteléje galéty
sudaryti kovalentiskai sujungtus trimerus, tai iskelta hipotezé, kad dvi
TSA eksperimento tranzicijos galéty atitinkamai atspindéti monomerinés
ir oligomerinés formy iSsivyniojima (tikétina, kad kovalentiskai sutvirtin-
to oligomerinio baltymo stabilumas buty didesnis). Siekiant patikrinti Sig
hipoteze, buvo atlikta baltymo meéginiy, 2 val. inkubuoty su skirtingo-
mis reduktoriaus DTT koncentracijomis, NDS elektroforezé (pav. 3.8).
Sis eksperimentas parodé, kad pradiniai méginiai, ir sCA IX, ir CA IX,

buvo monomerinés ir oligomerinées formy misiniai. Pagal densitometrinés
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3.7 pav. CA IX issivyniojimo priklausomybé nuo temperaturos (O), palyginti pateikta
CA 1I issivyniojimo kreive (OJ).

analizés rezultatus CA IX buvo sudaryta i§ ~60 % oligomerineés ir 34 %
monomerinés formy, o sCA IX meéginys — is 54 % oligomerinés ir 46 %
monomerinés formy. Didinant reduktoriaus koncentracija, suiro disulfidi-
niai rysiai ir monomero méginyje daugéjo, o oligomerinés formos — mazéjo.
sCA IX baltymo atveju pagal molekuliniy svoriy standartus aiskiai ma-
toma, kad oligomeriné forma atitinka dimera (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 oligomeriné forma

galéty buti trimeras (stebimasis MW > 120 kDa).

Toliau tiriant CA IX oligomerine buseng, atlikta gelfiltraciné analizé
(3.9 pav.), kuri patvirtino, kad méginyje vienu metu yra skirtingo dydzio
daleliy. Visgi juy dydziai gana netikéti — atitinkamai, pirmoji smailé 297
kDa ir antroji 115 kDa (3.9 pav.). Lyginant su kolegy italy gautais mono-
mero maseés spektrometrijos rezultatais (43 kDa), Sios vertés yra gerokai
per didelés — tai tikriausiai lemia PG domeno neglobuliné struktura. Ant-
rosios smailés meéginio masés spektrometriné analizé parodé, kad tikrasis

baltymo dydis yra 86 kDa, o tai atitinka dimerine formg.

Monomero ir dimero atskyrimag gelfiltracijos budu patvirtino ir elekt-
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3.8 pav. DTT jtaka sCA IX (kair¢je) ir CA IX (desinéje) baltymo judrumui, atliekant
NDS elektroforeze. DTT koncentracijos didéjimas parodytas trikampiais gelio apacio-
je. Didéjant reduktoriaus koncentracijai, suardomi disulfidiniai tilteliai, todél mazéja
kovalentiskai sujungto dimero kiekis ir, atitinkamai, daugéja monomero.

7,000
50 - i
| 100
% L
40 10 =
| 1-IIII|IIII|IIII|III
830 0 15 20 25 30
< | Laikas (min)
20+
10+
0 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1
0 10 20 30
Laikas (min)

3.9 pav. Monomerinés ir dimerinés CA IX formy atskyrimas gelfiltracijos metodu.
Gelfiltracijos metodu nustatyti stebimieji molekuliniai svoriai yra gerokai didesni nei
nustatyti masiy spektrometrijos budu.

roforezeés redukuojanciomis ir neredukuojanciomis salygomis palyginimas
(duomenys neparodyti). Abiejy smailiy pozicijas atitinkantys baltymo mé-
giniai taip pat buvo istirti TSA metodu, kurio rezultatai patvirtino tyrimo
pradzioje iSkelta hipoteze, kad pirmoji tranzicija atitinka baltymo mono-
merinés, o antroji — oligomerinés (patikslinta — dimerinés) formos issivy-

niojima (3.10 pav.). Kadangi $iy baltymo formy stabilumai labai skirtingi
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(AT, ~ 15°C), tai TSA metodas leidZia vienu metu tirti pasirinkty saly-
gy ar junginiy jtaks abiejy formy stabilumui, t. y. galima nustatyti abiejy
formy jungimosi su ligandais konstantas, jy neatskiriant. Si TSA metodo
savybé buvo panaudota tiriant [1,2-¢][1,2,3]-tiadiazol-7-sulfonamidy jungi-

masi su CA (3.3.3 skyrelis).
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3.10 pav. TSA rezultatai: (¢) — meéginys pries gelfiltracija, (O) — pirmosios gelfiltracijos
smailés méginys (atitinka dimera), ((J) — antrosios smailés méginys (atitinka monomera).

Sio CA IX biocheminio charakterizavimo metu taip pat nustatyta, kad
CA IX yra vienas i$ grei¢iausiy CA izofermenty (ki = 1,1 x10%s71), PG
domenas fermentinj aktyvuma padidina apie 10 karty. Taip pat identifi-

kuotos N- ir O-glikozilinimo pozicijos (3.6 pav.) bei glikozilinimo pobudis.

2009 metais buvo nustatyta zmogaus CA IX katalizinio domeno kristali-
né struktura, kuri patvirtino, kad CA IX formuoja kovalentiskai (Cys174—
Cysl74) sujungta dimera (arba Cys41-Cys41 pagal visoms CA taikoma

CA II aminorugséiy numeracija) [41].
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3.2. Karboanhidraziy panaudojimas, tobulinant
TSA modelj

Tiriant baltymuy-ligandy jungimasi terminio poslinkio metodu, buvo
pastebéta, kad egzistuojantis modelis neapraso, ar nepakankamai tiksliai
apraso kai kuriy stebimy procesy (baltymo destabilizavimo ligandu, balty-
mo ir baltymo-ligando komplekso frakcijy atsiskyrimo lydymosi kreivéje).
Todél gauty eksperimentiniy duomeny analizei TSA modelis buvo papildy-
tas. Modelius iliustruojantys eksperimentiniai rezultatai pateikiami kaip

modelinj baltymg naudojant Zzmogaus CA II.

3.2.1. CA II-EZA saveika — modeliné sistema labai stip-

rioms sgveikoms matuoti

Labai stiprioms saveikoms (Kj > 10° M™!) matuoti ITC metodu ne-
galima taikyti jprasto tiesioginio titravimo metodo, nes titravimo kreivés
pasvirimo kampas, pagal kurj nustatoma [, yra per status. Todél to-
kiu atveju naudojamas konkurencinés ITC metodas: analizuojamu jun-
giniu titruojamas baltymo-silpniau besijungiancio ligando (1:1) komplek-
sas [122]. Tai ne visada yra patogu ar apskritai jimanoma, nes reikia turéti
tokj liganda, kuris jungtysi toje pacioje baltymo-taikinio vietoje, bet gero-
kai silpniau, ir reikia tiksliai zinoti jo jungimosi konstanta [123]. Dar 1990
m. parodyta, kad baltymo stabilizavimo, kai prisijungia ligandas, reiskinj
galima iSnaudoti jungimosi konstantoms apskaiciuoti [124]. Tam anksciau
buvo naudojamas DSC metodas. Tuo paciu stabilizavimo reiskiniu pagrijs-
tas ir TSA metodas, tik juo matuojamas ne Siluminés talpos pokytis, o
fluorescencijos signalo kitimas. Tiesa, klasikiné TSA yra labiau ribojama
vandens virimo temperaturos (DSC eksperimentas atliekamas, esant dides-
niam slégiui, todél galima pasiekti iki 120-130 °C). Visgi dauguma atveju
virsutiné galimos temperaturos riba netrukdo, o pagrindiniai Sio metodo
privalumai — didelis nasumas, analizés greitis bei universalumas — lemia

vis platesnj jo taikyma [94,96,125].
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Rezultatai ir jy aptarimas

