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PADEKA

Esu labai dékingas savo darbo vadovui prof. Daumantui Matuliui uz galimybg prisijungti prie
Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriaus veiklos ir atlikti jame savo magistro baigiamajj
darbg. Taip pat uz profesionaluma, pasitikéjima, démesj, pozityvuma ir visus naudingus patarimus
bei pastabas, kurios labai padéjo tobulinant in silico tyrimy metodiky pritaikyma, analizuojant

biofizikines sgveikas, jy biotermodinaminius duomenis bei ruosiant §j baigiamajj darba.

Taip pat norétiau padékoti dr. Editai Capkauskaitei uz diskusijas ir patarimus, siekiant

suprasti ir jvertinti sgveikas bei junginius i$ organinés chemijos srities puseés.

Labai dékoju doktorantei Vaidai Paketurytei — Latvei uz apmokymg naudotis
eksperimentiniais fluorescencinio terminio poslinkio ir izoterminés titravimo kalorimetrijos
matavimy metodais, nustatant sgveiky biotermodinaminius parametrus ir visus naudingus patarimus

analizuojant biofizikines sgveikas ir jy parametrus.

Taip pat dékoju visam Biotermodinamikos ir vaisty tyrimuy skyriaus kolektyvui uz
profesionalumg, gerg darbing atmosferg ir naudingus patarimus bei jzvalgas diskusijy metu ir

sukauptas zinias, be kuriy nebiity jmanoma atlikti §io darbo.



SANTRUMPU SARASAS

CA — karboanhidrazé

hCA — Zmogaus karboanhidrazé

SPR — pavirsiaus plazmony rezonansas (angl. Surface Plasmon Resonance)

ITC — izoterminé titravimo kalorimetrija (angl. Isothermal Titration Calorimetry)
FTSA — fluorescencinis terminio poslinkio metodas (angl. Fluorescence Thermal Shift Assay)
BMR — branduoliy magnetinis rezonansas (angl. Nuclear Magnetic Resonance)
MS — masiy spektrometrija (angl. Mass Spectrometry)

T — Tanimoto koeficientas

AZM — acetazolamidas (angl. Acetazolamide)

BZM - brinzolamidas (angl. Brinzolamide)

DZM - dorzolamidas (angl. Dorzolamide)

EZA — etokszolamidas (angl. Ethoxzolamide)

AG — jungimosi Gibso energijos pokytis

AH — jungimosi entalpijos pokytis

AS — jungimosi entropijos pokytis

AGobs — Stebimosios jungimosi Gibso energijos pokytis

AGint — tikrosios (intrinsinés) jungimosi Gibso energijos pokytis

Kb — jungimosi konstanta

Kq— disociacijos konstanta

Km — Michaelio konstanta

kiat — kataliziné konstanta

kon — @sociacijos spartos konstanta

Koff— disociacijos spartos konstanta

pKa— protonizacijos konstanta (rtigsties disociacijos konstantos neigiamas logaritmas).
Me — metil

Ph — fenil

ND — nenustatyta verté (angl. not determined)



IVADAS

Fermentai, kuriy sudétyje yra randami metaly jonai, ir jy slopikliai bei aktyvatoriai yra placiai
tyrinéjami ieSkant pritaikymy biotechnologijos, gyvybés moksly ir vaisty karimo srityse.
Karboanhidrazés (CA) yra fermentai, kuriy aktyviajame centre dazniausiai yra randamas cinko jonas
ir kurie katalizuoja grjztama anglies dioksido hidratacijos reakcijg j bikarbonatg ir protonus. CO>
hidratacijos reakcija yra gyvybiskai svarbi jvairiems fiziologiniams ir biologiniams procesams. D¢l
Sios priezasties, karboanhidraziy izoformos tapo populiariu jvairiy slopikliy, kuriy pagrindu kuriami
nauji vaistai, taikiniu.

Baltymy-ligandy saveikos biotermodinamikos ir kinetikos tyrimuose bei vaisty kiirime yra
naudojami jvairiis metodai, taciau pagrindiniai Siuo metu taikomi biofizikiniai metodai yra: pavirSiaus
plazmony rezonansas (SPR), izoterminé titravimo kalorimetrija (ITC), fluorescencinis terminio
poslinkio metodas (FTSA), masiy spektrometrija (MS) ir branduoliy magnetinis rezonansas (BMR).
In silico tyrimuose naudojami tokie metodai, kaip molekulinés dinamikos kompiuterinés simuliacijos,
skirtos analizuoti atomy ir molekuliy judéjima ir molekulinis dokinimas, leidziantis prognozuoti
ligando jungimosi su baltymu konformacijas ir jungimosi energijas.

Potencialtis vaistai turéty pasizyméti dideliu jungimosi giminingumu, specifiSkumu ir
selektyvumu vienai zmogaus karboanhidrazés izoformai ir neinhibuoti kity svarbiy izoformy, kurios
néra taikinys. Viena i§ pagrindiniy priezasciy, kodél yra reikalingi atranktis karboanhidraziy izoformy
inhibitoriai, tai yra siekis, jog potencialus vaistas nesukelty Salutiniy efekty ir toksisko poveikio.
Populiariausi Siuo metu tyrinéjami CA slopikliai yra sulfonamidiniai junginiai. Kadangi
sulfonamidiniai CA inhibitoriai susiduria su selektyvumo konkrecioms karboanhidraziy izoformoms
trikumu, tam, kad jie buty sékmingai pritaikomi farmacijoje, reikia optimizuoti jy atrankumag ir
specifiskumg konkretiems izofermentams. Paieska budy, kaip galima buty optimizuoti ligandy
chemines strukttiras ir, remiantis struktariniy poky¢iy daroma jtaka biotermodinaminiams
parametrams, jungimosi giminingumui bei selektyvumo pokyc¢iams, pagerinti atrankumg konkrecios
izoformos atzvilgiu, yra vienas i$ pagrindiniy potencialiy vaisty kandidaty kiirimo etapy.

Siame darbe yra pateikiamas sulfonamidiniy ligandy atpazinimo, jungimosi giminingumo ir
selektyvumo zmogaus karboanhidraziy izoformoms tyrimas. Darbas atliktas Vilniaus Universiteto
Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje. Analizuojami duomenys yra
gauti 1§ Siame skyriuje sukurtos ir tiriamos ligandy bibliotekos. Baltymy ir vaisty tyrimy skyriuje
gaminami taikiniai - rekombinantinés karboanhidrazés, sintetinami ligandai su tikslu rasti selektyvius
slopiklius Siems taikiniams ir atliekami molekulinés biofizikos tyrimai, siekiant iSmatuoti ligandy
saveikos su karboanhidrazémis biotermodinaminius, kinetinius bei struktiirinius parametrus ir

jvertinti parametry bei junginiy struktiiry koreliacijas, siekiant sukurti naujus potencialius junginius.



Darbo tikslas:
Istirti  sulfonamidiniy junginiy atpazinima, jungimosi gimininguma Iir selektyvuma zmogaus

karboanhidrazés Il izoformai.

Darbo uzdaviniai:

1. Apdoroti sulfonamidiniy ligandy sgveikos su karboanhidraziy izoformomis biotermodinaminiy
parametry, iS$matuoty fluorescencinio terminio poslinkio metodu, duomenis, esancius tiriamoje
ligandy bibliotekoje, atpaZinimo, jungimosi giminingumo (afiniskumo) ir selektyvumo
analizei.

2. Cheminés informatikos, bioinformatikos ir duomeny analizés metody pritaikymas junginiy
cheminiy struktiiry in silico atrankai, atvaizdavimui bei analizei ir ligandy atpazinimo,
jungimosi giminingumo ir selektyvumo zmogaus karboanhidraziy izoformoms tyrimui.

3. Pritaikytais metodais istirti sulfonamidiniy junginiy atpazinima, jungimosi gimininguma ir
atrankuma CA 1I visy kity izoformy atzvilgiu, remiantis strukttros-afiniSkumo (SAR) bei
strukttiros — selektyvumo koreliacijomis.

4. Jvertinus struktiiros-afiniskumo bei struktiiros-selektyvumo koreliacijy analizés metu gautus
rezultatus ir iSvadas, pasitlyti galimas modifikacijas junginiy cheminése struktiirose arba
naujas ligandy struktiiras, kurios galéty pasizyméti stipria ir selektyvia sgveika su CA II, ir

molekulinio dokinimo metodu jvertinti potencialiausias i$ jy.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Karboanhidrazés

CO; yra labai svarbi molekulé visuose gyvybés procesuose ir, kadangi ji gaminama dideliais
kiekiais daugelyje organizmy [1]-[5], i$sivysté nattraliis katalizatoriai (fermentai), skirti tam, kad
CO: organizme virsty j bikarbonata.

Karboanhidrazés (CA) — tai fermentai, kuriy aktyviajame centre dazniausiai yra randamas cinko
jonas ir kurie egzistuoja visose gyvyjy organizmy karalystése. Jie katalizuoja grjZtamg anglies
dioksido hidratacijos reakcija j bikarbonat ir protonus. Tokio tipo reakcija yra labai svarbi jvairiems
fiziologiniams procesams, kadangi riigs¢iy ir Sarmy pusiausvyros (pH) homeostazé yra biitina
gyvybei palaikyti.

[O=C=0 + H20 <> HCOs + H*]!

Karboanhidrazés buvo atrastos 1933 metais nepriklausomai dviejy skirtingy mokslininky
grupiy i§ JAV (Pensilvanijos universiteto) [6] ir Jungtinés Karalystés (KembridZzo universiteto) [7].
Fermentai, kuriy aktyviajame centre yra randami metaly jonai, ir jy aktyvumo moduliatoriai
(slopikliai ir aktyvatoriai) yra placiai tyrinéjami ieSkant taikymy tokiose srityse kaip biotechnologijos,
gyvybés mokslai ir vaisty kiirimas.

Karboanhidrazés priklauso fermenty grupei, kurie yra vaisty, veikianciy kaip jy izofermenty
slopikliai, taikinys ir taip pat katalizatorius biotechnologiniuose taikymuose, tokiuose procesuose,
kaip pavyzdziui COz surinkimas. CA izofermenty inhibitoriy pagrindu kuriami nauji vaistai yra
pritaikomi, Kkaip jvairiy ligy gydymo ir terapijos priemonés (pvz.: diuretikai, antiglaukominiai

preparatai, vaistai nuo epilepsijos, nutukimo, prie§véziniai vaistai ir t.t.).

1.1.1. Karboanhidraziy klasés

Organizmams visose gyvosios gamtos karalystése (Bakterijy, Archéjy ir Eukarijoty) reikia
karboanhidraziy, kad galéty suvaldyti ir apdoroti didelius CO2 kiekius, susidariusius metaboliniy
reakcijy metu. CO2 organizme yra apdorojamas jau anks¢iau minétos grjztamos hidratacijos reakcijos
1 bikarbonatg ir protonus, o §] CO2 virsma, kai gaunami vandenyje tirpiis produktai i lipofiliniy dujy,
katalizuoja butent karboanhidrazés.

D¢l konvergentinés evoliucijos proceso, organizmai Zeméje iSvysté maZziausiai penkias
skirtingas tokiy fermenty Seimas: the a-CA, B-CA, y-CA, 6-CA ir {-CA, ne tik tam, kad gebéty
susitvarkyti su dideliais kiekiais CO2, susiformavusiais medziagy apykaitos procesuose, bet ir valdyti
galimus su tuo susijusius rags¢iy ir S$army pusiausvyros sutrikimus, atsizvelgiant j tai, kad anglies
dioksido griztamoje hidratacijos reakcijoje susidar¢ produktai yra stipry buferinj aktyvuma turintis
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jonas (bikarbonatas), taip pat riigstis (H* jonai). pH reguliavimas yra labai svarbus procesas visose
gyvybés formose, nes daugelj biocheminiy reakcijy pH grieztai reguliuoja.

a-CA daugiausia yra pasiskirs¢iusi stuburiniuose gyviinuose, grybuose, pirmuonyse, koraluose,
dumbliuose ir zaliyjy augaly citoplazmoje, taip pat kai kuriose bakterijose. B-CA buvo rasta
bakterijose, dumbliuose ir daugumoje gryby bei Archéjy. y-CA buvo apraSyti Archéjuose, bakterijose
ir augaluose. 6-CA randama juriniame fitoplanktone, diatominiuose dumbliuose ir taip prisideda prie
CO. perdirbimo. (-CA kol kas identifikuota tik juriniuose diatominiuose dumbliuose
(titnagdumbliai).

Visuose Siuose organizmuose CA atlicka svarby fiziologinj vaidmenj, susijusj su: pH ir CO2
homeostaze, CO> ir bikarbonato kvépavimu bei transportavimu, elektrolity sekrecija daugelyje
audiniy ir organy, biosintezés reakcijomis (pvz., gliukoneogenezé, lipogenezé ir ureagenezé, kai
karboksilinimo reakcijos substratas veikia ne CO2, o bikarbonatg), kauly rezorbcija, kalkéjimu ir
tumorigeniSkumu (visi §ie procesai buvo iSsamiai iStirti su stuburiniais gyviinais). Dumbliuose,
augaluose ir cianobakterijose CA vaidina svarby vaidmen;] fotosintezéje, koncentruodami CO3 ir
bikarbonatg. 1.1 lentelé¢je yra pateikti Kinetiniai CO hidratacijos reakcijos parametrai, kuriuos

katalizuoja skirtingos CA, priklausancios jvairioms klaséms.

1.11entelé. Kinetiniai CO- hidratacijos reakcijos parametrai, kuriuos katalizuoja skirtingos CA, priklausancios

jvairioms $eimoms [8]. Slopinimo duomenys su medicinoje pritaikomu sulfonamidu acetazolamidu taip pat

pateikiami.
Kiat/Km Ki(acetazolamide)

Izofermentas | Klas¢ | Organizmas Kiat (57) (M1-s?h (nM)
hCA I o Zmogus 1,4- 108 1,5- 108 12
SazCA o Bakterijos 4.4-108 3,5 108 0.9
Can2 B Grybelis 3,9-108 43-10' 10.5
FbhiCA 1 B Augalai 1,2- 108 7,5-10° 27
PgiCA v Bakterijos 4,1-108 5410’ 324
TweCA 5 Diatominiai dumbliai | 1,3 - 10® 3,310’ 83
Cd(11)-R1 ¢ Diatominiai dumbliai | 1,5 - 108 1,4 - 108 82
Zn(I)-R1 4 Diatominiai dumbliai | 1,4 - 108 1,6 - 108 58




1.1.2. Katalizinés savybés

1972 metais buvo nustatyta pirmoji hCA 11 izoformos kristaliné strukttra [9]. Visos zmogaus
karboanhidraziy izoformos turi didelj struktiirinj panasuma [10]. Jos turi apytiksliai 15 angstremy
gylio kiigio formos aktyviojo centro plysj, kur cinko jonas yra koordinuojamas trijy histidino liekany
His94, His96 ir His119 (amino ragstys sunumeruotos pagal CA II) CA aktyviojo centro apatinéje
dalyje [11]. Baltymas turi btudingg deSimties grandziy antiparaleling B-kloste, papildyta keletu a-
spiraliy ir papildomy B-gijy (1.1 pav.).

1.1 pav. Zmogaus CA 11 izoformos struktiira [11].

Metalo jonas, §iuo atveju Zn?* o klasés CA atveju, yra biitinas katalizei. a-CA yra labai
universalios, jos gali katalizuoti jvairius kitus hidrolizinius procesus. a-CA katalizinis mechanizmas
yra suprantamas issamiai: aktyvusis centras susideda i§ Zn?" jono, kurj koordinuoja trys histidino
liekanos, ir vandens molekulés arba hidroksido jono.

Zinduoliuose buvo aprasyta 15 skirtingy a-CA izoformy arba su CA susijusiy baltymy (CARP),
i$ kuriy 12 pasizymi kataliziniu aktyvumu ir kuriy vietos Igsteléje (1.2 pav.) bei pasiskirstymas

audiniuose ir organuose (1.2 lentelé) yra skirtingi.



1.2 pav. 12 katalitiskai aktyviy Zzmogaus karboanhidraziy izoformy pasiskirstymo vietos lasteléje [12].

1.2 lentelé. Kinetiniai CO, hidratacijos reakcijos, katalizuojamos 15 Zinduoliy a-CA izofermenty (20 °C

temperatiroje ir pH esant 7.5), parametrai, jy inhibavimo su AZM (acetazolamidas) duomenys (K)) ir vieta

lasteléje bei pasiskirstymas audiniuose ir organuose (adaptuota i§ [13], [14]). Cia kka — kataliziné konstanta,

Km— Michaelio konstanta.

Kkat Km Kiat/Km Ki . .o Vieta
|zofermentas (sh (mM) | (Mt-s1) | (nM) Vieta Iysteléje audiniuose/organuose
hCA 20-10° | 40 | 50-107 | 250 Citozolis Eritrocitai, virSkinamasis
traktas
Eritrocitai, akys,
vir§kinamasis traktas,
hCA 1l 1,4-10° 9,3 1,5-108 12 Citozolis kauly osteoklastai,
inkstai, plauciai,
séklidés, smegenys
hCA I 1,0-10* | 333 | 3,0-105 |2-10° Citozolis Skersaruoziai raumenys,
adipocitai
Inkstai, plauciai, kasa,
hCA IV 11108 215 5.1-107 74 Prisijungusi prie smegeny kapiliva.lra%,
membranos gaubtiné zarna, Sirdies
raumenys
hCA VA 29-10° | 10,0 2,9-107 63 Mitochondrijos Kepenys
Sirdies ir raumenys,
hCA VB 95-10° | 97 | 98-10" | 54 Mitochondrijos kasa, inkstal, nugaros
smegenys, virskinamasis
traktas
hCA VI 34-105 | 69 | 49-107 | 11 Sekretuojama Seiliy ir pieny liaukos
(seilés/pienas)
hCA VII 9,5-10° 11,4 8,3-107 2,5 Citozolis Centriné nervy sistema
hCA VIII* - - - - Citozolis Centriné nervy sistema
hCA 1X 3,8-10° | 6,9 5,5-107 25 Transmembraniné Navikai, virSkinamojo
trakto gleiviné
hCA X* - - - - Citozolis Centriné nervy sistema

10



hCA XI* - - - - Citozolis Centriné nervy sistema
Inksty, Zarnyno ir
hCA XII 42 -10° 12,0 3,5-107 5,7 Transmembraniné reprodukciniy organy
epitelis, akys, navikai
Inkstai, smegenys,
hCA XIII 1,5-10° | 138 1,1-107 16 Citozolis plaugiai, Zarnynas,
reprodukciniai organai
hCA XIV 3,1-10° 7.9 3.9-107 41 Transmembraniné Inkstai, smegenys,

kepenys

h — Zmogaus, * - hCA VIII, hCA X ir hCA XI yra katalitiSkai neaktyvios.