Jungiantis etokzolamidui (EZA) su CA II, didinant EZA koncentra-
cija, taciau jai dar nevirsijus baltymo koncentracijos, TSA eksperimento
metu stebimos netipiskos formos baltymo issivyniojimo kreivés (3.11 pav.

pazymétos mélyna spalva).
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3.11 pav. TSA kreives — CA II jungimasis su EZA 50 mM fosfatiniame buferyje su 50
mM NaCl, pH 7,0. Baltymo koncentracija — 5 nM, ligando koncentracija: (O) — 0 uM,
(0) = 1,5 uM, (o) — 2 M, (A) — 3 1M, (V) — 50 uM. Simboliai Zymi eksperimentinius
duomenis, o linijos — 3.4 formule aprasyta modelj.

Tiriant Sig saveikag DSC metodu, kai baltymo koncentracija virsija li-
gando koncentracija, stebimos dvi baltymo issivyniojimo smailés: pirmoji
atitinka baltymo be ligando issivyniojima, o antroji parodo ligandu sta-
bilizuoto baltymo iSsivyniojima. Kintant baltymo-ligando santykiui, pro-
porcingai keiciasi ir abiejy DSC smailiy dydziai (3.12 pav.).

Baltymo ir baltymo-ligando komplekso smailiy atsiskyrimg aprase J. F.
Brandts ir L.-N. Lin [124]. Pagal DSC duomeny analogija, TSA kreives
dviguba tranzicija priskirta dvieju baltymo frakciju (baltymo be ligando
ir baltymo, stabilizuoto ligandu) iSsivyniojimui. Jai aprasSyti iSvesta 3.4
formule [4*].

Tikimybé, kad baltymas bus issivyniojes, apskaiciuojama pagal lygti:

1

S T o
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3.2. Karboanhidraziy panaudojimas, tobulinant TSA modelj
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3.12 pav. CA II ir CA II-EZA komplekso DSC analizé. Baltymo koncentracija — 100
M, raudona kreivé — CA II be ligando, zalia — su 22 pM EZA, mélyna — su 50 ntM EZA,
juoda — su 1 mM EZA. Skaiciai salia kreiviy rodo baltymo-ligando molinj santykj.

kai AGy yra baltymo iSsivyniojimo laisvoji Gibso energija, IR — universa-
lioji dujy konstanta, o 1" — temperatura, K.
Baltymo—dazo komplekso fluorescencijos intensyvumas denaturacijos

kreivéje aprasomas lygtimi:

y(T) = yo Py + yn(1 — Py), (3.2)

kai yy ir yy yra nuo temperaturos priklausantys, atitinkamai, natyvaus ir
iSsivyniojusio baltymo intensyvumai, o 1 — P yra tikimybé, kad baltymas
bus natyvus.

Kai laisvo baltymo ir baltymo su ligandu frakcijos denaturuoja nepri-
klausomai, fluorescencijos intensyvumas denaturacijos kreivéje aprasomas

3.3 lygtimi:

y(T) = n(yy Py +yx(1 = ) + (L= n)(yo Py + yn(1 = Py)) (3.3)

Cia indeksais L pazymeéti su ligandu susijungusio baltymo parametrai,

o laisvo baltymo — be indekso. Parametras n rodo su ligandu susijungusio
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baltymo frakcijg ir kinta intervale nuo 0 iki 1.
Kadangi baltymo su ligandu ir be jo, ir natyvios, yy = yﬁ,, ir issivy-
niojusios, Yy = yﬁ, baltymo formy fluorescencijos intensyvumai vienodi,

tai 3.3 lygtis supaprastéja:

y(T) = yn + (yv — yn)((1 = n) Py + nPf) (3.4)

Jungimosi konstantai nustatyti naudojamame grafike atidéjus lydymosi
temperaturos priklausomybe nuo pridéto ligando koncentracijos, kai ligan-
do yra maziau nei baltymo, aiskiai atsiskiria dvi skirtingo stabilumo frak-
cijos: baltymo ir baltymo-ligando komplekso (3.13 pav.). Modeliuojant
T,,, priklausomybés nuo ligando koncentracijos kreive, gauta CA II-EZA
K4 ~2nM (literaturoje pateikiama sustabdytos tékmés metodu iSmatuota

slopinimo konstanta K; = 8 nM [126]).

68
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3.13 pav. CA II-EZA TSA rezultatai — jungimosi konstantos nustatymas. Taskinémis
linijomis sujungti taskai gauti, esant tai paciai ligando koncentracijai, kai lydymosi
kreivéje atsiskiria baltymo be ligando ir baltymo-ligando komplekso frakcijos. Rodyklé
ant x asies zymi eksperimente naudota baltymo koncentracija. Kai ligando daugiau nei
baltymo, stebima tik baltymo—-ligando komplekso denaturacija.

Dviejy tranzicijy modelio taikymas leidzia tiksliau nustatyti jungimosi

konstantg, jungimosi stechiometrija, patikslinti aktyvaus baltymo koncent-
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3.2. Karboanhidraziy panaudojimas, tobulinant TSA modelj

racijq.

3.2.2. Ligandy jtaka baltymo stabilumui: stabilizavimas ir

destabilizavimas

Nors dauguma ligandy, saveikaudami su baltymais, juos stabilizuoja,
t. y. padidina juy lydymosi temperaturg, vis délto yra ir tokiy, kurie veikia
priesingai — prisijungdami baltyma destabilizuoja. Klasikinis TSA mode-
lis, naudojamas jungimosi konstantai nustatyti [115], nejvertina baltymo
destabilizavimo ligandu galimybés. Todél, §j destabilizavimo reiskinj ap-
rasius kaip ligando jungimasi prie issivyniojusio baltymo, buvo papildytas
terminio poslinkio analizés modelis: ligandas (L) gali jungtis ir prie naty-

vaus (/V), ir prie iSsivyniojusio (U) baltymo:
K K K
ULZ2U+L=N+LZNIL, (3.5)

¢ia Ky yra baltymo be ligando iSsivyniojimo pusiausvyros konstanta (2.2
lygtis), o Ky ir Ky, atitinkamai, ligando jungimosi prie issivyniojusio ir

prie natyvaus baltymo konstantos:

[UL]
Ky = W, (3.6)
_[NL]
Ky = m; (3.7)

¢ia N L zymi natyvaus, o U L — issivyniojusio baltymo-ligando kompleksa.
Bendros baltymo ir ligando koncentracijos yra atitinkamos visy siste-

moje esanciy baltymo / ligando formy sumos:

P, = [N]+[U]+ [NL +[UL] (3.8)

L, =L+ [NL]|+ [UL] (3.9)
Kai T' = T,,, t. y. pusé baltymo yra natyvaus ir pusé iSsivyniojusio,
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taikant 2.2 ir 3.6-3.9 lygtis, rysj tarp minéty pusiausvyros konstanty ir

bendros ligando koncentracijos galima apraSyti lygtimi [6*]:

E Kyv + Ky Ky n 1
2 Ky(Kyw — Kyy) KoKy — Kyy

L= (1 Ky) ( ) (3.10)

3.10 lygtyje pusiausvyros konstantoms pritaikius laisvosios Gibso ener-
gijos iSraiskas AG = —RTInK ir AG = AH — TAS, ir laikant, kad
ir baltymo issivyniojimo, ir baltymo-ligando jungimosi Silumineés talpos
nepriklauso nuo temperaturos, gaunamas papildytas modelis, aprasantis
rysius tarp baltymo issivyniojimo bei jungimosi su ligandais termodinami-
niy parametry ir bendry baltymo bei ligando koncentracijy. Sis modelis
tinka tik kai baltymo-ligando jungimosi stechiometrija yra 1:1.

Jeigu ligandas labiau jungiasi prie iSsivyniojusio baltymo, tai stebime
destabilizavima, jeigu prie natyvaus — stabilizavima. Stabilizavimo atveju,
jeigu ligandas jungiasi tik prie natyvaus baltymo (K; — 0), 3.10 lygti
galima supaprastinti iki 2.2.2 skyrelyje pateiktos 2.8 lygties, o jeigu ligan-
das jungiasi tik prie iSsivyniojusio baltymo (/,y — 0), tai gauname

lygti:

P, 1
L =(1-Ky) (§t+m> (3.11)

Sia lygti galima taikyti, pvz., malato, izocitrato, citrato jtakai CA sta-
bilumui jvertinti (3.14 A pav.).

Papildytas (stabilizavimo-destabilizavimo) TSA modelis gali buti tai-
komas paaiskinti jsotinimo reiskinj, kuris neretai stebimas, kai didinant
ligando koncentracija, 71,, padidéja maziau, nei numato dalinis modelis
(3.14 B pav. punktyriné linija), kuris jvertina tik jungimasi prie natyvaus
baltymo. Naudojant papildyta modelj, gaunama 3.14 B pav. istisine li-
nija pazymeta kreivé. Palyginimas: dalinio modelio jungimosi konstantos
Kyy (kai Ky — 0) EZA ir TFMSA jungimuisi prie CA II atitinka-

mai gaunamos 1 X 10® M1 ir 8 x 10° M1, o kai naudojamas papildytas
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3.14 pav. TSA eksperimentai: A — CA II destabilizuojantys ligandai: (J) — malatas
(Kgq ~ 7,7 mM), (A) — izocitratas (Kgq ~ 2,3 mM), (O) — citratas (K4 ~ 0,9 mM), B
— CA II stabilizuojantys ligandai: () - EZA (K4 ~ 2 nM), (O) - TFMSA (K4 ~ 1,2
nM).

modelis ir Ky leidZziama varijuoti, tai CA II — EZA jungimosi gaunama
Koy = 1,3 x 108, Ky = 1,2 x 10%, 0 CA II'TFMSA Ky = 9,2 x 10°,
Ky = 2,8 x 10%. Taigi, standartiskai naudojant supaprastinta modelj
baltyma stabilizuojanciy junginiy konstantoms nustatyti, kartais jos ga-
li buti gaunamos mazesneés, bet niekada didesnés, nei nustatomos kitais

metodais.

3.3. Naujy ligandy tyrimas

Nauji CA ligandai / slopikliai kuriami, siekiant atrasti efektyvesnius,
atrankesnius vienai ar kitai izoformai junginius, kurie ateityje galéty buti
naudojami kaip vaistiniai junginiai. Siuo darbu tirta 40-ties naujy, sulfona-
midine grupe turinc¢iy junginiy, susintetinty Vilniaus universitete, saveika

su rekombinantinémis zmogaus CA I, II, VII, IX, XIII.

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

Buvo ismatuota 16-kos Sios klasés junginiy, susintetinty Vilniaus uni-
versiteto Chemijos fakultete (dr. J. Sudzius), saveika su keturiomis cito-
plazminémis CA izoformomis [2*]. Visi Sios serijos junginiai turi sulfona-

midine grupe, kuri tiesiogiai saveikauja su CA molekuléje esanc¢iu Zn?"
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jonu. Si sulfonamidiné grupé yra prijungta prie benzeno Ziedo, o jo para-
padeétyje, skirtingo ilgio jungtuku, prijungtas pirimidino ziedas su jvairiais
pakaitais (3.15 pav.). Tam, kad buty sustiprinta saveika su karboanhidra-
zés aktyviojo centro hidrofiline dalimi, j pirimidino Zieda jvestos papildo-

mos elektronus istraukianc¢ios grupes.

|
— _(CH
R)\N NH( Z)n\©\
SO,NH,

3.15 pav. Bendra 4-[N-(pirimidin-4-il)]Jaminobenzensulfonamidy struktura.

Tirty junginiy strukturos pateikiamos 3.1 lenteléje, nurodyti pirimidino
ziede esantys pakaitai, 3.15 pav. pazymeétisimboliais R, R, R?, ir jungtuky
tarp benzeno ir pirimidino Ziedo ilgiai pagal juose esanciy CH, grupiy
skaiciy n.

3.1 lentelé. Dirbant tirty 4-[N-(pirimidin-4-il)Jaminobenzensulfonamidy, kuriy bendra
strukturiné formulé pateikta 3.15 pav., pakaitai.

Nr. Jungtuko ilgisn R R! R?

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 NHCH,Ph CN

8 0 H NHCH,Ph NO,
9 1 H NHCH,Ph NO,
10 2 H NHCH,Ph NO,
11 0 H Cl NO,
12 1 H Cl NO,
13 2 H Cl NO,
14 1 H O NO,
15 1 H OMe NO,
16 2 H OMe NO,

4-[ N-(pirimidin-4-il)|Jaminobenzensulfonamidy jungimosi su keturiomis
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3.3. Naujy ligandy tyrimas

citoplazminémis zmogaus karboanhidraziy izoformomis (CA I, II, VII ir
XIII) tyrimo rezultatai pateikti 3.2 lenteléje. Sioje lenteléje pateiktos tir-
ty baltymy-ligandy disociacijos konstantos, gautos izoterminio titravimo
kalorimetrijos ir terminio poslinkio analizés metodais. ITC metodu (3.16
pav.) dalis junginiy netirti dél tokiy priezasciy, kaip nepakankamas jun-
ginio tirpumas ar per silpna saveika, kad ja galima buty iSmatuoti Siuo

metodu.

0,1 5

ool

i

-02fF

Galia (uJ/s)

-04F

o5 v 0
0 20 40 60 80 y
Laikas (min) Molinis santykis
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3.16 pav. Tipiniai ITC analizés duomenys: A — junginio 16 jungimosi su CA VII ITC
pirminiai duomenys, B — junginio 11 jungimasis su CA I (A), CA II (o), CA VII (0O),
CA XIII (O) — integruoti ITC duomenys.