1.1.3. CA slopinimas ir aktyvinimas

Karboanhidraziy slopinimas ir aktyvinimas yra pla¢iai aprasyti ir gerai suprasti procesai. Siy

fermenty inhibitoriai klinikingje terapijoje yra naudojami jau ne vieng deSimtmet], taciau

karboanhidraziy aktyvatoriai vis dar neturi plataus klinikinio pritaikymo [14].

Yra iSskiriamos bent keturios inhibitoriy, kuriy taikinys yra zmogaus karboanhidraziy

izoformos, klasés [8]:

1. Prisijungiantys prie metalo jony (neorganiniai anijonai), sulfonamidai ir jy izosterai (pvz.:

sulfamatai ir sulfamidai), ditiokarbamatai ir jy izosterai, izosterinai (pvz., ksantatai),

hidroksamatai ir kt.

2. Junginiai, kurie jungiasi nezinomu btdu (antriniai ir tretiniai sulfonamidai, imatinibas,

nilotinibas ir t.t.).

3. Junginiai, kurie tvirtinasi prie cinko koordinuojamos vandens molekulés arba hidroksido

jono (fenoliai, poliaminai, sulfokumarinai ir t.t.).

4. Junginiai, uzdarantys aktyviojo centro j&jima (kumarinai ir jy izosterai).

Erdviné hCA II aktyviojo centro pavirSiaus struktiira ir jos aminortig§¢iy artinys yra pavaizduoti

1.3 pav. Raudonai erdvingje struktiiroje pazyméta hidrofobiné dalis, o mélynai — hidrofiliné.

Hidrofobing aktyviojo centro ertmés dalj sudaro aminortgsciy liekanos: 11€91, Phel31, Vall21,
Leul41, Vall43, Leul98, Pro202, Leu204, Val207 ir Trp209, o hidrofiling dalj riboja: Asn64, His64,

Asn67 ir GIn92 (aminoriigstys numeruojamos pagal CA).
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1.3 pav. (A) hCA II aktyviojo centro pavirSiaus aminortigs¢iy artinys ir (B) erdviné aktyviojo
centro pavirSiaus struktiira (adaptuota i$ [15]).

Pirminiai sulfonamidai sukuria tiesioginj koordinacinj rysj tarp CA cinko jono (Zn") ir
sulfonamidinés grupés azoto atomo (1.4 pav.) [11]. Taip pat susidaro keli vandeniliniai ry$iai. CA
izoformy aktyviis centrai yra labai panasis, turintys cinko jona koordinuojancius histidinus, taciau
Siek tiek skiriasi hidrofilines ir hidrofobines aktyvaus centro dalis ribojancios aminortgstys.
Tiesioginis koordinacinis rySys tarp sulfonamido azoto ir Zn' jono yra pagrindinis ramstis,
nukreipiantis inhibitoriy j CA aktyvyji centra. [vairiy sulfonamidiniy junginiy gimininguma ir
selektyvuma pirmiausia lemia likusi inhibitoriaus dalis (1.4 pav. pavaizduota kaip pilka ovalo forma),
t.y. jvairios funkcinés grupés prisijungusios prie sulfonamido ir sgveikaujancios su hidrofiline ir

hidrofobine aktyviojo centro dalimis [11].

NH.
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1.4 pav. Pagrindinés sulfonamidiniy inhibitoriy ir CA sgveikos (adaptuota i§ [11]).
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Kita vertus, CA aktyvatoriai jungiasi prie aktyviojo centro jéjimo. Sie junginiai, paprastai yra
aminai, aminortigstys ir oligopeptidai ir jie gali padéti protony perkélimo procesui, sustiprindami

fermento aktyvuma [11].

1.1.4. Biomedicininiai ir biotechnologiniai CA taikymai

Pirmosios karboanhidrazes, kurios pradétos tirti kaip vaisty taikiniai, buvo Zzmogaus
karboanhidrazés, kuriy, kaip jau minéta anksciau, yra Zinoma 15 skirtingy izoformy [13]. 1.5 pav.

pavaizduotas penkiy zmogaus CA izoformy struktiiry panasSumas - jos persikloja beveik identiskai.

1.5 pav. Penkiy zmogaus CA izoformy strukttiry pagrindy persiklojimas pavaizduotas skirtingomis spalvomis:
CA | —mé¢lyna, CA 11— pilka, CA VII —geltona, CA IX —raudona, and CA XII — zalia. Jy pagrindai persikloja
beveik identiskai [12].

Karboanhidrazés yra inhibuojamos ir aktyvinamos jvairiy junginiy klasiy, i$ kuriy labai svarbas
yra sulfonamidiniai junginiai. Dauguma tyrimy, ieSkant CA inhibitoriy ir aktyvatoriy, pirmiausia
buvo atlikti su Zmogaus karboanhidraziy izoformomis. Dél skirtingo jy katalitinio aktyvumo,
giminingumo inhibitoriams ir, svarbiausia, pasiskirstymo lastelése bei audiniuose, Sie fermentai yra
susije su daugybe patologijy ir jy slopinimas bei aktyvinimas gali turéti vis naujy terapiniy
pritaikymy. Su karboanhidraziy izoformomis siejamos ligos yra pateiktos 1.3 lentel¢je, taip pat

paminétas jy anglies dioksido hidratacijos aktyvumas. Sulfonamidai ir sulfomatai (CA inhibitoriai)
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yra jau naudojami, kaip diuretikai, antiglaukominiai vaistai, priestraukuliniai vaistai, vaistai nuo
nutukimo ir t.t. [14].

1.4 lentelé. Zmogaus CA izoformy fermentinis aktyvumas ir rySys su ligomis [11].

Izoforma CO2 hidratacijos aktyvumas Susijusios ligos
CAI Mazas Hemoliziné anemija
CA Il Didelis Gliaukoma, edema, aukscio liga
CA 1l Labai mazas -
CA IV Didelis Gliaukoma
CAVA Vidutinis-didelis Nutukimas
CA VB Vidutinis -
CA VI Vidutinis Danty kariesas
CAVII Didelis Epilepsija, neuropatinis skausmas
CA VIII* Katalitiskai neaktyvi -
CA IX Didelis Vézys
CA X* Katalitiskai neaktyvi -
CA XI* Katalitiskai neaktyvi -
CA XIlI Vidutinis-mazas Gliaukoma, vézys
CA XIlII Mazas Nevaisingumas
CA XIV Vidutinis -

* - CA VIII, CA X ir CA XI yra katalitiskai neaktyvios.

CA aktyvatoriai, panasiai kaip slopikliai, gali turéti farmakologinj pritaikyma senéjimui ar
Alzheimerio ligai valdyti - tokiomis salygoms, kai stebimas CA aktyvumo sumazéjimas smegenyse.
Pagrindinis pirmosios kartos CA slopikliy truikumas yra susij¢s su tuo, kad jie mazai arba visai neturi
selektyvumo CA izoformoms, o tai sukelia rimtg salutinj poveikj visy patologijy, j kurias jie taikosi,
gydymo metu. Taciau pastaruoju metu atrandamos vis naujesnés ir perspektyvesnés inhibitoriy klasés
ir dauggéja stipriy, izoformai selektyviy karboanhidraziy inhibitoriy [16]. Kai kurie i$ tokiy inhibitoriy
vertinami kaip nauji vaisty kandidatai, ypa¢ taikymuose tiriant izoformas CA 1X ir CA XIlI, kurios
susijusios su navikais.

Pastaruoju metu dél CO- koncentracijos atmosferoje augimo ir su Siomis dujomis siejamo
siltnamio efekto, daugybé tyrimy buvo skirti CA biotechnologiniam panaudojimui [17], [18], i$ kuriy
kai kurios buvo izoliuotos i$ ekstremofiliniy bakterijy [19], su tikslu panaudoti tokiy fermenty didelj
katalitinj aktyvuma CO2 surinkimui. Toks naujas pozitris ] CO2 surinkimg gali padéti spresti
visuotinés klimato kaitos problemg iSvengiant tarSiy sprendimo budy, susijusiy su aminy ar kity

reagenty naudojimu tokiems procesams [20].
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1.2. Vaisty kiirimas

Ligandas tai yra junginys (dazniausiai maza molekulé), kuris suformuoja kompleksg su
biomolekule tuo tikslu, kad atlikty specifine biologing paskirtj. Sio darbo atveju ligandai yra
sulfonamidiniai junginiai. Vaistas tai yra cheminé ar biologiné medziaga, kuri sukelia fiziologinj
efekta patekusi | organizmg ir naudojama su tikslu gydyti, iSvengti arba uzkirsti kelig ligoms. Vaistas
gali biiti mazos molekulinés masés cheminis junginys arba biologinis junginys, pavyzdziui, antikiinas
arba rekombinantinis baltymas.

Jungimosi giminingumas apibadina, kaip stipriai junginys prisijungia prie baltymo.
Selektyvumas tai yra palyginamasis parametras, apibudinantis tai, kaip ligandas labiau (atrankiau)
jungiasi prie taikinio baltymo nei prie ne taikinio baltymo.

Molekulinis atpaZinimas apibiidina baltymo gebéjimg atpazinti ligando molekulg per
specifines saveikas. Kitaip tariant, molekulinis atpazinimas apima specifines sgveikas tarp dviejy ar
daugiau molekuliy per nekovalentinius rySius, pvz.: vandenilinius ry$ius, metaly koordinavima,
hidrofobines sgveikas, van der Waals jégas, m—n sgveika, elektrostatines sgveikas ir t.t.

Aplinka, kurioje vaistai veikia, yra kompleksiné, su daugybe potencialiy partneriy
tarpmolekulinéms sgveikoms sudaryti. Baltymai, DNR, RNR, lipidai, metabolitai ir kitos maZesnés
molekulés - Visos jos turi potencialg sgveikauti su vaistu. Tam tikrais atvejais, galimybé saveikauti su
keliais taikiniais vienu metu gali biiti ir vaisto pranaSumas, taciau, daugeliu atvejy, $iy nenuspéjamy
ir nekontroliuojamy sgveiky rezultatas yra nepageidaujami ir daznai sunkis Salutiniai efektai. Dél
Sios priezasties, labai didelis jungimosi su taikiniu giminingumas ir didelis selektyvumas taikiniams
yra labiausiai ieSkomos vaisty molekuliy (ligandy) savybés [21]. Todél pirminiuose vaisty kiirimo
etapuose siekiama atrinkti potencialiausius vaisty junginiy kandidatus (angl. Lead compounds), kurie
ne tik selektyviai jungtysi prie konkretaus taikinio, bet ir turéty pakankamg jungimosi su taikiniu
stiprumg (jungimosi gimininguma).

Racionalaus vaisty kiirimo tikslas yra sukurti mazas molekules, taikant kiekybinius metodus ir
siekiant optimizuoti gimininguma [12]. Tai turéty pagerinti cheminiy junginiy, kurie specifiskai,
atrankiai, grjztamai ir su dideliu jungimosi giminingumu sgveikauty su tiksliniu baltymu, vystymo

efektyvuma.

1.2.1. Vaisty savybés

Farmakologija yra mokslas, tiriantis vaisty veikima ir poveikj gyvosioms sistemoms bei vaisty
ir organizmo tarpusavio sgveikas, su tikslu kurti vaistus, kurie yra vartojami ligoms gydyti ir
profilaktikai. Pagrindinés dvi farmakologijos sritys yra: farmakodinamika ir farmakokinetika.

Sasajos tarp jy schema yra pateikta 1.6 pav.
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Farmakodinamika apima tai, kokj poveikj vaistas turi zmogaus organizmui ir apibiidina tokias
vaisto savybes, kaip: terapinis efektas (pvz.: kraujo spaudimo sumazinimas ar skausmo mal§inimas),
Salutiniai efektai, vieta, kur vyksta vaisto poveikis organizme ir veikimo mechanizmas (t.y. kaip
vaistas veikia organizma).

Farmakokinetika tiria kokybinius ir kiekybinius vaisty kitimus organizme (vaisty peréjima

per biologines membranas, absorbcijg, rezorbcija, vaisty patekimo j organizma kinetikg ir t.t.).

Vaisto administravimas

'

Vaisto absorbceija

Farmakokinetika

Vaisty metabolizmas |« Vaisto paskirstymas H Vaisty pasalinimas

Perdavimas j veikimo vieta J

 Receptoriai

e Fermentai

‘ » Jony kanalai

» Baltymai transporteriai

Reguliuojantys baltymai

Giminingumas | Jungiasi prie molekulinio taikinio

v

Vaisty veikimo mechanizmas

v

Intrinsinis aktyvumas Atsakas | vaistus

Farmakodinamika

1.6 pav. Sasajos tarp farmakokinetikos ir farmakodinamikos schema (adaptuota i$ [14]).

Vaistai veikia tik esamy biologiniy funkcijy sparta. Jie nepakeicia pagrindinio Siy funkcijy
pobudzio, vykstan¢iy procesy ir nesukuria naujy funkcijy. Pavyzdziui, vaistai gali pagreitinti arba
sulétinti biochemines reakcijas, kurios priver¢ia raumenis susitraukti, inksty Igsteles reguliuoti
sulaikyto ar paSalinto vandens ir drusky kiekj ar nervus perduoti impulsus.

Vaistai negali atstatyti struktiiry ar funkcijy, kurias kiinas jau sugadino nepataisomai. Sis
fundamentalus vaisty veikimo ribotumas labai apsunkina bandymus bandant gydyti audinius
ardancias ar degeneracines ligas, tokias kaip: Sirdies nepakankamumas, artritas, raumeny distrofija,
18sétiné skleroze, Parkinsono liga ir Alzheimerio liga. Nepaisant to, kai kurie vaistai gali padéti
organizmui atsistatyti pa¢iam. Pavyzdziui, sustabde infekcijg, antibiotikai gali leisti organizmui
atitaisyti infekcijos padarytg zalg. Kai kurie vaistai yra hormonai, tokie kaip insulinas, skydliaukes

hormonai, estrogenai ar kortizolis. Jais galima pakeisti natiiralius hormonus, kuriy triksta organizme.
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Dauguma Igsteliy savo pavirsiuje turi daugybe jvairiy tipy receptoriy. Receptorius yra molekulé
su specifine trimate strukttira, kuri leidzia prisijungti prie receptoriaus tik tiems junginiams, kurie
tiksliai telpa j receptoriy. Receptoriai leidzia natiiraliems junginiams, Kurie yra organizme uz lastelés
riby, daryti jtakg lastelés aktyvumui. Tokiy junginiy pavyzdziai apima neurotransmiterius (chemines
medziagas, kurios pernesa informacijg tarp lgsteliy nervy sistemoje) ir hormonus (chemingés
medziagos, kurios iSskiriamos | kraujotaka vieno organo daryti poveikj kitam organui). Tokio
poveikio paskirtis gali buiti stimuliuoti arba slopinti (inhibuoti) procesams Igsteliy viduje. Vaistai
linke imituoti $iuos natiiralius junginius, tokiu pat biidu panaudodami receptorius. Pavyzdziui,
morfinas ir susij¢ skausmg malSinantys vaistai daro poveikj tiems patiems receptoriams smegenyse,
kurie naudojami endorfiny (tai yra naturaltis junginiai, kurie gaminami organizmo tam, kad padéty
kontroliuoti skausma.

Kai kurie vaistai jungiasi tik prie vienos risies baltymuy, o Kiti vaistai gali prisijungti prie keliy
tipy baltymy visame kiine. Vaisto atrankumas (selektyvumas) daznai gali bti paaiSkintas tuo, kaip
jis selektyviai jungiasi prie konkreciy baltymy.

Vaistai, nukreipti ] receptorius, yra klasifikuojami kaip agonistai arba antagonistai.
Agonistiniai vaistai aktyvina arba stimuliuoja receptorius, 1 kuriuos yra nusitaike, sukeldami atsaka,
kuris padidina arba sumazina lastelés aktyvuma. Antagonistiniai vaistai blokuoja nattraliy organizmo
agonisty, dazniausiai neuromediatoriy, pri¢jima ar prisijungima prie jy receptoriy ir taip uzkerta keliag
arba sumazina lgsteliy reakcijg j natiiralius agonistus.

Kai kurie vaistai yra nukreipti ne j receptorius, o j fermentus, kurie reguliuoja cheminiy reakcijy
greitj. Tokiy fermenty pavyzdziai galéty buti jau 1.1 skyrelyje aptartos karboanhidrazés. Vaistai,
nukreipti j fermentus, yra klasifikuojami kaip inhibitoriai arba aktyvatoriai. Pavyzdziui, cholesterolio
kiekj mazinantis vaistas lovastatinas slopina fermentg, vadinamg HMG-CoA reduktaze, kuris yra
labai svarbus organizmo cholesterolio gamybai. Salutinis antibiotiko rifampino poveikis yra
fermenty, dalyvaujanciy metabolizuojant geriamuosius kontraceptikus, aktyvinimas. Tokiu budu jie
pasalinami i$ kiino greiCiau nei jprasta, todel gali buti neveiksmingi.

Vaisty ir baltymy saveikos apima elektrostatines jégas, van der Valso jégas, vandenilinius
ry$ius, hidrofobines saveikas ir kt. Siy saveiky stiprumo kitimas, taigi ir §ilumos energija sistemoje,
lemia vaisto ir baltymo asociacijos ir disociacijos laipsnj. Kovalentinis vaisto prisijungimas prie
baltymo (pvz.: Fluorochinolonai, veikiantys bakterijas) sukelia negrjztamg rysj. Vis délto, dauguma
baltymy-ligandy sgveiky yra griztamos: po kurio laiko vaistas i§sijungia ir receptorius ar fermentas
vél pradeda veikti.

Vaisto veikima lemia vaisto kiekis, pasiekiantis baltyma, ir jo bei jo baltymo traukos laipsnis

(giminingumas) ant lgstelés pavirSiaus. Prisijunge prie savo receptoriy, vaistai skiriasi savo gebéjimu
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sukelti poveik] (intrinsinis aktyvumas). Vaisto giminingumg ir intrinsinj aktyvumg lemia jo cheminé
struktiira.

Selektyvumas yra laipsnis, kuriuo vaistas veikia tam tikrame taikinyje vietoje atzvilgiu kity
taikiniy. Selektyvumg sunku pasiekti, ypac taikiniams, priklausantiems dideléms strukturiSkai ir
funkciSkai susijusiy baltymy Seimoms. Itin didelis giminingumas ir selektyvumas yra dvi svarbios ir
ieskomos vaisty molekuliy savybés. Apskritai, labai didelis jungimosi giminingumas reikalauja
palankiy entalpiniy ir entropiniy indéliy [21]. Pagal selektyvuma vaistai skirstomi j tris tipus:

1. Santykinai neselektyviis vaistai — paveikia daug jvairiy audiniy ir organy. PavyzdZiui,
atropinas, vaistas vartojamas atpalaiduoti virSkinamojo trakto raumenis, taip pat gali
atpalaiduoti akiy ir kvépavimo taky raumenis.

2. Santykinai selektyviis vaistai — pavyzdziui, nesteroidiniai antiuzdegiminiai vaistai, tokie
kaip aspirinas ir ibuprofenas, taikosi i bet kurig vieta organizme, kurioje yra uzdegimas.