Junginiai 12 ir 13 su tirtomis karboanhidrazémis jungesi stipriau uz
daugel;j kity sios klasés junginiy, taciau buvo pastebéta, kad jy aktyvumas
per tam tikrg laika kinta. Nustatyta, kad DMSO tirpale vyksta CI pakaito
nukleofilinis pakeitimas deguonimi. Pvz., i$ junginio 12 susidaro 14. Po
hidrolizés susidares 14 yra maziau aktyvus, taciau yra is dalies atrankus
CA XIII izoformai.

Dr. S. Grazulio grupé (VU Biotechnologijos institutas, Baltymuy-nuk-
leoriigsciy saveikos tyrimy skyrius, vedéjas — prof. dr. V. Siksnys) atliko
Sios grupés junginiy kompleksy su CA II struktury kristalografinius tyri-
mus. Nustatytos trys baltymuy-ligandy kompleksy strukturos, kuriose ma-
tomi junginiai, turintys trumpa, tik NH grupés, jungtuka tarp aromatiniy
ziedy, penkios strukturos, kuriy junginiai turi ilgesnj jungtuka NHCH,, ir
dvi struktiros su ilgiausiu NH(CH,), jungtuku (3.17 pav.).
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3.2 lentelé. Karboanhidraziy jungimosi su 4-[ N-(pirimidin-4-il)Jaminobenzensulfona-
midais disociacijos konstantos (nM), nustatytos ITC ir TSA metodais (fosfatiniame
buferyje pH 7,0, 50 mM NaCl, 37 °C).

Junginys CAT CA TI CA VII CA XIII
KgSA KéTC’ KgSA KéTC KgSA KCIITC KgSA KéTC
1 1,0 2.8 0,17 032 40 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 0071 022 083 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 0,0  ND 4,2 ND 033  ND
10 0,63 ND 0,016 ND 1.4 ND 0,50 ND
11 013 026 0091 017 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 020 ND 025  ND 0,020 ND
15 0,014 0,11 0,050 0056 083 083 0,067 024
16 0,067 028 0071 0,15 013 044 0,13 0,23
AZM 14 0,78 0,017 0,018 0,053 0,082 0,020 0,027

* pazymeéti junginiai nestabilus dimetilsulfokside

Visy tirty junginiy sulfonamidine grupe turintis ziedas baltymo akty-
viojo centro kisenéje orientuotas panasiai (benzeno ziedo padétj fiksuoja
Val121, Thr200 bei Leul98 aminorugstys), o toliau esanciy ziedy iSsidés-
tymas — labai jvairus (3.18 pav.).

Junginiai 1, 4 ir 11 turi trumpiausia jungtuka tarp aromatiniy ziedy.
Nors $iy visy trijy junginiy benzeno ziedo padétis praktiskai identiska, piri-
midino ziedo padétis skiriasi (3.19 pav.). Junginio 1 pirimidino ziedo azoto
atomas per vandens molekule saveikauja su Trp5 ir Pro201, ziedo pozicija
padeda orientuoti Pro202, o 11 junginio pirimidino ziedas sgveikauja su
Phel31 benzeno Ziedu bei tiesiogiai sudaro vandenilinj rysj su GIn92 amino
grupe (3.20 pav. A). 4 junginys Sio vandenilinio rysio nesudaro, nes dél R
padétyje esancios SCH;4 grupés visas pirimidino Ziedas pasislenka ~1,3 A
Pastarasis vandenilinis rySys gali buti vienas iS paaisSkinimy, kodél junginys
11 su tirtomis CA jungiasi geriau, nei junginys 1.

Jungtukg CH,NH tarp aromatiniy Ziedy turinciy junginiy pirimidino
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3.3. Naujy ligandy tyrimas

3.17 pav. 4-[N-(pirimidin-4-il)]aminobenzensulfonamidy padéties CA II aktyviojo
centro kiSenéje palyginimas: A — trumpiausia (n = 0) jungtuka tarp aromatiniy ziedy
turintys junginiai 1 (PDB ID 3MHO), 4 ir 11 (3M40); B — vidutinio ilgio jungtuka
(n = 1) turintys junginiai 2 (3M5E), 12, 14 (3MHI), 15 (3MHL) ir 9 (3MHM); C —
ilgiausia jungtuka (n = 2) turintys junginiai 13 ir 16 (3M3X).

Val121

3.18 pav. 4-[N-(pirimidin-4-il)]aminobenzensulfonamidy klasés junginiy padéties
CA 1II aktyviajame centre palyginimas (rentgenostrukturinés analizés duomenys). Vio-
letine sfera pazymétas aktyviajame centre esantis Zn>t jonas.

ziedo padétis CA II aktyviojo centro kisenéje taip pat nepastovi (3.20
pav.). Junginiy 9 ir 15 nitro grupé bei junginio 2 aldehido grupé (R?
pakaitai) sudaro vandenilinj rysj su GIn92. Siy trijy junginiy pirimidino
ziedo padétj fiksuoja Phel31 aminoriigstis. Junginio 9 R! padétyje esanti
NHCH,Ph grupé yra baltymo iSoréje, uz aktyviojo centro kisenés, ir neturi
pastovios pozicijos. Junginio 12 komplekso su CA II strukturoje matomos

dvi alternatyvios $io junginio konformacijos. Nepastovi pirimidino ziedo
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Phe131

Trp5

GIn92

3.19 pav. 4-[N-(pirimidin-4-il)Jaminobenzensulfonamidy, turinéiy trumpiausia jung-
tuka (NH) tarp benzeno ir pirimidino ziedy, issidéstymo CA II aktyviajame centre
palyginimas (junginiai 1 (PDB ID 3MHO), 4 ir 11 (3M40)).

padétis rodo, kad né vieno iS minéty junginiy struktura néra optimali tiria-
mo baltymo aktyviajam centrui. Be to, junginio padéties stabilizavimas,
susidarant naujiems baltymo-ligando rysiams, padidinty entalpinj indé-
lj bendrai Gibso energijai, o entalpiskai efektyvesni junginiai yra geresni

kandidatai j vaistinius junginius [127].

GIn92

Pro201

3.20 pav. 4-[N-(pirimidin-4-il)]Jaminobenzensulfonamidy, turinéiy vidutinio ilgio jung-
tuka (CH,NH) tarp benzeno ir pirimidino ziedy, issidéstymo CA II aktyviajame centre
palyginimas (junginiai 2 (3M5E), 9 (3MHM), 12, 14 (3MHI), 15 (3MHL)).

Jungtuka (CH,),NH turin¢iy junginiy 13 ir 16 pirimidino ziedas tie-
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sioginiy kontakty su baltymu nesudaro, visos galimos saveikos yra per

tirpiklio molekules (3.21 pav.).

Leu204

Pro202

3.21 pav. 4-[N-(pirimidin-4-il)Jaminobenzensulfonamidy, turinciy ilgiausia jungtuka
((CH,),NH) tarp benzeno ir pirimidino ziedy, issidéstymo CA II aktyviajame centre
palyginimas (junginiai 13 ir 16 (3M3X)).