3. Labai selektyviis vaistai paveikia daugiausia vieng organg arba sistema. Pavyzdziui,
digoksinas, vaistas, vartojamas Sirdies nepakankamumui valdyti, daugiausia veikia $irdj,
padidindamas jos pumpavimo efektyvuma. Migdomieji yra nukreipti j tam tikras smegeny

nervines Igsteles.

Vaisto poveikj galima jvertinti atsiZvelgiant j jo stiprumg, veiksmingumg ir efektyvuma:

Vaisto stiprumas nurodo vaisto kiekj (jprastai iSreik$ta miligramais), reikalingg efektui sukelti,
pavyzdZiui, skausmui malSinti ar kraujosptidziui sumazinti.

Intrinsinis aktyvumas tai yra vaisto gebéjimas sukelti reakcijg, kai jis prisijungia prie baltymo.
Konformaciniai baltymy poky¢iai dél vaisty uzimamos jungimosi vietos sukelia biocheminius ir
fiziologinius jvykius, apibiidinancius vaisto atsaka. Kai kuriuose audiniuose, agonistai,
demonstruojantys didelj efektyvuma, gali pasiekti maksimaly efekta, net jei uzimta tik nedidelé
receptoriy dalis.

Efektyvumas skiriasi nuo intrinsinio aktyvumo tuo, kad atsizvelgiama j tai, kaip vaistas veikia
realiame pasaulyje. Klinikiniy tyrimy metu efektyvus vaistas daznai gali biiti nelabai veiksmingas.
Pavyzdziui, vaistas gali buti labai efektyvus mazinant kraujospudj, taciau jo realus efektyvumas gali
biiti mazas, nes vaistas sukelia tick daug Salutiniy poveikiy, kad Zmonés jj vartoja reciau nei turéty
arba visiskai nustoja vartoti. Taigi, efektyvumas paprastai biina mazesnis uz instrinsinj aktyvuma.

Vaisty kiirimo sritis leido atrasti daugybe perspektyviy, bet prastai tirpiy vaisty. Tokie vaistai
negali biiti absorbuojami organizmo efektyviai, taigi rezultatas — silpnas biologinis jsisavinimas. Kaip

VW —

kiirimo srityje [23].
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Vaisto absorbcija priklauso nuo vaisto tirpumo lipiduose, jo formulavimo ir vartojimo bido.
Vaistas turi bti tirpus lipiduose, kad prasiskverbty per membranas, nebent yra aktyviojo transporto
sistema (pvz.: nanodalelés) arba jis yra toks mazas, kad galéty praeiti per vandeninius kanalus
membranoje [24].

Bevandené vaisto forma turi geresnj tirpumg vandenyje nei hidratai todél, kad hidratai jau yra
saveikoje su vandeniu ir dél Sios priezasties turi maziau energijos kristalo suardymui. Yra jvairiy
buidy, kurie padeda pagerinti vaisto tirpuma (pvz.: vaisto daleliy dydZio maZzinimas, nanospuspensija,

surfaktanty naudojimas, druskos formavimas, kietoji dispersija ir t.t.) [25].

1.2.2. Sulfonamidiniy junginiy taikymas ieSkant CA slopikliy

Karboanhidrazés yra svarbiis fermentai, todél jy katalitinio aktyvumo slopinimas ir aktyvinimas
mazy molekuliy ligandais yra placiai tiriamas. Keli skirtingi mechanizmai CA slopinimo buvo
apibudinti [26]. Pirmieji sintetiniai slopikliai buvo atrasti neuzilgo po to, kai buvo atrastos
karboanhidrazés. Tai buvo aromatiniai junginiai, turintys pagrinding nepakeistg sulfonamiding grupe
[27]. CA slopinancius junginius galima i$skirti j dvi pagrindines grupes: junginius, prisijungiancius
prie cinko jono ir junginius, kurie nesudaro tiesioginio rysio su kataliziniu cinko jonu (Zn?*) [13].

Yra daugiau nei 20 mazy molekuliy junginiy, kurie naudojami kaip vaistai gydant su CA
susijusias ligas, tac¢iau CA nebitinai jy pirminis taikinys [11]. Populiariy vaisty, turin¢iy CA
slopinimo aktyvuma, pavyzdziai pateikti 1.7 pav.

Acetazolamidas, metazolamidas ir dichlorofenamidas yra naudojami kaip sisteminiai CA
slopikliai, sergant glaukoma, edema ir kitomis su CA susijusiomis ligomis. Dorzolamidas ir
brinzolamidas yra vietiniai vaistai glaukomai valdyti [14]. Zonisamidas, topiramatas, and sultiamas
yra naudojami gydyti neurologiniams sutrikimams. Furesomidas, hidrochlorotiazidas ir indapamidas
yra populiariis diuretikai, o celekoksibas yra ciklooksigenazés (COX) inhibitorius.

Nei vienas i$ $iuo metu CA aktyvuma slopinanciy vaisty negali buti klasifikuojamas kaip labai
selektyvus — pagal in vitro duomenis, jie inhibuoja kelias CA izoformas [11].
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struktiiros [11].
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1.3. Biofizikiniy metody, naudojamy vaisty kiirime, apZvalga

Baltymy-ligandy sgveikas galima tirti jvairiais biidais, taciau pagrindiniai biofizikiniai metodai,
naudojami vaisty kiirime Siuo metu yra: pavirSiaus plazmony rezonansas (SPR), izoterminé titravimo
kalorimetrija (ITC), fluorescencijos terminio poslinkio metodas (FTSA), masiy spektrometrija (MS),
pavirSiaus plazmony rezonansas (SPR) ir branduoliy magnetinis rezonansas (BMR). Beveik visi i$ jy
gali suteikti iSsamig informacija apie jungimosi stiprumg ir specifiSkuma.

Fluorescencinis terminio poslinkio metodas (dar kitaip zinomas kaip diferenciné
skenuojanti fluorimetrija) yra greitas, didelio nasumo ir nebrangus tyrimas, skirtas matuoti
fluorescencijos pokytj i$siviniojant baltymui [28]. Sis i§siviniojimas prasideda natyvioje baltymo
fazéje ir yra sudarytas i§ keliy tarpiniy biiseny, kol galiausiai i§sivinioj¢s baltymas agreguojasi. Nors
baltymy iSsiviniojimas kartais gali turéti ir grjztamajj process, daugelis termiskai denatiiruoty
baltymy agreguojasi ir nuséda, todél jvyksta negriztamas peréjimas. Mazos molekulinés masés
ligandy prisijungimas gali padidinti baltymo terminj stabiluma, todél norint $iuo metodu nustatyti
sgveikos su baltymu parametrus yra vertinama lydimosi temperatiiry Tm poslinkio priklausomybé nuo
ligando koncentracijos. Sis metodais ir jame naudojami grafiky aproksimavimo modeliai siekiant
iSgauti biotermodinaminius duomenis yra iS§samiai aptarti [29] autoriy. FTSA suteikia informacija
apie ligandy saveikos su baltymais disociacijos konstantas. Sio metodo didZiausias pranagumas pries
kitus jungimosi biotermodinamikos tyrimy metodus yra didelis nasumas ir reikalingi labai mazi
kiekiai baltymo. D¢l didelio efektyvumo ir naSumo tiriant baltymy-ligandy sgveiky
biotermodinamika, jis yra labai placiai naudojamas atliekant ligandy biblioteky atranka [30].

Izoterminé titravimo kalorimetrija (ITC) yra analitinis metodas bei vienas i§ pagrindiniy
biofizikiniy metody tarpmolekulinéms sgveikoms analizuoti. Tai yra titrimetrinis metodas, kai
reagento tirpalas (titrantas) reaguoja su analite. Sis metodas yra i§samiai aptartas [31] autoriy.

ITC yra puikus jrankis siekiant apibiidinanti biomolekuliy sgveikas, esant daugybei jungimosi
giminingumy. ITC taikymo sritys yra labai jvairios, pavyzdziui: baltymy-ligandy sagveikos
biotermodinaminiy parametry nustatymas vaisty kiirime, baltymy reguliacijos ir funkcijos tyrimai,
farmakologiniy ir biotechnologiniy taikiniy charakterizavimas, vaisty pernasos sistemy Vystymas,
kokybes kontrol¢ baltymy ir biologiniy medziagy gamybos farmacijoje, kosmetikoje, maisto ir
biotechnologijy pramonéje.

ITC registruoja baltymo tirpalo temperatiiros pokycius titruojant ligando tirpalu izoliuotoje
kameroje [32]. Tai leidZia nustatyti jvairius termodinaminius parametrus, jskaitant saveikos laisvaja
Gibso energija (AG), entalpija (AH) ir entropija (AS) bei Siluminés talpos pokytj (ACp).

Titravimas atlickamas esant pastoviam slégiui ir temperatiirai, o tai reiskia, kad vienas ITC
eksperimentas pateikia duomenis apie jungimosi entalpija, pusiausvyros asociacijos konstantg ir

stechiometrija, 1§ kurios galima apskaiciuoti jungimosi entropijg ir Gibso energija. Taigi, vienas ITC
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eksperimentas suteikia informacija apie pagrindinius termodinaminius parametrus, susijusius su
saveikos procesu.

Pavir§iaus plazmony rezonanso metodas (SPR) yra veiksmingas, nereikalaujantis
molekuliniy Zymeny optinis biojutiklinis metodas, skirtas realiuoju laiku stebéti ir analizuoti
nekovalentines molekulines saveikas. Sis metodas yra labai efektyvus, kadangi vienu metu leidzia
jvertinti ir biotermodinaminius, ir kinetinius sagveiky parametrus, o tobul¢jant jrangai yra pasiektas ir
palyginti didelis tyrimy naSumas S§iuo metodu. PavirSiaus plazmonai tai yra elektromagnetinés
bangos, atsirandancios metaly/dielektriniy sasajy pavirsiuje. Siy optiniy mody suzadinimo salygos
yra labai jautrios dielektrinei aplinkai netoli Sios sgsajos pavirSiaus. D¢l mokslo pasiekimy Sioje
srityje ir technologinés pazangos kuriant pavirSiaus plazmony rezonanso biojutiklius, Sie biojutikliai
yra placiai taikomi atliekant tyrimus akademinése ir pramoninése laboratorijose. PavirSiaus plazmony
rezonanso biojutikliai yra naudojami biochemijoje, fizikinéje chemijoje, biofizikoje, farmacijoje ir
daugelyje kity mokslo bei pramonés sriciy.

SPR tiria tirpale esanCios analités (ligando) ir ant jutiklio pavirSiaus imobilizuoto
biomolekulinio atpazinimo elemento (baltymo) saveika. Jis leidzia tiesiogiai nustatyti jungimosi
kinetinius parametrus, i§ kuriy termodinaminiai parametrai gali biiti kiekybiSkai jvertinti. Jeigu
baltymas yra imobilizuojamas, tai tuomet tiriamos molekulés (analités) tik mazi kiekiai yra reikalingi,
o0 tai yra didelis privalumas. Pagrindinis SPR trikumas yra tas, kad reikia imobilizuoti vieng i§
sgveikaujan¢iy molekuliy, o tai gali turéti jtakos baltymo ir ligando sgveikai.

Kadangi tyrimai, naudojantis §iuo metodu paremtais biojutikliais, yra atliekami be molekuliniy
Zymeny, pavirSiaus plazmony rezonanso spektroskopija nereikalauja fluorofory, specializuoty
reagenty (pvz.: fermento-substrato kompleksai) ar kity specifiniy Zymeny tam, kad biity iSgautas
regimosios spinduliuotés arba fluorescencinis signalas.

1983 metais pirma karta buvo eksperimentiS$kai pademonstruotas pavirSiaus plazmony
rezonanso jutikliy praktinis pritaikomumas cheminiam ir biomolekuliniam aptikimui [33]. Nuo to
laiko, pavirSiaus plazmony rezonanso (SPR) jutikliai sulauké daug démesio dél jy unikaliy galimybiy
bei savybiy (pvz.: labai didelio jautrumo) ir plataus spektro pritaikymy aplinkos stebéjimuose [34],
maisto saugumo uztikrinime [35], vandens testavime [36], skys¢iy aptikime [37], dujy aptikime [38],
biologiniuose jutikliuose [39] ir mediciningje diagnostikoje [40], iskaitant vaisty paieska ir atrankg
[41], [42], biologin] vaizdinima [43] bei cheminiy medZziagy aptikima [44], [45].

Per pastaruosius kelis deSimtmecius pavirSiaus plazmony rezonanso metodas buvo placiai
pritaikytas tiriant nekovalentines sgveikas, tokias kaip: baltymai-DNR, baltymai-lastelés, RNR-DNR,
DNR-DNR, baltymas-baltymas, baltymai-ligandai, mazos molekulés-makromolekulés (pvz.:

receptorius-inhibitorius kompleksai), baltymai-peptidai, savitvarkiy monosluoksniy sgveikos ir t.t.
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PavirSiaus plazmony rezonanso spektroskopija taip pat buvo sékmingai pritaikyta tirti placiam
spektrui molekuliniy sistemy, pavyzdziui: vakcinoms [46], DNR-vaistas [47], antikiinas—antigenas
sgveikoms [48], angliavandeniai—RNR sgveikoms [49], baltymy konformaciniams poky¢iams [50],
savitvarkiams monosluoksniams [51], baltymy-angliavandeny sgveikoms [52], terapiniy baltymy
imunogeniskumo atrankai ir patikrai [53], fosfolipidinéms pusleléms [54] ir t.t.

Atliekant tyrimus pavir§iaus plazmony rezonanso metodu, galima gauti informacija apie:
saveikos specifiskuma, jungimosi gimininguma, jungimosi kinetika (pvz.: disociacijos ir asociacijos
spartos konstantos), pasirinkty molekuliy, esan¢iy dominan¢iame méginyje, koncentracijg ir keleta
pagrindiniy termodinaminiy parametry, jskaitant entropija, entalpija bei aktyvacijos energija.

Kinetinés ir pusiausvyros jungimosi konstantos (t.y. asociacijos bei disociacijos spartos
konstantos ir jungimosi giminingumas) yra labai svarbiis parametrai, apibiidinantys baltymy-ligandy
sgveikas ir yra placiai naudojami vaisty molekuliy atrankoje ir kiirime. ISsprendus asociacijos ir
disociacijos jungimosi kinetika, pateikiamas i§samus komplekso susidarymo vaizdas. Si informacija
yra ypa¢ naudinga nustatant vaidmenj, kurj atlieka specifinés funkcinés grupés tiek taikinyje (Siuo
atveju fermente), tiek prie jo prisijungian¢iame junginyje (ligando molekuléje) jungimosi metu.

Pavyzdziui, 1.8 pav. parodytas dviejy struktiiriSkai skirtingy mazy molekuliy (ligandy),
prisijungianciy prie to paties fermento (karboanhidrazés II izoformos), matavimy rezultaty, gauty
pavirSiaus plazmony rezonanso metodu, pavyzdys. Jis atvaizduoja $iy dviejy junginiy kinetikos
skirtumg. Nors abiejy inhibitoriy jungimosi giminingumai yra beveik identiski, asociacijos ir
disociacijos kinetika skyrési net $esis kartus. Sie jungimosi funkcinio mechanizmo skirtumai biity
prarasti, jei reakcija buty tiriama tik pusiausvyra paremtais metodais.

Kinetings ir pusiausvyros jungimosi konstantos taip pat pateikia iSsamig informacijg apie tam

tikros molekulés paruoSimo aktyvuma.

SPR signalo atsakas (sant. vnt.)

0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Laikas (s) Laikas (s)

1.8 pav. Kinetiné dviejy strukturiskai susijusiy mazy molekuliy (ligandy), kurios atlieka inhibitoriy funkcija,
jungimosi prie karboanhidrazés 11 izoformos analizé naudojant ,,Biacore S51° biojutiklj, kuris yra paremtas
pavirSiaus plazmony rezonanso (SPR) metodu. Raudonos linijos rodo globalig atsako duomeny aproksimacija

1:1 saveikos modeliui (adaptuota i [55]).
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Masiy spektrometrijoje (MS) yra naudojami jvairis metodai jonizuoti junginius ar
kompleksus ir véliau iSanalizuoti jy masés ir kriivio santykj. Naujausi pokyciai ir pasiekimai MS
srityje palengvino baltymy ir ligandy sgveikos tyrimag, leisdami aptikti ir charakterizuoti atskiras
konformacines baltymy kompleksy buisenas [56].

De¢l didelio MS metodo jautrumo, tik labai mazi bandiniy kiekiai yra reikalingi. Tiriant baltymy
pagrindo amido vandenilio ir deuterio mainus, galima gauti informacijos apie ligando prisijungimo
epitopa, taiau tai labiausiai tinka didesnio giminingumo ligandams. Be to, MS yra vienas i§
nedaugelio metody, leidzianéiy tirti kompleksus dujy fazéje. Jungimosi energijos dujy fazéje ir tirpale
palyginimas gali padéti suprasti baltymy-ligandy sgveikos jégas ir, jeigu tiksliau, padéti nustatyti
solvatacijos vaidmenj molekuliniame atpazinime baltymy pavirSiuose [57].

Branduoliy magnetinis rezonansas (BMR) iSsivysté¢ | puiky metoda, kuris leidzia gauti
didelius kiekius duomeny apie tarpmolekulinius ir intramolekulinius procesus. BMR naudojimas
baltymy-ligandy sgveikoms tirti yra placiai aprasytas literatiroje [58], [59]. BMR privalumas,
lyginant su kitais metodais, yra tai, jog jis suteikia pri¢jimg prie plataus spektro eksperimenty, kurie
buvo optimizuoti jvairiais tikslais: jungimosi giminingumo ir specifiSkumo nustatymui, jungimosi
epitopy ant baltymo ir ant ligando identifikavimui ir t.t. Be to, kadangi eksperimentai atliekami su
tirpalais, galimos fiziologinés ar beveik fiziologinés salygos. Kitas BMR pranasumas yra tai, kad jis
neapsiriboja didelio giminingumo sistemomis, t.y. gali biiti taikomas tiriant labai silpnas sgveikas
(pvz.: mM diapazong), kurioms kiti metodai dazniausiai netinka [60]. BMR eksperimentai baltymy
ir ligandy saveikoms tirti skirstomi j dvi pagrindines kategorijas: arba jas tiriant i§ baltymo

perspektyvos, arba i§ ligando perspektyvos.
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1.4. Biotermodinaminiai saveiky parametrai vaisty kiirime

Jungimosi Gibso energijos pokytis (AG) yra sudarytas i§ dviejy indéliy — entalpijos (AH) ir
entropijos (AS) pokyc¢iy, remiantis sarySiu:
AG =AH —TAS (1.1)

Norint pasiekti didelj jungimosi gimininguma, reikalingas Gibso energijos entalpinio ir
entropinio indéliy (1.9 pav.) optimizavimas [61]. Kadangi baltymo ir ligando jungimasis reiskia, jog
junginys i§ vandeninés aplinkos perkeliamas j jungimosi vietg baltyme (aktyvyjj centrg), reikia
atsizvelgti | desolvatacijos energija, taip pat j vaisto molekulés ir jos taikinio sgveikos energija [21].
Visy jungimosi metu susidaranéiy ir nutriikstan¢iy sgveiky energija prisideda prie entalpijos poky¢io,
0 visi su baltymo, junginio ir tirpiklio tvarkos pasikeitimais susij¢ procesai prisideda prie entropijos
pokycio.