Grupés NHCH,Ph jvedimas labai sumazina junginiy tirpuma vande-
nyje (7-10 junginiai, tirpumas 2 % DMSO <50 pM), todél net ir gerai
besijungiantys junginiai 8 ir 9 turi nedidele perspektyva buti taikomi to-
liau. Junginiai 8 ir 9 jdomus tuo, kad jie stipriau jungiasi su CA I nei su
CA II ar kitomis izoformomis. Tipiski neatrankus CA slopikliai su CA II
ir CA VII saveikauja stipriau nei su CA I. Tac¢iau CA I néra terapinis
taikinys.

Lyginant su klasikiniu karboanhidraziy slopikliu acetazolamidu (AZM),
nauji susintetinti junginiai su tirtomis CA izoformomis jungési panasiai
arba geriau, iSskyrus 7 junginj, kuris yra silpnas visy tirty CA izoformy

ligandas. Efektyviausi ligandai — junginiai 12 ir 13. Deja, jie néra stabilus.
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3.3.2. [ indapamidg panasus benzensulfonamidai

Pastebéta, kad 2-, 2,4- ir 3,4-pakeisti benzensulfonamidai su karboan-
hidrazémis jungiasi prasciau nei 4-pakeisti dariniai [13]. Taciau butent si
savybeé galéty padéti, kuriant vienai ar kitai izoformai atrankius junginius.
Literaturos duomenimis [128,129], indapamidas (3.22 pav.) yra atrankus
CA VII izoformai, taigi ir j ji panasus junginiai galéty tureti analogiska
ypatybe. 2- padétyje esantis elektrony akceptorinémis savybémis pasizy-
mintis Cl pakaitas sumazina sulfonamidinés grupés pK,, t. y. padidina
slopiklio gebéjima jungtis prie CA. Pvz., indapamido atveju, programos
,Marvin“ (,,ChemAxon“) duomenimis, Cl atomas sulfonamidinés grupés

pK, sumazina daugiau nei vienu pH vienetu (nuo 9,92 iki 8,85).

17:R=H 23: R = (CH,),Me

R
o =N 18:R = Me 24: R = CHMe,
N\© 19: R = CH,0H 25: R = CH,CHMe,
20: R = CH,Ph /~\
CI/Q)‘V 21: R = CH,Me 26:R=—N_ O
22: R = (CH,),Me 27: R = SMe

SO,NH, 17-27
(0]
S N 28:R'=R2=H
N/H 1 29:R'"+R2=0 O
cl R 1 N/
30: R"=Br,R2=H
SO,NH, R2
28-30
0] (@)
S N _N
\\// ”
NH-/ N\
Cl Cl
SO,NH, SO,NH,
31 indapamidas

3.22 pav. | indapamidg panasiy CA ligandy strukturinés formulés.

Terminio poslinkio metodu iSmatuota 15-os naujy CA ligandy (3.22

pav.), susintetinty VU Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir
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3.3. Naujy ligandy tyrimas

vaisty tyrimo skyriuje (dr. E. Capkauskaité), jungimasis prie CA I, II,
VII ir XIII. Dalies junginiy jungimosi stiprumas patikrintas I'TC meto-
du [1*]. 3.23 pav. pateikti budingi TSA rezultatai — junginio 22 saveika
su CA II. 3.24 pav. — tipisky ITC rezultaty pavyzdys: ¢ia parodyta CA 11

saveika su 28 junginiu.

3

8 T

T g T

N
(=]
T

Fluorescencijos intensywumas (s.v.)
] 8

P " P 1 T - P " L

108 107 10 10° 10 103
Temperattra (°C) Le(M)

3.23 pav. CA II saveikos su 22 junginiu TSA duomenys: A — baltymo lydymosi
kreivés, kai ligando koncentracija: 0 pM (v7), 7 pM (A), 17 uM (o), 39 pM (O), 200 pM
(O); B — lydymosi temperaturos priklausomybés nuo bendros ligando koncentracijos
kreivé: taskai rodo eksperimentinius duomenis, linija — TSA modelj. Eksperimentai
atlikti 50 mM fosfatiniame buferyje su 50 mM NaCl, pH 7,0, kai baltymo koncentracija
— 10 pM.

Visi jungimosi rezultatai pateikti 3.3 lenteléje. S-alkilinti imidazo-
dariniai 28-31 jungesi stipriau (disociacijos konstantos — 0,02-3,1 pM)
uz N-alkilintus benzimidazolus 17-27 (atitinkamai, Ky — 0,3-40 pM).

Stipriausiai su CA VII saveikavo 28 junginys, o 29-31 efektyviau jun-
gési su CA II. Indapamidas, skirtingai nuo literaturoje pateikty fermentinio
aktyvumo slopinimo rezultaty (K; CA I, 11, VII ir XIII, atitinkamai: 51,9,
2,52, 0,00023 ir 0,013 pM [128]), tiriant biofizikiniais metodais, nerodeé jo-
kio atrankumo CA VII izoformai (3.3 lentele). Ky CA VII, nustatyta ir
TSA, ir ITC metodais, apie 1000 karty didesné nei literaturoje nurodoma
K;.

Nepaisant to, kad paprastai ITC, TSA ir fermentinio aktyvumo mata-
vimo metodais gaunami panasus rezultatai, kartais jy skirtumai yra nejp-

rastai dideli, o tai gali buti paaiskinama skirtinga matavimy technika ir
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3.3 lentelé. Disociacijos konstantos pM, nustatytos TSA metodu ir kai kuriy junginiy
patikrintos ITC metodu (vertés pateiktos skliausteliuose), esant 37 °C temperaturai, 50
mM fosfatiniame buferyje, pH 7,0, esant 50 mM NaCl.

Junginys CA I CAIl  CAVII CAXIII
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 14
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 17 11
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 (14) 0,06 0,1  0,1(02)
31 13 0,03 0,1 0,1
Indapamidas 10 0,3 (0,2) 0,3(1,8) 0,1(0,2)

nevienodu laboratorijose naudojamy baltymy paruosimu, todél, tiriant net

nesudetingas baltymuy-ligandy sistemas, verta neapsiriboti vienu metodu.

M

o

L Il L Il L Il L | C L | 1 Il 1 Il 1 1
0 100 200 300 400 0 0,5 1 1,5 2 2,5
Laikas (min) Molinis santykis

3.24 pav. CA II jungimosi su 28 junginiu ITC rezultatai: A — pirminiai duomenys, B
— integruota kreive.

Keliy CA II kompleksy su aptariamos klasés junginiais strukturos nu-
statytos kristalografiniais metodais (dr. S. Grazulio grupé, VU Biotechno-
logijos institutas, Baltymuy-—nukleorugsciy saveikos tyrimy skyrius). Komp-

leksuose matomy junginiy benzeno ziedas, turintis sulfonamidine grupe,
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3.3. Naujy ligandy tyrimas

yra fiksuotos padéties, sulfonamidiné grupé sudaro klasikinius rysius su
Zn*T ir Thr199, o chloro atomg apsupa hidrofobiniy aminorugsciy kise-
neé, sudaryta i Vall21l, Vall43, Val207, Leul4l ir Leul98 (pav. 3.25).
Junginiy 17 ir 29-31 jungtuko tarp aromatiniy ziedy karbonilo grupeés
deguonies atomas tiesiogiai arba per vandens molekule sudaro vandenili-
nius rysius su Asn67, Thr200, GIn92; heterociklinio ziedo padétj fiksuoja
His64 in konformacija; junginio 31 jungtuko sieros atomas sudaro van der

Valso kontakta su Asn62 (3.25 pav.).