Gibso energijos pokytis apibiidina Gibso energijos kitimg tarp prisijungusios ir laisvos
busenos. Entalpijos pokytis jungimosi metu pirmiausia yra susijes su molekuline sgveika tarp
baltymo, ligando ir tirpiklio molekuliy, bet taip pat su konformaciniais poky¢iais ir buferinémis
reakcijomis [31]. Entalpijos pokytis atsiranda dél nekovalentiniy ry$iy susidarymo arba nutriikimo,
kai jJungimosi partneriai pereina i$ laisvos j jungimosi biiseng. Entropijos pokytis apibréziamas kaip
molekuliniy laisvés laipsniy pokytis tarp prisijungusios ir laisvos baltymo ir ligando biseny.
Jungimosi entropinio poky¢io indélj sudaro solvatacijos, konformaciniy ir transliaciniy/rotaciniy
entropijos pokyc¢iy suma (1.9 pav. (B)).

Jungimosi metu, skirtingos funkcinés grupés taip pat skirtingai prisideda prie entalpijos ir
entropijos poky€iy. Termodinaminiai indéliai ] stebimosios Gibso energijos pokyt] gali biiti
eksperimentiskai iSmatuoti izoterminés titravimo kalorimetrijos metodu, taciau Sio metodo triikumas
yra palyginti mazas tyrimy naSumas ir jam reikalingi pakankamai dideli baltymy kiekiai, todél sunku
sukaupti didelj kieki duomeny apie entropinius ir entalpinius indélius j stebimosios Gibso energijos
pokytj, kurie labai naudingi struktiiros-aktyvumo koreliacinés analizés metu. Didelio nasumo
metodai, reikalaujantys nedidelio kiekio baltymo, tokie kaip fluorescencinis terminio poslinkio
metodas, neleidzia tiesiogiai iSmatuoti ir jungimosi Gibso energijos pokyt], ir jos termodinaminius
(entalpijos ir entropijos) indélius. Tokiy metody, kurie tiesiogiai leidZia iSmatuoti termodinaminius
indélius j Gibso energijos pokytj, nasumo ir efektyvumo padidéjimas palengvinty molekulinio
atpaZinimo procesy analiz¢, pagerinty supratimg apie baltymy-ligandy sgveiky prigimtj ir palengvinty
junginiy struktiiry optimizavima siekiant palankiy jungimosi parametry.

Ligando jungimosi giminingumas su taikiniu gaunamas i$ desolvatacijos ir baltymo-ligando

sgveikos metu susidaranéiy rySiy ir dalyvaujanciy jégy indéliy balanso. Nepolinés grupés gali sudaryti
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van der Waals sgveikas su taikiniu, dél kuriy atsiranda nedideli entalpiniai indéliai, kuriy dydis
priklauso nuo junginio ir taikinio jungimosi vietos formos iSpildomumo, o polinés grupés gali
sudaryti vandenilinius rySius, kurie gali turéti didesnj indélj j jungimosi entalpijos pokytj. Tik stipriis
vandeniliniai rySiai gali nepalankig poliniy grupiy desolvatacijos entalpija ir prisidéti prie palankaus
jungimosi entalpijos indélio [21]. Ivairiy junginiy, kurie skiriasi pagal vieng funkcin¢ ir kuriy
jungimosi kompleksy kristalografinés strukttiros yra zinomos [62], [63], ITC matavimai rodo, kad
stipriis vandeniliniai rySiai gali prisidéti prie entalpinio indélio j jungimosi Gibso energijos pokyti net
iki -20 kJ/mol , o van der Waals sgveika, susijusi su metilo grupe, gali prisidéti net iki -5 kJ/mol.

Sgveika tarp vaisto molekulés ir jos taikinio taip pat gali lemti konformacinés entropijos
praradimg dél baltymy liekany ir pacios ligando molekulés struktiiros. Junginio konformacinés
entropijos praradimg galima sumazinti jvedant konformacinius apribojimus, pavyzdziui, sumazinus
strukttiriniy pakaity lankstuma. Konformaciniu pozitiriu apribotas junginys turés geresnj jungimosi
gimininguma taikiniui ir geresnj selektyvuma nei jo lankstus atitikmuo.

Kadangi skirtingos sgveikos turi skirtingus termodinaminius indélius, du junginiai, turintys
panasy gimininguma, gali turéti skirtingus selektyvumo profilius. Pagrindinis tikslas vaisty kiirime
yra maksimaliai padidinti palankia sgveika su taikiniu ir sumazinti junginio sgveika su ne taikinio
molekulémis. Molekulinés atpazinimo procesy, Kurie lemia junginiy, turiniy panasy jungimosi
gimininguma, selektyvumo skirtumus supratimas yra labai svarbus kuriant selektyvesnes vaisty
molekules. Akivaizdu, kad visos sgveikos, prisidedané¢ios prie jungimosi giminingumo, nevienodai
prisideda prie selektyvumo. Stiprus jungimasis tarp ligando ir taikinio ne tik maksimaliai padidina
van der Waalso sgveikos indélj, bet ir sumazina tikimybe, kad ligandas bus vienodai gerai prisitaikes
prie taikinio ir ne taikinio molekuliy, 0 jungimasis su netiksliniais baltymais nebus toks stiprus kaip
su taikiniu.

Yra svarbu suprasti, kaip ligandas yra atpazjstamas jungimosi vietoje baltymo aktyviajame
centre (pvz.: kokius cheminius rysius jis sudaro su baltymo aktyviuoju centru, kokios saveikos turi
didziausig jtakg biotermodinaminiams parametrams ir t.t.) ir kokios fizikocheminés priezastys leidzia
pasiekti palankius jungimosi parametrus. Toks supratimas leisty racionaliai kurti naujus ligandus,
kurie galéty biiti potencialiis nauji vaisty kandidatai, kadangi vaisty kiirimas vien tik in silico metodais
vis dar néra pasiekiamas [12]. Biotermodinaminiy indéliy j jungimosi Gibso energijos pokytj
nagrinéjimas, gali padéti suprasti molekulinio atpaZinimo procesus.

Tam labai pasitarnauja ir rentgenostruktiirinés analizés metodu nustatyty ir iSspresty
kristalografiniy baltymy ir baltymy-ligandy kompleksy struktiry duomeny bazes, tokios kaip
pavyzdziui RCSB PDB (https://www.rcsb.org/). Baltymy kristaliné¢ struktiira leidzia suprasti
skirtingy baltymy izoformy aktyviojo centro specifika, identifikuoti ertmes jungimosi vietoje ir

pasinaudojant §iuo supratimu, kurti cheminius junginius, kurie tiksliai tilpty j taikinio aktyvyjj centra
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(spynos ir rakto principas, angl. The lock and key model [64], [65]), uzpildyty aktyviojo centro ertmes
bei sudaryty sickiamus cheminius rySius. Baltymy-ligandy kompleksy kristalinés strukttros leidzia
suprasti jau esamy ligandy ir vaisty eksperimentiskai nustatytas pagrindines sgveikas su baltymo
aktyviuoju centru, ligando sgveikos su jungimosi vieta konformacijas ir t.t. Tai yra labai svarbi
informacija, kuriant naujus junginius - bandant paaiSkinti struktiiros-aktyvumo, struktaros-

afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijas ir i$ jy analizés gauta informacija.
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1.9 pav. Skirtingy autoriy pateikiamos Gibso energijos pokyc¢io termodinaminiy indéliy koncepcijos. (A)

o)

Jprastiniy termodinaminiy indéliy diagrama, nagrinéjant baltymy-ligandy sgveikas vaisty ktirimo srityje.
Palankios entalpinés saveikos (AH; zalios diagramos juosta) pirmiausia kyla dél vandeniliy rySiy ir van der
Waals sgveiky. Nepalankus entalpinis indélis atsiranda dél poliniy grupiy desolvatacijos. Palankus entropinis
indélis (TAS, raudoni stulpeliai) atsiranda dél nepoliniy ir poliniy grupiy desolvatacijos, 0 nepalankus
entropinis indelis atsiranda dél liekany struktiirizavimo baltyme arba paciame junginyje. Santrumpa: AG,
jungimosi Gibso energija (mélynas stulpelis) (adaptuota i§ [21]). (B) Pagrindiniai entalpinis (virSutiné
paveikslélio dalis) ir entropiniai (apatiné paveikslélio dalis) baltymy-ligandy jungimosi proceso Gibso
energijos indéliai. Entalpiniai indéliai pirmiausia atsiranda dél ligando ir baltymo desolvatacijos bei sudaromy
kontakty tarp ligando ir baltymo, o entropinis indélis yra susijgs su vandeniu, iSsiskirianciu j tirpiklj, bet taip
pat apima ir papildomus veiksnius, tokius kaip konformaciniai ir transliaciniai/rotaciniai laisvés laipsniai. Si

indéliy koncepcija aptarta karboanhidraziy jungimosi su ligandais kontekste (adaptuota i§ [31]).
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2. METODIKA

Duomenims apdoroti ir analizuoti naudotos kompiuterinés programos:

e PyCharm - integruota kairimo aplinka, skirta Python programavimo kalbai. Naudota Python
3.0 ir jo paketal, skirti matematinei, biofizikinei ir cheminei analizei bei moksliniy duomeny
apdorojimui ir atvaizdavimui.

e JupyterLab - interaktyvi kiirimo aplinka, padedanti valdyti uzrasus, duomenis, programinius

kodus, konfigiiruoti ir organizuoti darbo eiga.

e RDKit - atvirojo kodo cheminés informatikos programa Python aplinkoje
(https://www.rdkit.org/).
e OpenBabel 3.1.1 - atvirojo kodo cheminés informatikos programa [66]

(http://openbabel.org/wiki/Main Page).

e Jmol - atvirojo kodo Java priemoné cheminéms strukttiroms ir makromolekuléms 3D formatu

perzitréti ir dokinimo sritims valdyti (http://www.jmol.org/).

e PyMOL by Schrodinger — atvirojo kodo makromolekuliy bei junginiy struktiiry ir baltymy-

ligandy sgveiky molekulinés vizualizacijos ir analizés sistema [67] (https://pymol.org/).

e UCSF ChimeraX - molekulinés vizualizacijos ir struktirinés bei sgveiky analizés programa

[68] (https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax).

e MGLTools - programinés jrangos rinkinys, skirtas molekulinéms struktiiroms vizualizuoti ir

analizuoti bei ruosti dokinimo eksperimentus (https://ccsb.scripps.edu/mgltools/).

e AutoDock Vina — atvirojo kodo programa, skirta ligandy molekuliniam dokinimui
makromolekulése, siekiant prognozuoti ligandy saveikos su jungimosi vieta konformacijas ir

jungimosi energijas [69] (https://vina.scripps.edu/).

e DockingApp ir DockingApp RF — grafinés sgsajos programos, skirtos valdyti ir analizuoti
molekulinio dokinimo bei virtualiosios atrankos (angl. Virtual screening) eksperimentus,

atliekamus AutoDock Vina [70], [71] (http://www.computationalbiology.it/software.html).

Naudotos duomenuy bazés:

e PDB — baltymy duomeny bankas. Sioje duomeny bazéje yra publikuojamos baltymy ir jy
kompleksy su ligandais 3d struktiiros, informacija apie nustatytas struktiiras, sgveikas,

naudotus metodus (https://www.rcsb.org/).
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2.1 pav. yra pavaizduota atlikty in silico tyrimy schema. Pirmiausia buvo atrinkti junginiai
taikiniai (angl. Hit compounds) virtualiai atrankai, remiantis duomenimis apie ligandy sgveiky su CA
Il jungimosi giminingumus. Tuomet atlikta virtuali ligandy bibliotekos atranka, ieskant panasiy
junginiy struktiiry j $iuos ligandus. Atrinkti junginiai sugrupuoti koreliacinei analizei pagal struktarinj
panaSumg. Tuomet iSanalizuotos strukttros-afiniSkumo ir struktiros-selektyvumo koreliacijos,
remiantis koreliaciniais grafikais. Atliktos analizés metu identifikuotos potencialiausios koreliacijos,
kuriomis remiantis galima optimizuoti junginius siekiant pagerinti jungimosi giminingumg CA II ir
selektyvumo profilj. Remiantis gautais rezultatais ir iSvadomis i$§ koreliacinés analizés, identifikuotos
struktiiry modifikavimo galimybés ir naujos potencialios junginiy struktiiros. Galiausiai, $ios junginiy
strukttiros jvertintos molekulinio dokinimo metodu, atlikus junginiy virtualig atrankg. Nustatyti
potencialiausi junginiai, jvertinus jungimosi baltymo aktyviajame centre konformacijas ir jungimosi
energijas.

Ligandy jungimosi aktyviajame centre konformacijy jvertinimas buvo vykdomas analizuojant
kristalines CA 1I struktiiras kompleksuose su panasios struktiiros ligandais ir molekulinio dokinimo
metodu gautus baltymo-ligando kompleksus, ieskant biidy, kaip galima bty dar labiau optimizuoti
strukturas. Tokia analizé paremta supratimu apie galimas fizikochemines saveikas ir molekulinio
atpazinimo mechanizmus. Molekulinio dokinimo metu gauty prognozuojamy ligando konformacijy
aktyviajame baltymo centre analizé yra svarbesné uz vien tik prognozuojamy jungimosi energijy
nustatymg, kadangi nepaisant to, jog dokinimo metodikos sparciai tobul¢ja, taciau jungimosi energijy
nustatymo patikimumas yra diskutuotinas, o standartinés paklaidos nuo eksperimentiskai nustatyty
verciy yra palyginti didelés.

Nustatyti potencialiausi junginiai (angl. Lead compounds), juos susintetinus ir jvertinus
biofizikiniais eksperimentiniais metodais, sékmés atveju pasizyméty palankiais parametrais ir galéty
biiti potencialis kandidatai vystymui. Kitu atveju, biity sukaupta nauja imtis junginiy su
eksperimentiskai nustatytais parametrais ir jiems galima bty kartoti tyrimy schema, siekiant
optimizuoti dar labiau, kad buty gauti dideliu jungimosi giminingumu CA II pasizymintys ir
selektyvis ligandai - potencialis vaisty kandidatai.

Vis délto, reikia pabrézti, kad in silico metodai, nors ir labai sparciai tobuléja, taciau vis dar turi
daug ribotumy ir kol kas nejmanoma sukurti vaisty naudojant vien tik in silico metodus. Daznai tiriant
net ir tiikstanc¢iy ar milijony junginiy struktiiry duomeny bazes, nepavyksta rasti potencialiy vaisty
kandidaty taikiniui. Ta¢iau aprasyta in silico tyrimy schema yra paremta racionalaus vaisty krimo
principais, analizuojamos eksperimentiniy parametry struktirinés koreliacijos ir tik tuomet atliekama
virtuali atranka in silico (molekuliniu dokinimu), todél toks tyrimo principy derinimas gali leisti
pasiekti norimy rezultaty greiCiau ir efektyviau, racionaliai analizuojant palyginti nedidele imtj

struktiiriSkai panasiy junginiy (nuo keliy Simty iki keliy tiikstanciy).
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Potencialiy junginiy taikiniy (angl. Hit compounds) identifikavimas virtualiai atrankai
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Virtuali ligandy Fizikochemin¢ struktiiros-afiniSkumo (SAR) ir strukttiros-
atranka selektyvumo koreliacijy analizé
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galimybiy arba
naujy potencialiy

struktiiry L -
identifikavimas ‘ Potencialiy junginiy jvertinimas ir atranka in silico
(molekulinis dokinimas)

¥

Atrinkty potencialiausiy junginiy pasitilymas, kaip galimy kandidaty cheminei sintezei ir
eksperimentiniam jungimosi parametry jvertinimui biofizikiniais tyrimy metodais

2.1 pav. In silico tyrimy schema.

Toliau pateikiami svarbiausi pritaikyti metodai biotermodinaminiy duomeny koreliacinei
analizei, ligandy in silico atrankai ir struktirinéms jungimosi giminingumo bei selektyvumo

koreliacijoms analizuoti.

2.1. Junginiy struktiiry virtuali atranka

Tanimoto koeficientas (T) yra vienas i§ populiariausiy cheminés informatikos metody panasios
cheminés struktiiros molekuliy atrankai ligandy duomeny bazése [72], [73]. Jis buvo taikytas ir Siame
darbe, vykdant junginiy atranka pagal struktiirinj panaSumg tiriamoje ligandy bibliotekoje. Dvi
struktiros paprastai laikomos panaSiomis, jei T > 0,85. Taciau, kai kalbame apie cheminiy struktiry
panaSumag, Tanimoto koeficientas T > 0,7 taip pat yra priimtinas, kad biity galima daryti i§vadg apie

dviejy junginiy struktiirinj panasumg. Molekulé su Tanimoto koeficientu lygiu 1 yra ta pati, kurios
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atzvilgiu yra vykdoma panasiy junginiy struktiiry paieSka. Jeigu ji irgi yra analizuojamy junginiy
imtyje ligandy duomeny bazéje, programa pirmiausia suras ja, nes akivaizdu, kad ji yra panasSiausia |
save.

Toliau junginiai yra rikiuojami pagal struktiirinj panasumg ] etaloning molekule, kurios
atzvilgiu vykdoma atranka ir apskaic¢iuojamas tokio struktiirinio panaSumo koeficientas. Tanimoto
koeficientas gaunamas padalijus cheming struktiirg i chemines substruktiiras ir gaunant santykj tarp
dviejy skirtingy junginiy bendry, t.y. sutampanciy, substruktiry fragmenty ilgio (apskai¢iuojamas
tokiy fragmenty kiekis) ir viso ilgio fragmenty, kurie apima visas substruktiiras, kuriomis pasizymi
abu junginiai kartu. Taigi, Tanimoto koeficientas yra apibréziamas kaip dviejy skirtingy cheminiy
struktiry bendry (sutampanciy) substruktiiry fragmenty kiekis padalintas i§ kombinuoto substruktiiry
kiekio. Kuo didesnis $is santykis, tuo molekulé yra panasesné j ta, pagal kurig yra vykdoma atranka.

Apibendrinant, Tanimoto indeksas yra skirtas cheminiy struktiiry atrankai dideliuose junginiy
bibliotekose, skirtingy junginiy substruktiry lyginimui bei struktiirinei analizei ir patenka j intervalg
(0;1] (koeficientui artéjant i nulj, molekulé bus maziausiai pana$i | etalonine, o artéjant prie 1,
panasiausia ] molekule, kurios atzvilgiu yra vykdoma atranka).

2.2 pav. pateiktas pagal Tanimoto koeficientg tiriamoje ligandy bibliotekoje atliktos junginiy
atrankos pavyzdys, ieskant panaSiausiy junginiy struktiiry j ligando VD12-63 cheming struktiira,.
Pateikta 10 panaSiausiy junginiy struktiiry, esan¢iy ligandy bibliotekoje ir jos isrikiuotos panasumo
ligandui VD12-63 mazéjimo tvarka. Tokios atrankos tikslas — palengvinti ir automatizuoti junginiy
atrankg Koreliacinei junginiy striktiiry poky¢iy ir jy daromos jtakos jungimosi giminingumui bei
selektyvumo pokyc¢iams analizei. Tai Zzenkliai pagreitina ir palengvina paieska btidy, kaip galima bity
optimizuoti ligandy struktiirg cheminiais pakaitais, kurie galéty pagerinti atpazinima, specifiskuma,
jungimosi gimininguma ir selektyvuma norimam taikiniui. Junginiai iSrikiuoti pagal Tanimoto
indeksa mazéjimo tvarka (i§ kairés j deSing). Zemiau cheminiy struktiiry pateikti junginiy
pavadinimai ir Tanimoto indeksai VD12-63 junginio atzvilgiu. Junginys su Tanimoto indeksu lygiu

1 yra tas pats VD12-63 ligandas, kurio atzvilgiu yra vykdoma atranka.
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2.2 pav. Pavyzdys programa pagal Tanimoto koeficientg atliktos junginiy paieSkos ir atrankos ligandy

bibliotekoje, ieSkant panasSiausiy junginiy struktiiry j ligando (VD12-63) visy kity izoformy atzvilgiu struktiira.

Junginiy atranka (angl. Virtual screening) didelése duomeny bibliotekose cheminés
informatikos metodais galima vykdyti ne tik pagal jvairius panasumo indeksus (angl. Similarity
search), taciau ir pagal junginiy pavadinimus, molekuling mase, atominius skai¢ius, valentinguma,
pasiskirstymo koeficienta (log P, siekiant analizuoti tirpuma, kuris taip pat labai svarbus
potencialiems vaisty kandidatams) ir daug kity parametry, kuriuos automatiskai apskaiciuoti galima
naudojantis cheminés informatikos programiniais paketais.

Pasinaudojant cheminés informatikos programos RDKit paketu Python aplinkoje buvo parasyta
programos kodas cheminiy struktiiry paieskai bei atrankai tiriamoje ligandy bibliotekoje ir junginiy
strukt@iriniams panasumams bei skirtumams analizuoti ir atvaizduoti. Taip pat programos kodas
papildytas kitais fragmentais, siekiant automatizuotai papildyti eksperimentinius biotermodinaminius
junginiy saveiky su karboanhidraziy izoformomis duomenis (fluorescenciniu terminio poslinkio
metodu nustatytas jungimosi konstantas ir stebimosios Gibso energijos pokytj) teoriniais duomenimis
apie pacias junginiy chemines struktiiras, tokiais kaip: junginio molekuliné masé, atominis skaicius,
pasiskirstymo koeficientas (log P) ir pan. Pagal Siuos ir biotermodinaminius parametrus taip pat
galima atlikti virtualig ligandy bibliotekos atrankg.

Taip pat pritaikytas programos kodas atvaizduoti tiriamos ligandy bibliotekos sulfonamidiniy
junginiy chemines struktiiras, kaip interaktyvy cheminiy struktiiry tarpusavio panaSumo Zemélapj
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(2.3 pav.), pasinaudojant RDKIit ir Kitais programiniais paketais Python aplinkoje. Tai palengvina
struktiiry tarpusavio lyginima. Kiekvienas taskas zemelapyje Zymi tam tikra junginj, o arti vienas kito
esantys taskai — panaSiausius vienas ] kitg junginius. Persiklojantys taskai Zymi labai vienas ] kita
panasius junginius, jie yra rySkesnés mélynos spalvos Siame cheminiy struktiiry zemélapyje. Kaip
pavyzdys pateiktos dvi cheminés struktiiros E94 ir E11-28, kurias parodo §is Zzemélapis viename i
persiklojanéiy tasky. Sie junginiai yra labai panasis ir skiriasi tik tuo, jog viename pakaitas yra

benzensulfonamido meta padétyje, o kitame junginyje — para pozicijoje.

Interacive Simda fy map of Sulfonamide b awd lig ands

O

E94

EN28

2.3 pav. Interaktyvus sulfonamidiniy ligandy struktiiry tarpusavio panasumo zemélapis, skirtas analizuoti

ligandy bibliotekoje esan¢ias chemines struktaras.

2.2. Molekuliy struktiiry panasumo Zemélapiai ir automatizuotas pakaity
Zyméjimas

Junginiy struktiry panasumo Zemeélapiai yra vienas i§ metody, naudojamy cheminéje
informatikoje, skirtas atvaizduoti molekuliy tarpusavio panasumus ir skirtumus. Yra sugalvota daug
jvairiausiy buidy, kaip skaidyti molekules j fragmentus ir substruktiiras, siekiant automatizuoti jy
atrankg bei struktiiriniy panaSumy ir skirtumy palyginima.Tokio palyginimo prasmé molekulinés
biofizikos tyrimuose yra palengvinti koreliacing junginiy struktiiriniy poky¢iy ir biotermodinaminiy
parametry tarpusavio priklausomybés analizg.

Molekuliy struktiiry panasumo zemeélapiai ir jy panaudojimas RDKit yra i§samiai apraSytas [74]
publikacijos autoriy. Siekiant pritaikyti Siuos cheminiy struktiiry panaSumo Zemeélapius, paraSytas

33



trumpas Python programinis kodas RDKit aplinkoje skirtas atvaizduoti tiriamos ligandy bibliotekos

sulfonamidiniy junginiy chemines struktiiras $iuo metodu (2.4 pav.).

VD12-63
Tanimoto indeksas: 1 VD10-12

VD11-61 VD10-21a

VD10-35 VD11-49
Tanimoto indeksas: 0.48 Tanimoto indeksas: 0.47

2.4 pav. Molekuliy struktiirinio panasumo Zemélapiy pavyzdys, gautas lyginant jy chemines struktiiras su
etalonine molekule (VD12-63), kurios atzvilgiu vykdyta struktiiriné analizé. Tanimoto indeksas nurodo
kiekvienos i$ §iy molekuliy struktiirinj panasumg j VD12-63 (Zalia spalva pazyméti sutampantys struktiiry

fragmentai (substruktiiros), o rausva spalva — nesutampantys su etalonine molekule fragmentai).

Tokios cheminiy struktiiry analizés tikslas yra cheminiy struktiiry optimizavimas siekiant
pagerinti potencialiy vaisty kandidaty (atrinkty ligandy) jungimosi biotermodinaminius parametrus,
afinisSkumga bei atrankuma taikiniui ir tai yra labai svarbi vaisty kirimo proceso dalis ir fundamentinis

Ivairtis cheminés informatikos metodai gali palengvinti ir gerokai pagreitinti §] procesa,
automatizuojant visg kelig iki pat koreliacinés analizés. Koreliacinés analizés metu siekiama
pastebéti, kokie cheminiai pakaitai ir jy padétys molekuléje, funkcinés grupés, net jvesti pavieniai
atomai, galéty padéti gauti palankiais biotermodinaminiais parametrais pasizymintj, selektyvy,
stipriai su taikiniu besijungiantj ir specifiSkumu izofermentui pasizymintj ligandg. Tam, kad
palengvinti pakaity Zyméjima koreliacinei analizei, pasinaudojant Python paketais ir RDKit cheminés
informatikos programa Python aplinkoje, buvo paraSytas programinis kodas, kuris leidzia
automatizuotai iSryskinti pakaitus skirtingomis spalvomis benzensulfonamido orto, meta ir para

padétyse. Sis automatizuotas pakaity Zyméjimas buvo panaudotas darbo rezultatuose analizuojamose
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koreliaciniuose strukttros-afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo grafikuose ir junginiy, kurie buvo

analizuoti molekulinio dokinimo metodu, cheminiu struktiiry atvaizdavimui.

2.3. Koreliaciniai zemélapiai ir grafikai

Koreliaciniai zemélapiai ir grafikai yra naudojami strukttros-aktyvumo koreliacijy (SAR)
analizei ir norint optimizuoti chemines struktiiras selektyvumo, jungimosi giminingumo ir kity
biotermodinaminiy parametry pagerinimui. Viena i$ strategijy, kuria galima biity vadovautis sudarant
tokius koreliacinius zemélapius ir aspektai, j kuriuos reikéty atsizvelgti, yra iSsamiai aptarti Su
praktiniais pavyzdziais [75] autoriy.

Molekuliy strukttirinio panaSumo Zemélapiai ir automatizuotas pakaity zyméjimas gali buti
puikas jrankiai, papildantis koreliacinius zemélapius ir grafikus bei iSrySkinantis cheminiy struktiiry
poky¢ius, kurie gali lemti jungimosi giminingumo ir selektyvumo taikinio baltymui poky¢ius. Tokie
struktiriniy pakaity identifikavimo bei Zyméjimo metodai gali sutaupyti daug laiko vykdant
koreliacine analizg, automatizuojant vieng is jos etapy.

Koreliaciniai zemélapiai ir grafikai yra sudaromi labai panagiais principais. Siame darbe
pasirinkta naudoti koreliacines diagramas, kadangi tai yra patogiausias budas analizuoti Gibso
energijos pokycio koreliacing priklausomybe nuo junginiy cheminiy struktiiry pokyciy.

Pagrindiniai koreliaciniy grafiky sudarymo principai:

e Koreliaciniuose grafikuose turi atsispindéti struktiiriniai poky¢€iai tarp skirtingy junginiy,

tode¢l labai palengvina pakaity tarp gretimy molekuliy koreliaciniame grafike iSrySkinimas.
Strategija yra arba iSrySkinti sutampancius fragmentus tarp gretimy junginiy
koreliaciniame grafike, arba tuos, kurie skiriasi (t.y. struktiirinius pakaitus).

e Tarpusavyje lyginami junginiai koreliacijos grafike yra parenkami taip, kad bty
pakankamai didelio panasumo, jog aiskiai i$ryskéty molekuliy pagrindai, kurie tarpusavyje
sutampa ir strukttriniai pakaitai, kuriais molekulés skiriasi. DidZiausig prasme turi
biotermodinaminiy sgveikos su baltymu parametry priklausomybés nuo nedideliy
chemings struktiiros pokyCiy analizé¢ (e.g. vienas atomas, funkciné grupé, pakaitas),
kadangi tai padeda lengviau suprasti biotermodinaminiy parametry kitimo priezastis bei tai
lemiangias fizikochemines sgveikas.

e Junginiy pavadinimai ir cheminés struktiiros, su iSryskintais pakaitais, pateikiamos vienoje
grafiko asyje, o selektyvumo arba biotermodinaminiy parametry duomenys yra pateikiami
kitoje grafiko asyje. Koreliaciniame grafike pateikiami biotermodinaminiai duomenys gali
biti: jungimosi arba disociacijos konstantos, entropijos, entalpijos arba Gibso energijy

poky¢iai, selektyvumo parametrai (santykis tarp taikinio ir ne taikinio jungimosi konstanty
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ar disociacijos konstanty arba Gibso energijy poky¢io (AG) skirtumas (AAG) tarp taikinio
ir ne taikinio izoformy) ir t.t.

e Kaoreliaciniame grafike vienu metu gali bati pateikiami keli biotermodinaminiai parametrai
ir analizuojama jy priklausomybé nuo struktiiriniy pokyc¢iy, pvz.: atvaizduojama Gibso
energijos pokycio priklausomybé ir entropijos bei entalpijos pokyCiy indéliy
priklausomybé (AG = AH — TAS).

Pagrindinis $iais principais sudaryto koreliacinio grafiko analizés tikslas yra identifikuoti, kaip
nedideli junginiy struktariniai poky¢iai daro jtaka konkretiems biotermodinaminiams parametrams ir
suprasti to fizikochemines priezastis, 0 tuomet atrinkti strukttrinius pakaitus, kurie integruoti ]
sutampanc¢ius junginiy cheminiy struktiry fragmentus yra turi didziausig vertg¢ ir pagerina

biotermodinaminius parametrus, jungimosi gimininguma ar selektyvuma.

2.4. Ligandy selektyvumo baltymui jvertinimas

Selektyvumas tai yra palyginamasis parametras, parodantis Kiek stipriau ligandas jungiasi prie
taikinio baltymo atzvilgiu ne taikinio. Egzistuoja du pagrindiniai biidai, norint jvertinti junginio
selektyvuma taikiniui (misy atveju fermento karboanhidrazés 1l izoformai kity izoformy atzvilgiu):

e Gibso energijy pokycio (AG) skirtumas (AAG) tarp taikinio ir ne taikinio izoformy. Kuo
neigiamesnis skirtumas, tuo didesnis selektyvumas taikinio atzvilgiu. Jeigu skirtumas
teigiamas, junginys yra visiSkai neselektyvus taikiniui konkrecios ne taikinio izoformos
atzvilgiu.

e Jungimosi konstantos (Kp) arba disociacijos konstantos (Kq) santykis tarp taikinio ir ne

taikinio izoformy. Kuo didesnis santykis, tuo junginys selektyvesnis taikiniui.

Jungimosi konstanty lyginimo atveju, selektyvumas iSreiSkiamas kartais (kiek karty stipriau
jungiasi prie taikinio nei prie konkre¢iy ne taikinio izoformy). Gibso energijos pokyc¢io lyginimo
atveju, apytiksliai -6 kJ/mol jungimosi giminingumo skirtumas tarp taikinio ir ne taikinio izoformy
(jeigu eksperimentai atlikti fiziologinéje 37°C temperatiiroje) rodo, jog junginys prie taikinio baltymo
jungiasi apytiksliai 10 karty stipriau nei prie ne taikinio (-12 kJ/mol atveju apytiksliai 100 karty ir
t.t).
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2.5. Molekulinio dokinimo metodika ir protokolas

Bioinformatikos metodai, tokie kaip molekulinis dokinimas, kuris leidzia prognozuoti ligandy
jungimosi su aktyviuoju baltymo centru konformacijas ir jungimosi energetikg ir fizikiniai
modeliavimo metodai (pavyzdziui molekulinés dinamikos simuliacijos) leidzia jvertinti pagal
struktiros-afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy analizés rezultatus naujai sugalvoty
cheminiy struktiiry jungimosi specifika ir prognozuoti jungimosi giminingumga taikiniui. Tokiu biidu
galima atrinkti potencialiausius naujai sugalvotus junginius ir tik tuomet juos sitlyti cheminei
sintezei. Toliau susintetinty junginiy biotermodinaminiai parametrai jvertinami jvairiais biofizikiniais
metodais, tokiais kaip: fluorescencinis terminio poslinkio metodas, izoterminé titravimo

kalorimetrija, pavirSiaus plazmony rezonansas ir kt.

Baltymo paruosimas

Pirmiausia baltymo (hCAII) kristalografinés struktiiros aukstos rezoliucijos (0.9 angstremai)

pdb  formato failas buvo gautas i§ baltymy duomeny banko (RCSB PDB:

https://www.rcsb.org/structure/3KS3). Pirminé Sios struktiiros publikacija pateikiama [76]. Tuomet

del tikslumo pasirinkta MGLTools programinio paketo pagalba konvertuoti baltyma j dokinimui
skirto formato failg .pdbqt. Prie§ atliekant konvertavimg buvo panaikintos vandens molekulés,
kadangi tos vandens molekulés, kurios yra baltymo aktyviajame centre ar jo jéjime gali daryti jtaka
molekulinio dokinimo prognozuojamoms konformacijoms ir jungimosi energijoms, dé¢l
atsirandancios papildomy sgveiky galimybiy dél vandeniliniy rySiy. Tuo atveju, jei tai biity baltymo-
ligando komplekso kristalografiné struktiira, taip pat buity panaikintas komplekse esantis ligandas.
Tuomet jvykdyta patikra dél trukstamy atomy strukttiroje. Tuose aminoriig§¢iy liekanose, kuriose
buvo trukstamy atomy, pasirinkta, jog programa sumodelivoty ir papildyty baltymo struktiirg
trikstamais atomais. Paskutinis zingsnis buvo pridéti polinius vandenilius ir Kollman kravius [77].

Paruosta baltymo struktiira i§saugota .pdbqt formatu dokinimui.

Ligandy paruosimas virtualiai atrankai

Remiantis koreliacijy analizés rezultatais ir iSvadomis, buvo pasirinkti junginiy farmakoforai ir
juose jvedami pakaitai. Junginiy strukttros iSsaugotos SMILES formatu ir OpenBabel programa
automatiSkai konvertuotos j 3d formatg .pdb (t.y. sugeneruotos atsitiktinés 3d atomy koordinatés ir
pridéti vandeniliai (nustatymas: pH 7.4)). Molekulinio dokinimo metu automatiskai pridéti Gasteiger

kraiviai [78], [79] ir kiti biitini parametrai dokinimui.
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Molekulinio dokinimo eksperimento konfigiiracijos paruosimas

DockingApp yra atvirojo kodo grafinés sasajos programa, skirta lengviau valdyti AutoDock
Vina molekulinio dokinimo eksperimentus [70]. Jos publikacijoje detaliai aprasyti naudojami
molekulinio dokinimo protokolai. AutoDock Vina publikacijoje galima detaliai susipazinti su
dokinimui naudojamu jégy lauku, indéliais | nustatomg prognozuojama jungimosi energijg ir
jvertinimo funkcijomis (angl. Scoring functions). Ta pati, kg atlicka DockingApp, galima atlikti ir
komandingje eilutéje, ta¢iau DockingApp privalumas yra tai, jog ji palengvina dokinimo srities
apsibrézima, i$ karto vizualizuoja gautus rezultatus Jmol aplinkoje ir duoda apibendrintus rezultatus,
kuriuos galima analizuoti ir atskirai. Siuos rezultatus galima toliau analizuoti PyMOL ir UCSF
ChimeraX programomis, taciau DockingApp yra patogi tuo, jog yra galimybé¢ identifikuoti trikumus
i§ karto pasibaigus dokinimui ir nuspresti, ar reikia kartoti dokinimo procedira, keisti parametry
konfiguracijg ir t.t. Be to yra galimybé dokinti po vieng ligandg arba didel; kiekj i§ karto, pasirenkant
virtualig atrankg ir tiesiog nurodant ligandy duomeny bazés aplanka.

Taigi, prie§ pradedant dokinimo tyrimg, pirmiausia buvo pasirinkta kontrolé — hCAII
komplekso su E2 ligandu kristalografine struktiira (https://www.rcsb.org/structure/3m98). Sis
ligandas yra susintetintas Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje ir Zinoma jo eksperimentiné
jungimosi Gibso energija su CAll. Tuomet sukonfiguruoti molekulinio dokinimo parametrai siekiant
atkurti kaip jmanoma artimesnes ligando jungimosi konformacijas eksperimentiSkai nustatytam
baltymo — ligando kompleksui. Dokinimo sritis buvo apsibrézta remiantis aktyviajame centre
esanc¢iomis aminortigs¢iy liekanomis (nurodytos cinko jong koordinuojancios ir hidrofilinés bei
hidrofobinés aktyviojo centro sri¢iy aminortigstys).