A B

Asn62
Leu198
sn67
- ~

1
]

Thrzoﬂﬁ
Glno2
Asné? Val135

D

Trp5 Pro201

Leu1d1

Val135

'Asn62

3.25 pav. [ indapamida panasiy junginiy kompleksy su CA II kristalografiné analizé:
A — junginys 17 (PDB ID 3M98), B - 31 (3MYQ), C - 29 (3M67), D — 30 (3M96).
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Heterociklinj zieda turinc¢ios molekulés dalies padétis visuose junginiuo-
se, isskyrus 17, yra labai panasi. Sis fragmentas dalyvauja van der Valso
saveikoje su Soninémis baltymo aminorugscéiy grandinémis, kurios formuoja
hidrofobine ertme (Phel31, Vall35, Pro202, Leul98 ir Thr200). Junginio
17 benzimidazolo ziedas yra apsuptas Asn67, Asn62, His64, Trp5 ir Pro201
aminorugsciy Soniniy grandiniy. Junginys 17 néra efektyvus CA II ligan-
das (Ky = 1,6 pM), o junginiai 29-31 su CA II jungiasi stipriau (K, nuo
20 iki 60 nM).

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

Junginiai, priklausantys [1,2-¢][1,2,3]-tiadiazol-7-sulfonamidy klasei, bu-
vo susintetinti VU Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty
tyrimo skyriuje (dr. V. Dudutiené) [8*]. Sios junginiy klasés esminis bruo-
7as — nelanksti trijy Ziedy sistema (3.26 pav.). Su Zn*" jonu saveikaujanti
sulfonamidiné grupé yra prijungta prie benzeno ziedo, kuris sujungtas su
dviejy heterocikliniy Ziedy sistema. Variabilus pakaitas R!, esantis tre-
¢iajame (tiadiazolo) ziede, dél visos sistemos nejudrumo galéty sudaryti
saveikas su gana fiksuota baltymo kiSenés sritimi, o pakaitas R galéty da-
ryti jtaka bendrai heterociklinés sistemos orientacijai aktyviajame centre

(3.26 pav.).

R 32-39:R=H 37: R = SO,Me
32:R'=Cl —
N 1 I\ 38: R =N N—
N _R 33:R'=N © __/
N — —
H,NO,S W=S 34: R' = SPh 39:R1=N NC
CR1 = I-
32-40 35:R=SMe 40: R = NO,, R' = Cl

36:R"=H

3.26 pav. Bendra [1,2-¢][1,2,3]-tiadiazol-7-sulfonamidy struktura.

Siy junginiy saveikos su zmogaus karboanhidrazémis CA I, CA II ir
CA IX disociacijos konstanty bei slopinimo konstanty palyginimas pateik-

tas 3.4 lenteléje. Disociacijos konstantos nustatytos dviem biofizikiniais
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3.3. Naujy ligandy tyrimas

3.4 lentelé. Ligandy jungimosi prie CA I, CA II ir CA IX monomerinés (CA IXM) bei
dimerinés (CA IXP) formy disociacijos ir inhibicijos konstantos (nM). Disociacijos kons-
tantos nustatytos ITC ir TSA metodais, o inhibicijos konstanta — sustabdytos tékmés
CO, hidratacijos metodu.

Junginys CAT CAII CAIXM CAIXP  CAIX

KgSA KéTC’ K; KgSA KéTC K; KCTI“SA KgSA KéTC K;
32 082 084 066 019 041 0033 08 022 022 1,00
33 0,17 039 021 007 018 0,009 3,0 027 059 021
34 002 ND ND 0038 ND ND 089 004 ND ND
35 0,13 040 0115 005 0,054 0,057 15 0,17 0,63 0,51
36 20 26 21 020 022 046 14 035 0,26 0,72
37 013 027 ND 025 059 ND 15 064 0,12 ND
38 0,12 018 ND 033 009 ND 24 033 ND ND
39 17 ND ND 79 ND ND 12 16 ND ND
40 21 ND ND 006 056 ND 1,7 033 ND ND

AZM 14 078 0,25 0,017 0018 0012 012 011 ND 0,025

metodais — izoterminio titravimo kalorimetrija ir terminio poslinkio ana-
lizés metodu, o slopinimo konstantas iSmatavo bendradarbiaujanti Italijos
mokslininky grupe CO,, hidratacijos metodu, naudodama sustabdytos ték-
més metodika [3%].

Dauguma tiriamos klasés junginiy stipriausiai jungesi su CA II (K}
0,04-7,9 uM). Terminio poslinkio metodu nustatyta, kad dimeriné CA IX
forma su ligandais jungeési stipriau nei monomeriné. ITC ir fermentinio
aktyvumo matavimai atlikti, neatskyrus skirtingy oligomeriniy formuy.

Tirty junginiy kompleksy su CA II strukturos parodeé, kad, greta klasi-
kinés sulfonamidinés grupés saveikos su CA, likusi ligando molekulés dalis
su baltymu daugiausiai sudaro van der Valso kontaktus arba sgveikauja
per vandens molekules. Junginio 40, kuris turi NO, grupe benzeno ziede,
padétis baltymo aktyviajame centre, kaip ir tikétasi, skiriasi nuo domi-
nuojancios junginiy, kuriy strukturoje R = H (3.26 pav.), pozicijos (3.27
pav.). 40 junginys su CA II sudaro vieng papildoma vandenilinj rysj tarp
tiadiazolo ziede arciau S esanc¢io N atomo ir Thr200 OH grupés. 33 jun-
ginio komplekso su CA II strukturoje matomos dvi junginio alternatyvios

konformacijos (3.27 pav.).
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3.27 pav. [1,2-¢|[1,2,3]-tiadiazol-7-sulfonamidy klasés junginiy orientacija CA II akty-
viajame centre: A — junginiy 33, 35 (PDB ID 3HLJ), 37 ir 40 padéties aktyviajame
centre palyginimas, B — dominuojanti heterociklinés sistemos padétis, C — du alterna-
tyvis 33 jungimosi budai, D - junginys 40, greic¢iausiai dél NO, grupés benzeno zZiede,
aktyviajame centre orientuotas kitaip nei sio pakaito neturintys junginiai.

3.4. CA XIII sagveikos su sulfonamidiniais slo-

pikliais termodinaminé analizé

Tam, kad tiriamo junginio sgveikos su baltymu stipruma galima buty
kiekybiskai susieti su jo struktura, turi buti jvertinti butent Sig saveika
aprasantys parametrai, t. y. nepriklausantys nuo, pvz., buferio sudéties,
pH, kuriame atliekamas eksperimentas, ir kity stebimiesiems parametrams

itakg daranciy faktoriy.