Molekulinis dokinimas, kada fermento aktyvigjame centre yra metalo jonas, Siuo atveju
konkre¢iai cinko jonas (Zn?*), néra toks trivialus, kadangi ruoSiant baltyma dokinimo
eksperimentams, metaly jonams automatiskai kriiviai nepridedami. Prie$ pradedant eksperimenta,
buvo atskirai apsibréztas kriivis cinko jonui. Galimy sprendimy yra jvairiy, tac¢iau dokinimas su
baltymais, turinCiais metalo jonus, Vis dar iSlicka pakankamai sudétingas. Dokinimo su tokio tipo
baltymais problematika yra iSsamiai aptarta [80]. Spresti Sig problemg kuriami jvairiis modeliai ir
tobulinami jégy laukai. Vienas i§ tokiy modeliy detaliai aprasytas [81]. Autoriai sukiiré ir pritaiké
specialiai tam skirta Autodock4Zn jégy lauka, siekiant spresti §ig problemg. Jis yra jtrauktas |
AutodockTools paketg ir galima juo naudotis atlickant molekulinj dokinimg su baltymais, turin¢iais
metalo jong aktyviajame centre, taciau remiantis [82] palyginamaja dokinimo programy publikacija,
buvo pasirinkta naudoti AutoDock Vina, dél jos palyginti gero jungimosi konformacijy nustatymo

tikslumo.
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Verta atkreipti démesj, jog AutoDock Vina nurodomos standartinés jungimosi energijos
prognozavimo paklaidos nuo eksperimentiskai nustatyty jungimosi energijy yra gautos remiantis [57]
pateikiamais duomenimis. Autoriai atliko molekulinio dokinimo eksperimentus su didele baltymo-
ligandy kompleksy imtimi, kuriems yra zinomos nustatytos eksperimentinés jungimosi energijos ir
lygino jas su molekulinio dokinimo metu gautomis energijomis. Nustatyta standartiné AutodockVina
paklaida nuo eksperimentiniy ver¢iy buvo 2.85 kcal/mol [69] ir anot autoriy, tai palyginti maza
standartiné paklaida dokinimo eksperimentams. Tam, kad tai pagristy jie palygino AutodockVina su
jprasta Autodock programa (1.11 pav.). Siame grafike matosi, jog AutodockVina tiksliau nustato
jungimosi konformacijas, o to priezastis yra, jog AutodockVina geriau nustato teisingas

konformacijas junginiams su didesniais kiekiais aktyviy rotaciniy jungciy.
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1.11 pav. Eksperimentiné ir prognozuojama laisvoji jungimosi energija (kcal/mol) (a) AutoDock, (b) Vina.
Pridéta legenda rodo aktyviy rotaciniy jungéiy liganduose skaiciy (adaptuota i$ [69]).
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3. DARBO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe yra pateikiamas sulfonamidiniy ligandy molekulinio atpazinimo, jungimosi
giminingumo ir selektyvumo CA Il izoformai tyrimas. Analizuojami biotermodinaminiy parametry
duomenys yra gauti i§ Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriuje
sukurtos, vystomos ir tiriamos ligandy bibliotekos, kurios didel¢ dalj sudaro sulfonamidiniai
junginiai. Siame skyriuje gaminami taikiniai - rekombinantinés karboanhidrazés, sintetinami ligandai
su tikslu rasti atrankius slopiklius Siems taikiniams ir atlickami molekulinés biofizikos tyrimai,
siekiant iSmatuoti ligandy sgveikos su karboanhidrazémis biotermodinaminius, kinetinius bei
struktiirinius parametrus ir jvertinti parametry bei junginiy strukttiry koreliacijas, siekiant optimizuoti
junginius ir sukurti naujus potencialius ligandus.

Didzioji dalis analizuoty sgveiky jungimosi giminingumo duomeny, taip pat kai kurie Kiti
biotermodinaminiai parametrai (stebimyjy jungimosi entalpijos ir entropijos pokyciai, tikrosios
(intrinsinés) jungimosi biotermodinaminiy parametry vertés) yra publikuoti [12] straipsnyje. Visi
analizuojami biotermodinaminiai parametrai yra nustatyti fluorescenciniu terminio poslinkio metodu
ties 37°C temperatiira (pH 7.0).

Vienas i§ svarbiausiy pirminiy vaisty kiirimo etapy uzdaviniy — identifikuoti selektyvius,
specifiskumu bei jungimosi stiprumu taikiniui pasizyminéius junginius — ligandus, kurie galéty tapti
potencialiy naujy vaisty kandidaty pirmtakais (angl. Lead-compounds), ta¢iau tik nedidelé tokiy
junginiy dalis praeina tolesnius vaisty kiirimo etapus.

3.1 pav. pateikti prieinamy ir taikomy gydyme (dazniausiai kaip diuretikai arba
antiglaukominiai preparatai) CA Il slopinimo aktyvumu pasizymin¢iy sulfonamidiniy junginiy
pavyzdziai. Siuo metu taikomy CA II inhibitoriy problema yra biitent tai, kad nors kai kurie i§ jy ir
pasizymi palyginti dideliu jungimosi giminingumu, taciau jie néra selektyvis biitent CA II izoformai
visy kity izoformy atzvilgiu arba inhibuoja kelias izoformas ir todél pasizymi tik daliniu selektyvumo
profiliu CA Il. Dél Sios priezasties yra labai aktualu atrasti selektyvius CA II inhibitorius atzvilgiu
visoms 11 izoformy, siekiant pagerinti potencialaus vaisto efektyvuma ir sumazinti Salutiniy efekty
rizika. I8 tikryjy, ligandy sgveiky su karboanhidrazémis tyrimy tikslas idealiu atveju turéti selektyvius
ir stipriai besijungianéius inhibitorius visoms 12 Zmogaus karboanhidraziy izoformy, kadangi apie
didziaja dalj izoformy jau yra zinomos Su jomis siejamos ligos, identifikuoti Siy ligy molekuliniai
mechanizmai arba bent jau jy modeliai. Maziausiai yra zinoma apie CA III ir jos reikSme, taCiau tai
ir maziausiu katalitiniu aktyvumu i$ visy izoformy pasizyminti karboanhidraze, todél saveiky su ja
tyrimai yra sudétingi.

Remiantis 3.1 lentel¢je pateiktais duomenimis, gautais i$ tiriamos ligandy bibliotekos, apie 3.1
pav. pateikty pavyzdiniy CA II slopinimo aktyvumu pasizymin¢iy ligandy jungimosi giminingumus
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ir selektyvumo CA 11 profilius, galima aiSkiai pastebéti medicinoje naudojamy CA II inhibitoriy
selektyvumo problemg. Nei vienas i§ pavyzdyje pateikty medicinoje naudojamy CA II slopikliy neturi
pilno selektyvumo profilio CA II atzvilgiu visy kity izofermenty. DidZiausiu jungimosi giminingumu
CA 1I i8 8iy keturiy junginiy pasizymi brinzolamidas, o maziausiu acetazolamidas (-43,5 kJ/mol).
Acetazolamido jungimosi giminingumas su CA 1l yra ties riba tarp mikromolinio ir nanomolinio
ligando (jeigu nagrinétume disociacijos konstantas), o tai yra palyginti silpnas jungimasis
potencialiam vaistui, kuris turéty buti bent jau nanomolinis, 0 idealiy ir potencialiausiy inhibitoriy
atveju patekti ] pikomoliniy ligandy intervalg. Be to, acetazolamidas i§ Siy keturiy junginiy turi ir
blogiausig selektyvumo CA II profilj (AZM jungiasi vienodai stipriai prie beveik visy izoformy).

Palankiausiu selektyvumo profiliu CA Il i§ S$iy junginiy pasizymi dorzolamidas ir
brinzolamidas, jie taip pat turi ir didelj jungimosi gimininguma su CA |1, taciau ir jie néra selektyviis
visy izoformy atzvilgiu. Dorzolamidas, kaip ir brinzolomidas, néra selektyvus CA 1II atzvilgiu CA
VII, CA IX ir CA XIV.

Taigi, siekis yra pasiekti kuo geresnj selektyvumo profilj konkreciai karboanhidrazei visy kity

izofermenty, kurie yra struktiiriSkai labai panasus, atzvilgiu.

3.1 lentelé. Medicinoje naudojamy vaisty su CA II slopinimo aktyvumu pavyzdziai ir jy sgveikos jungimosi
giminingumai bei selektyvumo CA Il profiliai atzvilgiu kiekvienos i§ 11 CA izoformy (AZM -
acetazolamidas, BZM - brinzolamidas, DZM — dorzolamidas, EZA — etokszolamidas). Skirtingos spalvos
lenteléje rodo, kaip konkretus slopiklis selektyviai jungiasi prie CA II atzvilgiu kiekvienos i§ izoformy. Kuo

rySkesné Zalia spalva, tuo selektyvumas atzvilgiu konkrecios izoformos didesnis (AAG verté neigiamesné).

Junginys AGgys, kJ/mol Selektyvumas CA II atzvilgiu kiekvienos i§ 11 CA izoformy (AAG, kJ/mol)
CAll CAl [ cAamJcailv [caAvA[cAvVB]| cAvlI [cAavi] cAIX | cAXII [ CAXII|CAXIV
AZM -43.5 -101 174 -16 7.4 2.9 -4.0 33 2.0 2.6 -1.4 0.7
EZA -52.8 -6.6 214  -107  -78 -4.9 -8.4 19 -1.0 -104  -7.0 53
BZM -59.0 -196  -240 -122 233 82 -19.1 08 -4.9 -9.4 -8.2 -2.0
DZM -56.1 -226 236 -105 | 271 -110  -164 03 -3.9 -8.7 -8.7 -2.0

gk L

AZM BZM DZM EZA
3.1 pav. Medicinoje naudojamy vaisty su CA II slopinimo aktyvumu cheminiy struktiry pavyzdziai. Po
cheminémis struktiromis nurodyti junginiy pavadinimy sutrumpinimai (AZM - acetazolamidas, BZM —

brinzolamidas, DZM - dorzolamidas, EZA — etokszolamidas).
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3.1. Atrinkti sulfonamidiniai junginiai, pasizymintys didZiausiu jungimosi
giminingumu CA 11 atzvilgiu

I§ sulfonamidiniy junginiy bibliotekos buvo atrinkti 20 didziausiu jungimosi giminingumu CA
II atzvilgiu pasizyminéiy junginiy. Tai padéjo apsibrézti potencialiausius junginius taikinius (angl.
Hit compounds) ir pagal juos - cheminiy struktiiry sritis, nuo kuriy reikéty pradéti panasiy cheminiy
struktliry virtualig atranka ir jy struktiiros-afiniSkumo koreliacijy analize. 3.2 pav. pateiktos Siy
junginiy struktaros, iSrikiuotos mazéjimo tvarka pradedant nuo didZiausiu jungimosi giminingumu
pasizymincio ligando VD10-49. 3.2 lenteléje yra pateikti $iy junginiy selektyvumo CA Il profiliai
atzvilgiu kiekvienos 1§ 11 CA izoformy. Junginiy laboratoriniuose pavadinimuose raidés (pvz.: VD,
EA, E) zymi vieno ar keliy autoriy, kurie susintetino Siuos junginius, inicialus. Nors visi 3.2 lentel¢je
pateikti junginiai pasizymi palyginti stipriu jungimusi su CA II, tadiau nei vienas neturi pilno
selektyvumo CA II profilio, t.y. yra tik dalinai selektyviis CA II atZvilgiu kai kurioms 1§ izoformy.
Taigi, susiduriama su ta pacia problema, kaip ir anksciau aptarty medicinoje naudojamy CA Il
slopinimo aktyvumu pasizyminciy vaisty atveju, kai selektyvumo profilis yra dalinis.

CA III yra maziausiai katalitiSkai aktyvi karboanhidraze, jos biotermodinaminius duomenis yra
sunkiausia i$matuoti i§ visy izoformy ir jos funkciné reik§mé néra iki galo suprasta, todél ji néra tokia
aktuali ir lentelése bei koreliacinése diagramose daug kur triiksta iSmatuoty jos jungimosi su
sulfonamidiniais ligandais duomeny.

Tyrimo metu buvo nustatyta, kad CA Il néra budinga stipri sgveika su sulfonamidiniais
junginiais, kadangi tik ~22 % visy tirty junginiy ligandy bibliotekoje Kq yra mazesnés nei 10 nM. Tai
reiskia, jog tik mazdaug penktadalis sulfonamidiniy junginiy siekia nanomolinj ligando jungimosi
stipruma, reikalingg potencialiam vaisty kandidatui.

Norint 1§ 3.2 lentelés suzinoti konkretaus ligando jungimosi giminingumg su kiekvienu
karboanhidrazés izofermentu, reikia i§ CA II jungimosi giminingumo AGeps (kJ/mol) atimti
selektyvumg AAG (kJ/mol) atzvilgiu konkretaus izofermento, kadangi vienas i§ selektyvumo

apibrézimy yra jungimosi Gibso energijos poky¢io skirtumas tarp taikinio ir ne taikinio izoformos.
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3.2 pav. 20 junginiy, pasizyminciy didziausiu jungimosi su CA II giminingumu, atrinkty i$ tiriamos ligandy
bibliotekos panaudojant pritaikytus cheminés informatikos metodus. Struktiiros isrikiuotos jungimosi
giminingumo mazéjimo tvarka (i$ kairés j deSing, pradedant VD10-49 junginiu, pasizyminciu didZiausiu

jungimosi giminingumu CA 11). Po cheminémis struktiiromis nurodyti junginiy pavadinimai.
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3.2 lentelé. Atrinkty didZiausiu jungimosi giminingumu CA Il pasizyminéiy junginiy, esanciy ligandy
bibliotekoje, selektyvumo CA II profiliai atzvilgiu kiekvienos i$ 11 CA izoformy (Selektyvumas apskaiciuotas
kaip stebimyjy Gibso energijy poky¢iy skirtumas tarp taikinio izoformos ir visy kity izoformy, matuojamas
kJ/mol). Skirtingos spalvos lenteléje rodo, kaip konkretus inhibitorius selektyviai jungiasi prie CA II atzvilgiu
kiekvienos i8 izoformy. Kuo rySkesné zalia spalva, tuo selektyvumas atzvilgiu konkrecios izoformos didesnis
(AAG verté neigiamesné). Salia selektyvumo CA II profiliy, nurodytas konkretaus junginio jungimosi

giminingumas CA 1I.

Junginys AGgys, kJ/mol Selektyvumas CA II atzvilgiu kiekvienos i§ 11 CA izoformy (AAG, kJ/mol)
CAll CAl [ canrJcaiv [cava]cavB]| cavi [cavi] caix [ caxil | caxii]|cAaxiv
VD10-49|  -545 1.2 ND 181 147 -29 147 288 5.3 -13.4 19 0.7
EA2-20 -53.7 131 212 -86 -17.4 -7 -10.6 17 -3.4 -8.3 -4.7 0.1
EA10-30| 534 136 214 -139 -16 -1.6 -12 -0.3 0.5 5.2 -6.8 2.1
EA4-30 -53.3 177 267 ND 186 6.1 183 08 1.2 -5.4 -10 -4
EA10-20| 529 111 185 -84 -84 52 111 4.4 0.1 -3.9 -6.7 -0.4
vD11-10]  -528 42 ND 196 -122 ND 122 0 74 -106 3 5.9
VD11-15]  -5238 -113 ND 178 -154 -3 -8.9 -1.8 -3.8 124 35 -3
EA5-30 -52.5 172 R 7.7 -18 0.6 -13.9 21 31 -15 -4.2 0.6
EA10-3 -52.5 105 -207  -106  -12.4 0 -13 -1.6 0.6 0.9 -9.2 0.3
VD12-47| 522 7.1 ND 161 -114 12 -14.2 12 -6 -8.9 12 -1.9
vD12-13][ 521 31 ND 138 187 04 ND 31 -4.9 -117 37 -3.6
VD11-9 -52.1 43 ND -16 123 2.8 -14.1 18 -3.2 9.9 47 0.4
vD11-25] 521 -15.4 ND 129 -156 31 -8.8 5.2 17 -9.5 -2.8 ND
EA5-5 -51.6 -17 -23.7 ND 131 08 149 -18 1.2 0.9 -5.9 -3.3
EA5-3 -51.0 -13 o e -13 -3.1 -136 4.1 2.9 42 5.9 0.6
EA8-30 -50.9 -17.7 -23 -7.6 125 55 -14.2 0.1 25 -5.2 -7.6 -0.2
E11-44 -50.8 -0.5 276 -155 -147  -141  -193 05 -3.4 -9.6 0.2 -15
E11-52 -50.7 -2.8 -28.7 -15 151 192 -16 -2.8 -8.3 105 22 -3.3
EA5-4 -50.7 166~ -287 ND 127 -35 136 -16 -0.4 05 -8.3 -3.4
E11-54 -50.3 1.8 283 146 129 129 227 08 -3.4 .7 -2.6 -3.2

*ND — nenustatyta verte.

3.2. Koreliacijy tarp ligandy cheminiy struktiiry ir jungimosi
biotermodinamikos analizé

Racionalaus vaisty kiirimo tikslas yra sukurti mazas molekules naudojantis kiekybiniais
metodais, kuriais siekiama optimizuoti jungimosi gimininguma [12]. Tai yra vienas i§ fundamentiniy
molekulinés biofizikos klausimy. Tokie metodai turéty padéti pagerinti junginiy, kurie specifiskai,
selektyviai, griZztamai ir su dideliu jungimosi giminingumu jungiasi prie taikinio baltymo. Kadangi
dar néra jmanoma i$vystyti tokius junginius vien tik naudojantis in silico metodais, dél jvairiy $iy
metody ribotumo ir supratimo apie molekulinio atpazinimo procesus trikumo, todél potencialiausi
vaisty kandidatai atrandami atliekant didelio nasumo ligandy ir jy sgveikos su baltymais duombaziy
virtualig atranka. Tokia atranka leidzia identifikuoti palankiomis sgvybémis pasizymincius tikslinius
junginius (angl. Hit compounds) ir j juos struktiriS$kai panaSius kitus junginius, kuriy strukttros-
aktyvumo, struktiiros-termodinamikos, strukttros-kinetikos ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy

tyrimo metu, galima nustatyti palankiausias funkcines grupes ir cheminius pakaitus, kurie galéty
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padéti dar labiau pagerinti potencialiy ligandy specifiskuma, selektyvuma, jungimosi gimininguma,
kinetinius ir kitus svarbius parametrus taikinio baltymo atzvilgiu.