CA XIII saveikos su sulfonamido grupe turinciais slopikliais tyrimui
atlikti [9%] pasirinkti trys ligandai: trifluormetansulfonamidas (TFMSA),
etokzolamidas (EZA) ir metolazonas (MTZ), kuriy sulfonamidinés grupés
pK, vertés labai skirtingos, atitinkamai: 5,9-6,3 [130, 131], 8,0-8,1 [132,
133] ir 9,6 [134] (3.28 pav.).


http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3HLJ

3.4. CA XIII saveikos su sulfonamidiniais slopikliais termodinaminé analizé

| N N e
F+SOZNH2 /@[ \>7802NH2

O SO,NH,
TFMSA EZA ° MTZ

pKa 6,2 pKa 8,0 pKa 9,6

3.28 pav. CA XIII sgveikos su RSO,NH, termodinamikai tirti naudoti ligandai.

3.4.1. Susijusios reakcijos

Kai sulfonamidinis ligandas jungiasi su karboanhidraze, gali vykti ma-

ziausiai keturios reakcijos (3.29 pav.):

(HOCH,);CNH;* *==—= (HOCH,),CNH,
(4)

H,PO, 7—»‘— HPO >

H+

Q s o 3 Q s O~
HZN*%—<\ :]©/ ‘J_'NHf%{\ ]©/
o N o N

H,0
(2) o <L_£

OH’ —_— ,
/ (1)
H+
(HOCH,),CNH,* <——J(HOCH2)3CNH2

(4)
H2POA- _ HPO42’

3.29 pav. Karboanhidrazei jungiantis su sulfonamidine grupe turinciu ligandu (pa-
veikslélyje parodytas etokzolamido pavyzdys) vykstancios reakcijos. Skaiciais pazyme-
tos reakcijos iSvardintos tekste.

1) tiesioginé deprotonizuoto sulfonamido jungimosi su karboanhidraze
reakcija, kai aktyviajame centre esantis Zn?" jonas susijunges su vandens
molekule;

2) prie CA aktyviojo centro Zn*" koordinuoto hidroksido jono protoni-
zacija;

3) ligando sulfonamidinés grupés deprotonizacija;

4) buferio protonizacija ar deprotonizacija.
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Rezultatai ir jy aptarimas

Tirdami Sig reakcijg ir I'TC, ir TSA ar kitais biofizikiniais metodais,
iSmatuojame visy ¢ia iSvardinty procesy suminius termodinaminius para-
metrus (K gep, AHgep), taciau strukturos ir aktyvumo sarysiui nustatyti

reikalingi, kaip jau minéta, tikrieji parametrai (/,, AHy).

3.4.2. Tikrosios jungimosi konstantos nustatymas

Tikroji jungimosi konstanta yra lygi stebimosios jungimosi konstantos
ir aktyviy saveikaujanciy baltymo ir junginio formy frakcijy sandaugos

santykiui:

Kb—steb

Kb —
fRSOQNH7 fCAZnHQO

(3.12)

Deprotonizuoto sulfonamido ir protonizuotos CA frakcijos isreiskiamos:

10PH —PKa-RSO,NH,

frsoonn- = (3.13)

1+ 10PH—PKa-RSOoNH,

10PH —PEa—caznnyo

feaznmo = (3.14)

1 4 10PH-PKa-cazmy0
Taigi stebimoji jungimosi konstanta priklauso nuo to, kokiam pH esant,
atliekamas eksperimentas, kokia tiriamo junginio sulfonamidinés grupes
pK, ir kokia prie baltymo aktyviajame centre esan¢io Zn?' koordinuotos
vandens molekulés (CAZnH,O) pK,. Kai ligando sulfonamidinés grupés
pK, verté maza (pvz., TEMSA atveju), tai K, 4o ~ K. Kai 8i verté
didesné (pvz., EZA ar MTZ atveju), tai K, g < K} (3.30 pav.).
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AG (kJ/mol)

-50 -

_55-|||||||||||||||||||||||||||||
=30 [

AG (kJ/mol)

_55-|||||||||||||||||||||||||||||
—30_|||||+|||||||||||||||||||||||||

AG (kJ/mol)

5 6 7 8 9 10 1"
pH

3.30 pav. Stebimosios laisvosios Gibso energijos priklausomybé nuo pH, nustatyta ITC
metodu TRIS buferyje (@), ITC metodu fosfatiniame buferyje ((0), TSA metodu (A).
A — CA XIII ir TFMSA saveika, B — CA XIII ir EZA, C — CA XIII ir MTZ.
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3.4.3. Stebimosios entalpijos iSskaidymas

Stebimoji jungimosi entalpija AH . (t. y. ta, kurig iSmatuojame ITC
metodu, tirdami karboanhidrazés saveika su sulfonamidiniu ligandu) yra

visy (3.29 pav.) aprasyty procesy suma:

AHge, = AHy + Ngu s AHpso,nu, + NoaDHoaznm,o + M AHy,y,
(3.15)

cia:

A H, — tikroji jungimosi entalpija;

A Hgso,nn, — ligando sulfonamidinés grupés protonizacijos entalpija;

Nsuf = frso,nu- — 1 — reakcijos metu deprotonizuojant slopiklio sul-
fonamidine grupe islaisvinamy protony skaicius;

AHcaznn,o0 — su karboanhidrazes aktyviajame centre esanciu cinko jo-
nu susijungusio hidroksido jono protonizacijos entalpija;

nea = 1 — foazam,o — reakcijos metu protonizuojamy CA aktyviajame
centre su Zn?" koordinuoty OH ™ jony skai¢ius;

AH,,s — buferio protonizacijos entalpija;

Npur = —(frsoonm, + foazam,o) — reakeijos metu buferio suriSamy ar

isskiriamy protony skaicius.

Ligando pK, ir AH nustatymas

Tiriamo ligando sulfonamidinés grupés pK, verté nustatoma potencio-
metrinio titravimo rugstimi ar Sarmu metu. Sios grupes protonizacijos
entalpija iSmatuojama ta patj eksperimenta atliekant ITC metodu (3.31
pav.).

Etokzolamido pK, verté yra 8,0-8,1, nustatyta AHcazun,0 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 sulfonamidinés grupés protonizacijos entalpijos nustatymas ITC
metodu: A — EZA titravimas HNO,, esant 1,5 ekv. NaOH, pirminiai duomenys, B —
EZA (O) ir TFMSA (0O) titravimas HNO,, esant 1,5 ekv. NaOH, integruoti duomenys.
IS pradziy (iki molinio santykio 0,5) vyksta NaOH — HNOj titravimas, po to titruojamas
1 ekv. junginio — §i, antroji, tranzicija atitinka sulfonamidinés grupés protonizacijos
procesa.

pH jtaka stebimajai entalpijai

Kai kartu su jungimosi reakcija vyksta susijusios protonizacijos reak-
cijos, sistemos pH pakeitus vos vienu vienetu, stebimoji entalpija keiciasi
labai stipriai. Pavyzdziui, matuojant CA XIII jungimasi 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.).

Molinis santykis

3.32 pav. Integruotos I'TC kreivés — CA XIII jungimasis su EZA fosfatiniame buferyje,
esant 25 °C temperaturai ir skirtingiems pH: (O) - 6,5, () — 7,5, (¢) — 8,5.
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Buferio jtaka stebimajai entalpijai

Kai jungimosi metu vyksta susijusios protonizacijos reakcijos, stebimoji
entalpija labai priklauso nuo to, kokiame buferyje atlickamas eksperimen-
tas. Pavyzdziui, vieno i§ dazniausiai naudojamy buferiy — tris — protoni-
zacijos entalpija lygi -47,4 kJ/mol, esant 25 °C temperaturai, o fosfatinio
buferio — tik -5,1 kJ/mol. Buferio efekta iliustruoja 3.33 pav.: ITC metodu
matuojant tos pacios reakcijos — CA XIII jungimosi su EZA arba TFMSA
— stebimaja entalpija, gaunamos labai skirtingos reiksmes, priklausancios

nuo to, kokia medziaga naudojama kaip buferis.
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3.33 pav. Stebimosios jungimosi entalpijos priklausomybé nuo buferio deprotonizacijos
entalpijos. (OJ) — CA II jungimasis su TFMSA, (O) — jungimasis su EZA. Visais atvejais
buferio koncentracija 50 mM, NaCl 50 mM, pH 7,0, 25 °C. Neigiamas tiesés pokrypio
kampas rodo, kad reakcijos metu protonai yra isskiriami j buferj.

Stebimosios entalpijos priklausomybé nuo buferio protonizacijos ental-
pijos yra tiesiné. Sios tiesés lygties (y = ax + b) a parametras atitinka
3.15 lygties parametry n4,s tame pH, kuriame atlickamas eksperimentas
(Siuo atveju — 7,0), o b parametras — nuo buferio nepriklausancia proceso
entalpija Siame pH.

Nuo buferio nepriklausanti jungimosi entalpija, t. y. jeigu eksperimen-

tas buty atliekamas teoriniame buferyje, kurio protonizacijos entalpija ly-
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gi nuliui, vis tiek priklausyty nuo pH dél jau anksc¢iau minéty priezaséiy:
kai pH < pK,_Rrso,nm,, tai vyksta ligando sulfonamidinés grupés depro-
tonizacija, o kai pH > pK,_cazmo — prie aktyviojo centro Zn** jono

prisijungusio hidroksido jono protonizacija.

CAZnH,O pK, ir AH nustatymas

Skirtingai nuo ligando, CAZnH,O pK, vertés tiesiogiai nustatyti ne-
jimanoma. Tam taikomas Baker ir Murphy [107] aprasytas budas — ta pati
reakcija ITC metodu matuojama placiame pH intervale dviejuose, skir-
tingg buferio protonizacijos entalpija turinciuose, buferiuose (3.30, 3.34
pav.). Pagal gauta biotermodinaminiy parametry priklausomybe nuo pH,
taikant 3.12 ir 3.15 lygtis, globalaus parametry derinimo budu apskaiciuo-
jami trukstami parametrai — CAZnH,O pK, ir AH verteés.

Gautos CA XIII baltymo vertés: CAZnH,O pK, = 8,3 ir protonizaci-
jos AH = -44 kJ /mol. Siems baltymo parametrams nustatyti teko atlikti
daug eksperimenty, taciau vieng kartg juos nustacius, toliau kity ligandy
jungimosi tikriesiems parametrams isskirti pakanka zinoti tiriamo junginio
sulfonamidinés grupés pK,, jo protonizacijos AH ir tai, kokiame buferyje

(buferiné medziaga, pH) atlickamas eksperimentas.

3.4.4. Tikrieji tirty reakcijy termodinaminiai parametrai

Apibendrinant, Siame skyriuje tirty trijy reakcijy — CA XIII jungimosi
su TFMSA, EZA ir MTZ — gauti tikrieji parametrai pateikti 3.5 lenteléje.
Pagal stebimasias jungimosi konstantas EZA su CA XIII jungiasi stipriau-
siai (pvz., esant pH 7,0, K = 7,6x10° M~1), o MTZ - silpniausiai (esant
pH 7,0, K, = 3,8x10% M™!), skirtumas tarp stebimyjy jungimosi kons-
tanty yra apie 2000 karty, o tikrosios jungimosi konstantos skiriasi tik 1,4
karto — tai labiausiai lemia skirtinga junginio sulfonamidinés grupés pf,
verte.

Nustatyti tikrieji jungimosi parametrai (K ir AH) turéty tiksliau ko-
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3.34 pav. CA XIII sgveikos su sulfonamidiniu ligandu stebimoji entalpija: A —
TFMSA, B - EZA, C — MTZ. (0) Zymi fosfatiniame buferyje atliekama reakcija, (@)

— tris.

84



3.4. CA XIII saveikos su sulfonamidiniais slopikliais termodinaminé analizé

3.5 lentelé. CA XIII jungimosi su TFMSA, EZA ir MTZ termodinaminiai parametrai
bei pK, vertés. Entalpija iSreiksta kJ/mol, jungimosi konstantos — M.

Junginio parametrai Baltymo parametrai Tikrieji jungimosi
parametrai
pK, AHgrso,NH, PKa AHcaznm,0 Ky AH,
TFMSA 6,2 -22.4 1 x 108 -37
EZA 8,0 -28.,8 8,3 -44 1,4 x10°  -38
MTZ 9,6 -11,0 1 x 10° -25

reliuoti su strukturiniais duomenimis (deja, $iuo metu baltymuy struktury
duomeny bazéje PDB néra né vieno is tirty ligandy kompleksy su CA XIII

strukturos).
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ISvados

. Tirtos rekombinantinés zmogaus karboanhidraziy izoformos yra sta-
bilios pH intervale 5-9, juy iSsivyniojimo termodinaminiy parametry
(AH, AC,) vertés artimos literaturoje nurodomoms panasaus dydzio

baltymy vertéms.

. Rekombinantiné zmogaus CA IX tirpale egzistuoja kaip disulfidiniais

rysiais sutvirtintas dimeras.

. Baltymo-ligando jungimasi terminio poslinkio analizés metodu ga-
lima modeliuoti ne tik stebint baltymo stabilizacija, bet ir destabi-
lizacija; destabilizacija galima aprasyti kaip ligando jungimasi prie

iSsivyniojusio baltymo.

. Terminio poslinkio analizés eksperimento metu stebimg baltymo is-
sivyniojimo tranzicijy dvigubéjimg, kai baltymo yra daugiau negu
ligando, galima aprasyti modeliu, kurio tranzicijos priklauso nuo bal-

tymo jsotinimo ligandu proporcijos.

. 4-[ N-(pirimidin-4-il)Jaminobenzensulfonamido dariniai, [1,2-¢][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 zmogaus CA I, II, VII, IX
ir XIII jungiasi panasiu arba geresniu giminingumu kaip vaistiniai

karboanhidraziy slopikliai.

. Pagal termodinaminio adityvumo principa nustatyti prie CA XIII

aktyviajame centre esancio cinko jono koordinuoto hidroksido jono
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Isvados

parametrai (pK, ir protonizacijos entalpija), kurie gali buti naudo-
jami apskaiciuojant sgveikos su sulfonamidiniais ligandais tikruosius
termodinaminius parametrus, kai Zinomi stebimieji jungimosi para-

metrai.
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