Vis délto, supratimas apie molekulinio atpazinimo procesus ir priezastis, kurios lemia
palankesnius, pavyzdziui, biotermodinaminius jungimosi parametrus, yra ribotas ir kartais sunku
suprasti, kodé¢l labai mazas pokytis chemingje struktiiroje duoda didelj rezultata palankesniems
jungimosi parametrams. Norint tai suprasti, reikia analizuoti, kaip taikinio baltymas atpazjsta liganda.
Tam padeda supratimas apie fizikochemines sgveikas, kuriomis gali pasizyméti vienos ar kitos
cheminés struktiiros ir funkcinés grupés. Taip pat supratimui apie molekulines sgveikas labai svarbu
yra duomeny bazés, tokios kaip baltymy duomeny bankas (RCSB PDB), kuriuose yra pateikiamos
kristalografinés baltymy struktiiros, suteikiancios informacija apie baltymo aktyvyji centrg ir
leidziancios prognozuoti galimas tarpmolekulines saveikas tarp baltymo ir ligando. Ne maziau svarbu
ir nustatytos ivairiy baltymy-ligandy kompleksy kristalografinés struktiiros, kurios leidZia analizuoti
konformacijas ir fizikochemines sgveikas jau prisijungusio prie baltymo ligando. Molekulinis
dokinimas taip pat padeda prognozuoti ligandy jungimosi konformacijas ir energijas ir atlikti virtualig
potencialiy vaisty kandidaty atranka.

Taigi, paieska budy, kaip optimizavus molekuliy chemines struktiiras pagerinti ligandy
atrankuma CA Il ar bet kuriai kitai taikinio izoformai visy kity izoformy atzvilgiu ir padidinti sgveikos
stiprumg (jungimosi energija) - tai yra vienas i§ svarbiausiy uzdaviniy potencialiy naujy vaisty
molekuliy kandidaciy (ligandy) paieskoje. Tai pasiekti padeda strukttiros-afiniSkumo ir struktiiros-
selektyvumo koreliacijy analize.

Identifikavus cheminius pakaitus, kurie leidzia pasiekti palankesnius biotermodinaminius
parametrus bei geresnj atrankumg, ir priezastis, kurios tai nulemia, galima sugalvoti naujas
potencialias chemines strukttras arba identifikuoti galimas palankias modifikacijas esamose
struktiirose, jvertinti jas in silico metodais, tokiais kaip molekulinis dokinimas, ir pasitlyti jas
susintetinti bei istirti biofizikinius parametrus, tikintis atrasti potencialius vaisty kandidatus.

Sulfonamidiniy junginiy atpaZinimui, jungimosi giminingumui ir selektyvumui CA II tirti buvo
pasirinkta jungimosi stebimosios Gibso energijos, nustatytos fluorescenciniu terminio poslinkio
metodu. IS stebimosios Gibso energijos pokycio (AG) koreliacinés priklausomybés nuo junginiy
struktiiriniy poky¢iy yra patogu analizuoti ligando jungimosi gimininguma taikinio (CA II) izoformai
ir lyginti jj su giminingumu kity izoformy atZvilgiu. Taip yra stebimas ir selektyvumas, kurio skaitine
verte galima nustatyti pagal 2.4 skyrelyje aprasytu biidu. Kuo didesné teigiama skirtumo verte, tuo
labiau junginys yra neatrankus taikinio izoformai atzvilgiu ne taikinio izoformos. Kuo neigiamesné
Gibso energijos pokycio skirtumo verte, tuo junginys selektyvesnis taikiniui ne taikinio izoformos

atzvilgiu.
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Gibso energijos pokytis (AG) su jungimosi konstanta (Kp) siejasi formule (3.1):

AG =-RTInK, (3.1)
Cia AG — Gibso energijos pokytis, R — universalioji dujy konstanta, T — matavimy temperatiira (K),
Kb- jungimosi konstanta.

Pagal Kp santykj tarp taikinio ir ne taikinio izoformy, galime nustatyti, kiek karty selektyviau
ligandas jungiasi prie taikinio izoformos atzvilgiu ne taikinio izoformos. Remiantis (3.1) formule,
Gibso energijy poky¢iy lyginimo atveju, apytiksliai -6 kJ/mol jungimosi giminingumo skirtumas tarp
taikinio ir ne taikinio izoformy (jeigu eksperimentai atlikti fiziologingje 37°C temperatiiroje) rodo,
jog junginys prie taikinio jungiasi apytiksliai 10 karty stipriau nei prie ne taikinio.

Toliau aptariamos Priedy skyriuje 5.1 pav. — 5.22 pav. pateiktos sugrupuotos strukttiros-
afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagramos, vaizduojancios struktiiriSkai panasiy
sulfonamidiniy ligandy sgveikos su CA izoformomis stebimosios jungimosi Gibso energijos pokyc¢io
(AGons) priklausomybe nuo junginiy struktiiriniy poky¢iy. Balta linija diagramose zymi apytikslig
stebimosios jungimosi Gibso energijos poky¢io nustatymo ribg fluorescenciniu terminio poslinkio
metodu, kuomet tyrimai yra atliekami 37°C (AGobs = -22 kJ/mol).

Gretimy junginiy koreliaciniuose grafikuose struktiiriniai skirtumai (struktiiry dalys, kuriuose
yra jvedami pakaitai) yra iSrySkinti skirtingomis spalvomis, remiantis tuo, kurioje benzensulfonamido
pozicijoje yra pakaitas (para, orto, meta). Baltos spalvos tarpai tarp kai kuriy koreliaciniy grafiky
stulpeliy rodo, kad junginio sgveikos biotermodinaminiai parametrai su konkreciu izofermentu dar
néra nustatyti.

Sugrupuoty koreliacijy diagramos pateikiamos prieduose, skirtos issamesniai konkreéiy
koreliacijy ir strukttriniy pokyc€iy analizei. Siekiant apibendrinti gautus rezultatus i§ analizuoty
sugrupuoty koreliaciniy diagramy ir palengvinti jy aptarimo interpretacija, pasirinkta siy koreliaciniy
diagramy duomenis atvaizduoti stebimosios jungimosi Gibso energijos poky¢iy vertes atvaizduoti
apibendrinanc¢iomis duomeny koreliacinémis diagramomis, pateikiamomis 3.3-3.6 pav.

Naudojantis Siomis apibendrintomis diagramomis, galima pasitikrinti aptariamy junginiy
sgveiky su karboanhidraziy izoformomis Stebimyjy jungimosi Gibso energijos pokyciy vertes, lyginti
jungimosi energijy parametrus, analizuoti konkretaus junginio selektyvuma taikinio izoformai CA 11
atzvilgiu visy kity izoformy ir lyginti ligandy jungimosi stipruma su konkrecia izoforma beli

selektyvumy profilius tarpusavyje.
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3.2.1. EA junginiy grupés struktiiros-afiniSkumo koreliacijuy analizé

EA junginiy grupés sugrupuotos struktiros-afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacinés
diagramos yra pateiktos Priedy 5.1-5.11 pav. Siy sugrupuoty koreliaciniy diagramy duomenis
apibendrina 3.3 pav. ir 3.4 pav. pateiktos diagramos.

5.1 pav. pavaizduota EA3-7 junginio ir jj struktiiriSkai panasiy ligandy koreliaciné diagrama.
IS jo galime pastebéti, jog lyginant EA3-7 ir EA4-7 junginius, jie vienas nuo Kito skiriasi tik tuo, jog
EA4-7 atveju benzensulfonamido meta padétyje yra viena metileno grupe pailgintas pakaitas,
sujungiantis benzeno ziedg su pakaito gale jvesta hidroksilo grupe. Dél Sio struktiirinio pokycio,
jungimosi giminingumas su CA 1I Siek tiek padidéja, taciau selektyvumo profilis beveik nepakinta,
kadangi analogiSkai truputj padidéja ir jungimosi giminingumas su dauguma kity izoformy (iSskyrus
CA |, su kuria jungimosi stiprumas truputj sumazéja).

Abiejy junginiy atvejais didziausias giminingumas yra su CA IX, o EA3-7 junginio atveju
stebimas ir pakankamai didelis sgveikos selektyvumas butent su CA IX visy kity istirty izoformy
atzvilgiu, kadangi prie CA IX ligandas jungiasi ne maziau nei apytiksliai 20 karty (arba -7.8 kd/mol)
stipriau, nei prie visy kity izoformy. Taciau Sis ligandas yra nanomolinis (~10 nM), tod¢l tai galéty
biti potencialus vaisty kandidatas, jeigu pavykty pagerinti jungimosi giminingumg ir selektyvuma.
Be to, yra truikumas sgveiky tyrimo rezultaty su 3 izoformomis, todél neaisku, ar jis yra selektyvus ir
ju atzvilgiu. To priezastis yra tai, jog kai kuriy ligandy ir baltymy sgveikas néra taip trivialu iSmatuoti.
Vis délto, atsispiriant nuo §io junginio ir tiriant panasius ] jj naujus junginius su mazais struktiiriniais
poky¢iais, galéty pavykti pasiekti didesnj gimininguma ir selektyvumg CA IX. Tai rodo strukttriSkai
] EA3-7 panaSus EA4-30 junginys, kurio jungimosi Gibso energija -54.5 kJ/mol, o tai jau artéja link
labai stipraus jungimosi - pikomolinio ligando lygmens. Ta¢iau EA4-30 junginio atveju prarandamas
selektyvumas CA IX kai kurioms i§ izoformy (CA 1I, CA VII, CA XIV), todél, norint jog tai biity
potencialus vaisty kandidatas, reikéty pasiekti, jog selektyvumas biity visy izoformy atzvilgiu.

Toliau, lygindami EA4-7, EA3-3, EA4-3, EA3-30 ir EA4-30 junginius, galime pastebéti, jog
jungimosi su CA II giminingumui didel¢ jtaka turi EA3-7 esancios amido grupés, sujungiancios
benzensulfonamida para padétyje su cikloheksanu pakeitimas sulfanilo grupe. Jungimosi
giminingumas padidéja apytiksliai -10 kJ/mol, t.y. arti 50 karty, taciau prarandamas selektyvumas,
kadangi padidéja jungimosi giminingumas ir su daugeliu kity izoformy. Vis délto, tai rodo, jog amido
grupé yra palanki siekiant didesnio selektyvumo CA I, o sulfanilo grupé — didesnio giminingumo
CA Il. Lyginant EA4-7, EA4-3 ir EA4-30 isryskéja, jog dar palankesné jungimosi su CA II
giminingumui yra sulfonilo grupé. Taip gali bati todél, jog sulfonilo grupé turi galimybe sudaryti
keturis vandenilinius rySius kaip vandenilinio ry$io akceptorius su donorinémis vandenilinio rysio

grupémis aktyviajame baltymo centre, t.y. po du vandenilinius rySius abiem deguonies atomams. Be
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to, sulfonilo grupé pasizymi stipresniu elektrony iStraukimo efektu, o tai yra svarbu jungimuisi su CA
I jungimosi vieta. Vis délto, sulfanilo grupés pakeitimas sulfonilo grupe nepagerina selektyvumo CA
II profilio, todé¢l siekiant iSnaudoti sulfonilo grupg para padétyje kaip jungimosi stipruma su CA II
didinancig grupe, reikéty bandyti keisti cikloheksang kitais cikliniais, heterocikliniais bei aromatiniais
ziedais para padétyje ir tirti, kokig jtakg jie daro sgveikos stiprumui, arba modifikuoti pakaita meta
padétyje, atsizvelgiant | tai, jog amido grupé yra svarbi selektyvumui CA 1.

I§ 5.2 pav. pateikty koreliacijy galime pastebéti, jog EA3-30 junginio atveju
benzensulfonamido para padétyje esancio cikloheksano pakeitimas j fenilo grupg (EA3-20), nors ir
padidina junginio hidrofobiSkuma, ta¢iau sgveikos stiprumas su CA Il beveik nepakinta (net Siek tiek
sumazgja). EA3-30 esancio pakaito meta padétyje pailginimas jvedus vieng papildoma metileno (-
CHy) grupe¢ (EA4-30 junginys) -4 kJ/mol padidéja jungimosi afiniSkumas CA Il. Lyginant junginius
EA4-30 ir E4-20, galime pastebéti, jog pakeitus cikloheksang benzeno Ziedu para padétyje sumazéja
jungimosi giminingumas CA Il. Selektyvumas beveik nepakinta. EA12-3 ir EA12-40 junginiai
skiriasi tuo, jog para padétyje EA12-3 turi sulfanilo grupés sujungtos su cikloheksanu pakaitg, o
EA12-40 junginys atitinkamai sulfonilo ir fenilo grupe, sujungtas per vieng metileng. EA12-40 atveju
matome, jog nors selektyvumo profilis truputj geresnis lyginant su junginio EA12-3, ta¢iau jungimosi
giminingumas sumazé¢ja apytiksliai -5 kJ/mol.

Pagal 5.3 pav. pateikta | EA9-11 strukturiskai panasiy junginiy koreliacing diagrama matome,
jog EA9-110 atveju pasikeicia tik benzensulfonamido para padétyje esantj pakaitg su benzeno ziedu
sujungianti sulfanilo grupé j sulfonilo grupe (EA9-110 junginio atveju). Nei jungimosi giminingumui
CA 11, nei selektyvumui tai jtakos beveik neturi. Pakeitus EA9-11 junginyje esantj pakaita su viena
metileno grupe ir prie jos prijungta hidroksilo grupe j cikloheksang EA9-3 atveju, matome, jog
pakankamai Zenkliai padidéja jungimosi giminingumas CA I, taciau kartu padidéja ir daugeliui kity
izoformy, todél nors jungimasis prie CA II yra stipresnis, bet selektyvumo profilis islieka labai
panasus.

Pakeitus cikloheksang su benzensulfonamidu sujungiantj sulfanilg (EA9-3) i sulfonilg (EA9-
30), dar labiau padidéja jungimosi giminingumas CA II, taciau selektyvumo profilis iSlieka beveik
nepakites. Lyginant EA10-3 ir EA10-30 junginius, matome, jog jie skiriasi tik tuo, jog vienas
benzensulfonamido para pozicijoje turi sulfanilo grupe, o kitas sulfonilo grupg. Toks pokytis §j kartg
padidina jungimosi selektyvuma labai nezymiai, o selektyvumo profilis CA II islicka toks nepalankus
visoms izoformoms, i$skyrus CA III, CA IV ir CA VA. Kaip matome, tiek sulfanilo, tiek sulfonilo
grupe, nors ir leidzia padidinti junginio afiniSkumg CA I, tac¢iau beveik nedaro jtakos selektyvumui.

I§ 5.4 pav. pavaizduotos koreliacijos diagramos galima pastebéti, jog lyginant EA9-30 junginj
su EA9-20, pastarasis vietoj cikloheksano para padétyje esanc¢iame pakaite turi fenilo grupe. Toks

pokytis neturi didelés jtakos nei CA II selektyvumui, nei afiniSkumui. Pailginus fenilo grupés pakaita
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viena metileno grupe (EA9-40), jungimosi giminingumas sumaz¢ja, o selektyvumas CA 1I labai
nezymiai pasislenka j palankig puse. Lyginant junginius EA10-30 ir EA10-20, galime pastebéti, jog
jie skiriasi tuo, jog pastarasis benzensulfonamido para padétyje turi prisijungusj ne cikloheksang, o
fenilo funkcine grupe¢. Toks pokytis beveik nedaro jtakos jungimosi giminingumui su CA 1.

Remiantis 5.5 pav. pateiktomis koreliacijomis, galime pastebéti, jog junginys EA9-2 nuo
junginio EA9-4 skiriasi benzeno ziedo para padétyje sulfonamidinés grupés atzvilgiu esanciais
pakaitais. EA9-4 esantis pakaitas turi papildoma metileno grupe, sujungiancia pakaito sieros atomag
su fenilo grupe. Kaip matome, nors junginio hidrofobiSkumas truputj padid¢ja, tac¢iau sgveikos su CA
IT jungimosi giminingumas pakinta labai nezymiai (1.9 kJ/mol). Tac¢iau tokio jungimosi giminingumo
(AG =-42.9 kJ/mol) nepakanka potencialiam ligandui. Verta pazyméti, jog EA9-2 palyginti
selektyvus CA II atzvilgiu izofermenty CA I, CA III, CA VA ir CA VI, taciau EA9-4 atveju (t.y.
minétoje pozicijoje prid¢jus metileng), nors jungimosi stiprumas beveik nepakinta, taciau
prarandamas selektyvumas CA VA atzvilgiu ir Siek tiek padidéja selektyvumas CA I. CA VA
izoformos atzvilgiu selektyvumas prarandamas dél to, jog Zenkliai padidéja jungimosi su CA VA
stiprumas pridéjus metileno grupe (AG pokytis: AAG = -9.3 kJ/mol). CA VA saveikos su EA9-4
jungimosi giminingumas galimai padidéja lyginant su EA9-2 d¢l sgveikos su CA VA aktyviuoju
centru specifikos, pvz.: §io junginio metileno grupé padidina junginio hidrofobiSkumg ir lankstuma,
todél geriau iSpildomas aktyvusis centras ir susiformuoja stipresnés hidrofobiné bei Van der Valso
sgveikos su jungimosi vietos hidrofobine puse.

Lyginant EA9-401 ir EA9-20 junginius, galima pastebéti, jog benzensulfonamido para
padétyje esancios sulfinilo grupés (EA9-401) ir vienos metileno grupés pakeitimas sulfonilo grupe
(EA 9-20) zenkliai padidina jungimosi stiprumg su CA II (AAG = -11.4 kJ/mol). Tai galéjo lemti tai,
jog sulfonilo grupé pasizymi stipresniu elektrony iStraukimo efektu nei sulfinilo grupé ir taip pat turi
papildoma deguonies atoma, kuris gali sudaryti du papildomus vandenilio rySius kaip rySio
akceptorius su donorinémis vandenilinio rySio grupémis. Taip pat metileno grupés panaikinimas
sumazina junginio hidrofobiSkumg ir konformacinj lankstumg, tod¢l galimai tai irgi turi jtakos
sgveikai su CA II jungimosi vieta. IS turimy duomeny taip pat matosi, jog Sis struktiirinis pokytis
suteikia ir palankesnj CA II selektyvumo profilj atzvilgiu CA I, CA III, CA VA ir CA VIizofermenty,
taciau junginys EA 9-20 iSlieka neselektyvus CA VII, CAXII, CA XIII ir CA XIV izoformy atzvilgiu.

Jeigu lygintume EA9-4 ir EA9-20 junginius, galime pastebéti, kad benzensulfonamido para
padétyje esancios sulfanilo grupés ir su ja sujungto metileno (EA9-4) pakeitimas sulfonilo grupe tik
Siek tiek padidino jungimosi gimininguma (-2.8 kJ/mol arba apytiksliai 3 kartais, jeigu lygintume
jungimosi konstantas), nors sulfonilo grupé pasizymi Zenkliai stipresniu elektrony istraukimo efektu
nei sulfanilo grupé ir gali sgveikauti sudarydama net keturis vandenilinius rySius kaip vandenilinio

rySio akceptorius lyginant su sulfanilo grupe. Todél galima daryti prielaida, jog saveikoje su CA II
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jungimosi vieta svarbios ir kitos savybés, pavyzdziui: junginio geb¢jimas jgyti palankig jungimuisi
konformacija ir uzpildyti aktyviojo centro ertmes (spynos ir rakto principas, angl. The lock and key
model) bei sudaryti hidrofobines ir Van der Valso sgveikas su aktyviuoju centru per hidrofobines
molekulés dalis. Selektyvumas CA 1II pakito nezymiai, i§skyrus tai, kad padidéjo atzvilgiu CA VA
izoformos, kurios jungimosi giminingumas d¢l Sio pakaito zenkliai sumazéja.

Lyginant junginius EA9-20 ir EA9-40 matome, jog junginys EA9-4o0 skiriasi nuo junginio
EA9-20 tik tuo, jog benzensulfonamido para padétyje esan¢iame pakaite, sujungiant sulfonilo grupe
ir fenilo grupe, pridéta metileno grupé. Taciau lyginant $iy ligandy jungimosi stiprumg su CA 1I
izofermento - pridéjus metileno grupe jis sumazéja -6.2 kJ/mol, t.y. EA9-40 jungiasi apytiksliai 10
karty silpniau su CA I, nei EA9-20. To priezastis gali biiti, jog pridéjus papildoma metilena, nors
junginio hidrofobiskumas ir padidéja, taciau pats pakaitas pailgéja, yra lankstenis ir benzeno ziedas,
tuomet galimai nebetelpa j CA II aktyvyji centra bei sudaro silpnesn¢ hidrofobing saveika su juo.
Kalbant apie selektyvuma, nei vienas i§ §iy junginiy nepasizymi pilnu selektyvumo profiliu CA 1I,
tac¢iau EA9-20 junginys, pasizymédamas didesniu (~10 nM) jungimosi stiprumu su CA II (AG = -
45.7 kJ/mol), taip pat yra selektyvesnis CA II atzvilgiu 5 i§ 11 ne taikinio CA izoformy (CA I, CA
III, CA VA ir CA VI) ne maziau nei -10.7 kJ/mol (t.y. ne maziau nei apytiksliai 100 karty stipriau
jungiasi prie CA II nei prie visy paminéty izoformy). Reikéty taip pat pabrézti, jog EA9-20 ir EA9-
40 junginiai neturi pilno selektyvumo profilio ne tik CA 1II, bet nei vienai i§ CA izoformy.
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3.4 pav. EA junginiy grupés sugrupuotas strukttros-afiniSkumo ir struktiros-selektyvumo
koreliacijas apibendrinanti diagrama (Priedy 5.1-5.5 pav.). Raudona punktyrine linija pazyméta
FTSA metodo matavimy riba.
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5.6 pav. yra pavaizduota j EA5-30 junginj panasiy ligandy koreliaciné diagrama. Matome, jog
selektyvumo profiliai visiems junginiams yra ganétinai panasis ir nedideli strukttiriniai pokyciai
(eterio jvedimas ] alifating granding benzensulfonamido meta padétyje ar para padétyje esancio
cikloheksano keitimas benzenu) junginiy cheminése struktiirose tik labai nezymiai pakeicia
jungimosi giminingumg CA II. To priezastis gali biiti tai, jog sulfonilo grupé para padétyje turi
didZiausig indélj jungimosi su CA II giminingumui ir jis tuomet nusveria $iuos palyginti nezymius
struktirinius pokycius.

Analizuojant koreliacijas pateiktas 5.7 pav. isrySkéja, jog EA5-7, EA8-7 ir EA5-9 atveju, para
padétyje esancio pakaito jungimas su benzensulfonamidu per amino grupe yra palankus jungimosi
selektyvumui CA I, taciau Sie junginiai pasizymi mazu jungimosi giminingumu. Vis délto, lygindami
EA5-7 junginj su EAS5-9 junginiu, galime pastebéti, jog didesnio ciklinio ziedo jvedimas para
padétyje padidina jungimosi giminingumg CA II, bet tuo paciu yra iSlaikomas selektyvumas CA IL
Lyginant junginius EA5-7, EA5-3 ir EA5-30 matome, jog visi benzensulfonamido para padétyje
pakaite turi cikloheksang, taciau pakaitas yra sujungtas su amino, sulfanilo ir sulfonilo grupémis.
Amino grupés atveju turime silpng jungimasj su CA I, bet palankesn;j selektyvumo profilj. Sulfanilo
ir sulfonilo atveju galima pastebéti, jog junginiai CA II néra selektyvis didZiosios dalies izoformy
atzvilgiu. Taciau sulfanilo grupé reikSmingai padidina jungimosi gimininguma, o, lyginant su
sulfonilo grupe junginyje, §i dar Siek tiek labiau padidina jungimosi gimininguma CA Il nei sulfanilas.

Nagrinéjant 5.8 pav. pateiktas koreliacijas pastebéta, jog pirmieji trys junginiai turi labai
panaSius jungimosi selektyvumo profilius ir jungimosi giminingumus CA II. Taciau jdomesné
koreliacija pasirodo lyginant EA5-3 junginj su EA5-4 junginiu, kuris skiriasi tik tuo, jog vietoj
cikloheksano jvesta fenilo grupe, taigi padidéja junginio hidrofobiSkumas. Jungimosi giminingumas
CA Il abiem atvejais yra beveik identiskas, taciau selektyvumas CA II pakinta j palankia pus¢ EA5-
4 junginio atveju. EA5-5 junginys skiriasi nuo EA5-4 tuo, jog jvedama papildoma metileno grupé
benzensulfonamido para padétyje esan¢iame pakaite. Toks struktiirinis pokytis beveik neturi jtakos
jungimosi giminingumui ir selektyvumui CA II.

I$ 5.9 pav. pavaizduotos koreliacinés diagramos galime pastebéti, jog lyginant EA3-1 ir EA4-
1 junginius, pailginus benzensulfonamido meta padétyje esantj pakaita vos viena metilo grupe,
zenkliai padidéja jungimosi giminingumas CA II, o afiniSkumas kitoms izoformoms beveik nepakinta
ir todél junginys EA4-1 turi pakankamai palyginti palanky selektyvumag CA II atZvilgiu didesnei
daliai 1§ 11 izoformy. Analizuojant tolimesnius struktiirinius pokycius, galime pastebéti, jog
selektyvumo profiliai kity grafike pateikty junginiy néra palankiis CA II.

Remiantis 5.10 pav. pateiktomis koreliacijomis, galime pastebéti, jog EAL1-1 junginys skiriasi
nuo E13-2 pakaitu benzensulfonamido para padétyje. EA1-1 atveju turime chloro atomg para

padétyje, ir jis lemia didesnj jungimosi giminingumg CA II nei EA13-2 pakaitas. EA12-1 junginys
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skiriasi nuo EA1-1 junginio tuo, jog karboksilo grupé jame yra didesnio pakaito dalis, kuris yra
sudarytas dar i$ pailgintos alifatinés grandinés ir amido grupés Salia benzeno ziedo. Jungimosi
giminingumas padidéja EA12-1 junginio atveju ir panasu, jog tam galimai turi jtakos tiek alkilinés
pakaito dalies indélis j junginio hidrofobiSkuma, tiek amido grupés indélis | potencialias sgveikas su
baltymo aktyviuoju centru sudarant vandenilinius rySius per deguonies atoma, kaip vandenilinio rysio
akceptoriy ir amino grupe, kaip vandenilinio rySio tiek donora, tiek akceptoriy.

Analizuojant 5.11 pav. pateiktas koreliacijas svarbiausia pastebéti, jog lyginant EA2-7 ir EA2-
2 junginius, jie skiriasi tik tuo, jog para padétyje yra pakeista amino grupé j sulfanilo grupe. Nors
junginio giminingumas pakankamai zenkliai padidéja, taciau lygiagreCiai padidéja ir dalies kity
izoformy jungimosi energijos, tod¢l sulfonilo grupe turintis ligandas Siuo atveju yra neselektyvus CA
I1. EA2-20 junginio atveju, sulfanilo grupé pakeiciama j sulfonilo ir matome dar didesnj jungimosi

giminingumo padid¢jimg. Taip pat pasiekiamas palankesnis junginio selektyvumas CA IL

53



ECAT mCAT ECATI CATV ECAVA BCAVB HCA VI mCAVII CAIX mCAXII uCA X BCAXIV

EAS-30

EAS5-20

EAS-30

EAR-20

EAll-30

EAS-7

LAS8-7

EAS-9

EAS-3

EA8-3

EAT1-3

EA5-4

EAS-5

EA3-1

EA4-1

EAS-1

LEAS-1

EAI2-1

EA9-1

EA10-1

EAlL-1

E13-2

EAI12-1

EA3-40

E13-4

EA2-2

EA2-20

EA2-30

U0 -Ra0
Ay, kImol

ETE] S ]

3.4 pav. EA junginiy grupés sugrupuotas strukttros-afiniSkumo ir struktiros-selektyvumo
koreliacijas apibendrinanti diagrama (Priedy 5.6-5.11 pav.). Raudona punktyrine linija paZzyméta
FTSA metodo matavimy riba.
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3.2.2. VD junginiy grupés struktiiros-afiniSkumo koreliacijy analizé

VD junginiy grupés sugrupuotos struktiiros-afiniSkumo ir struktaros-selektyvumo koreliacinés
diagramos yra pateiktos Priedy 5.12-5.15 pav. Siy sugrupuoty koreliaciniy diagramy duomenis
apibendrina 3.5 pav. pateikta diagrama.

I§ 5.12 pav. galima pastebéti, jog lyginant VD11-67 junginj ir VD11-15 junginj, jie skiriasi tuo,
jog benzensulfonamido para padétyje esanti sulfanilo grupé VD11-15 atveju yra pakei¢iama
sulfonilo grupe ir VD11-67 junginyje esantis pakaitas orto padétyje yra perkeltas j meta padétj VD11-
15 junginio atveju. Toks struktiirinis skirtumas nulemia tai, jog jungimosi giminingumas CA II
padidéja labai reikSmingai nuo -31 kJ/mol VD11-67 atveju iki -52.8 kJ/mol VD11-15 atveju (t.y.
apytiksliai net 4700 karty padidéja jungimosi stiprumas lyginant jungimosi konstantas). Tokiam
jungimosi giminingumo padidéjimui turi didele reikSme pakaito esancio orto padétyje perkélimas |
meta padétj todél, kad i§ kity koreliacijy Zzinome, jog sulfanilo ir sulfonilo jungCiy su
benzensulfonamido para padétyje esanciu pakaitu indéliai j jungimosi su CA Il gimininguma
nesiskiria tiek Zenkliai, jog vien tokio pokycio uztekty tokiam jungimosi giminingumo padidéjimui.
Taigi, pakaito esancio orto padétyje VD11-67 atveju perkélimas | meta pozicija VD11-15 atveju
suteikia nemazg ind¢lj jungimosi giminingumui, tod¢l $is pakaitas yra palankesnis meta padétyje. To
priezastis taip pat galéty buti ir tai, jog pakaitas orto padétyje trukdo sgveikauti sulfonamidinei grupei
su aktyviuoju centru.

Pagal 5.13 pav. pavaizduotg koreliacing diagrama svarbiausia pastebéti koreliacija tarp VD12-
43 ir VD12-41 junginiy ir kaip pakinta jungimosi energija dél nedidelio struktiirinio poky¢io. VD12-
43 ir VD12-41 junginiai abu turi pakaitg fluorinto benzensulfonamido meta padétyje ir tie pakaitai
skiriasi tik dviejy deguonies eteriy padétimi tuose pakaituose esan¢iame benzeno ziede.

AtidZiai jsiziliréjus, pastebésime, jog VD12-41 junginys pasiZymi palankesniu selektyvumo
profiliu ir jungimosi giminingumu CA Il nei VD12-43 junginys, o visa kuo Sie junginiai skiriasi yra
tai, jog VD12-41 junginio benzeno ziede abu deguonies esteriai yra orto padétyje, o VD12-43
junginio atveju - meta ir orto padétyse.

I§ 5.14 pav. koreliacinés diagramos svarbiausia pastebéti, jog lyginant VD12-37 ir VD12-31
junginius, jy pakaitai yra fluorinto benzensulfonamido meta padétyje ir skiriasi tik tuo, kurioje
pozicijoje benzeno ziede atsiduria du deguonies eteriai. Taciau uztenka net tokio nedidelio pokycio,
t.y. tiesiog pakeiciama funkcinés grupés pozicija benzeno Ziede, ir tai lemia reik§mingus selektyvumo
ir jungimosi giminingumo poky¢ius jvairioms izoformoms.

VD12-17 ir VD12-16 $i koreliacija irgi yra labai aiski, dvi deguonies eteriy grupés VD12-17
junginyje yra benzeno ziedo para ir meta padétis, o VD12-16 abi yra orto padétyje. Lyginant

biotermodinaminius parametrus, akivaizdu, jog VD12-17 pasizymi didesniu jungimosi giminingumu
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CA 1l nei VD12-16, taigi jungimuisi su CA II Siuo atveju matome, kad palankesné yra deguonies
eteriy orto ir meta padétis pakaito benzeno ziede.

Analizuojant 5.15 pav. pateikta koreliacing diagrama, galime identifikuoti, jog fluorinty
benzensulfonamidy para padétyje esantis pakaitas su sulfonilo grupe ir per du metilenus prijungta
hidroksilo grupe, yra labai palankus pakaitas CA IX izoformos selektyvumui atzvilgiu visy kity ne
izoformy ir suteikiantis didelj gimininguma. Palyginti su VD12-42 junginiu, kuris turi fenilo grupe
para padétyje, tai yra VD12-34 yra daug geresnis inhibitorius. Dar labiau pageréja selektyvumo
profilis ir padidéja jungimosi giminingumas su CA IX, meta padétyje esan¢iame pakaite pakei¢iant

su benzeno ziedu sujungta ciklopentang j cikloheksana.
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3.5 pav. VD junginiy grupés sugrupuotas struktiiros-afiniSkumo ir struktiros-selektyvumo
koreliacijas apibendrinanti diagrama (Priedy 5.12-5.15 pav.). Raudona punktyrine linija paZzyméta
FTSA metodo matavimy riba.
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3.2.3. E junginiy grupés struktiiros-afiniSkumo koreliacijy analizé

E junginiy grupés sugrupuotos strukttros-afiniskumo ir strukttros-selektyvumo koreliacinés
diagramos yra pateiktos Priedy 5.16-5.22 pav. Siy sugrupuoty koreliaciniy diagramy duomenis
apibendrina 3.6 pav. pateikta diagrama.

5.16 pav. pateiktoje koreliacinéje diagramoje iSrySkéja, jog lyginant E70 ir E72 junginius, jy
pakaitai para padétyje beveik identiski, E72 junginio pakaitas skiriasi tuo, jog turi bromo atomg
prisijungusj prie benzeno ziedo. Kas yra jdomu, kad jungimosi giminingumai E70 ir E72 junginio,
nepaisant §io pridéto bromo atomo, yra beveik identiSki ir selektyvumo profilis taip pat labai
minimaliai pakinta. Lyginant junginius E11-31 ir E11-33, kurie turi analogiskus pakaitus tik
benzensulfonamidinés grupés meta padétyje, galime pastebéti, jog E11-33 junginys turintis pakaita
su bromu, pasizymi didesniu jungimosi giminingumu CA VI nei junginys be papildomo bromo
atomo.

Pagal 5.17 pav. pateikta koreliacing diagrama, galime pastebéti, jog E11-31 junginys lyginant
su E21 junginiu, skiriasi tik orto padétyje pridéto chloro atomu, taciau to uztenka, jog padidéty
jungimosi giminingumas CA Il izoformai. E11-30 junginys skiriasi nuo E21 tuo, jog pakaitas i§ meta
padéties (E21 junginys) perkeliamas j para padétj (E11-30 junginys). Tai nulemia jungimosi
energijos CA II padidéjima lyginant su E21 junginiu.

Toliau, E27 junginio atveju meta padétyje esan¢iame pakaite tarp imidazolo ziedo ir benzeno
ziedo jterpiamas piridinas. Lyginant junginj su kitu meta padétyje pakaitg turin¢iu panaSiu junginiu
E21, akivaizdu, jog iterptas piridinas padidina jungimosi giminingumg ir jis susilygina su E27
junginio, turinéio pakaitg para padétyje jungimosi giminingumu. Lyginant E11-31 ir E11-35
junginius, galime pastebéti, jog dioksano prijungimas prie benzeno Ziedo meta padétyje esanciame
pakaite nepadaro jokios jtakos jungimosi energijai ir beveik nepakinta selektyvumo profilis. E11-35
junginio pakaita meta padétyje perkélus 1 para padéti (E71 junginys), padidéja jungimosi
giminingumas CA 1I.

Remiantis 5.18 pav. pateikta koreliaciniu diagrama matome, jog lyginant E11-73 junginj su
E11-75 junginiu, benzensulfonamido meta padétyje esanc¢iame E11-73 junginio pakaite yra jvesta
papildoma fenilo grupé, taciau ji labai nezymiai padidina jungimosi stiprumg ir praktiSkai nepakeicia
selektyvumo profilio. E11-73 junginio pakaitg perkélus j para padétj (AR6 junginys), padidéja
jungimosi giminingumas CA 1l. E11-72 junginyje, lyginant su ARG junginiu, orto padétyje yra
jvestas chloro atomas ir tai nulemia pakankamai Zenkly jungimosi afiniSkumo su CA II padidéjima.
E11-72 junginio pakaitg perkélus j meta padétj (AR1 junginys), jungimosi giminingumas Siek tiek

sumazgja.
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I8 5.19 pav. galime pastebéti, jog visi junginiai turi identiSkg strukttirinj pagrindg, taciau E11-
61 junginys neturi chloro atomo orto padétyje, o E56 junginyje jis yra jvedamas. Jungimosi
giminingumas CA II beveik nepakinta, o selektyvumas Siek tiek pablogéja, kadangi CA VA
jungimosi giminingumas zenkliai iSauga. Taigi iSrySkéja, jog Siuo minétas struktiirinis pokytis turi
zenklig jtaka CA VA jungimosi giminingumui ir Sis junginys tampa selektyvus atzvilgiu visy
izoformy, su kuriomis sgveikos jau yra istirtos. E69 nuo pirmojo junginio skiriasi tuo, jog tas pats
pakaitas meta padétyje yra pakeic¢iamas j benzensulfonamido para padétj. Dél to Zenkliai padidéja
jungimosi su CA Il giminingumas ir gaunamas palankesnis selektyvumo profilis. E11-60 junginio
atveju, lyginant jj su E69, jame yra orto padétyje jvestas chloro atomas, kuris sumazino jungimosi
gimininguma ir pablogino selektyvuma CA 11

Remiantis 5.20 pav. reikéty atkreipti démesj, jog E11-7 junginys skiriasi nuo E11-71 tuo, jog
pastarajam pakaite esanciam benzensulfonamido meta padétyje yra jvesta papildoma metileno grupé.
Jungimosi giminingumas CA Il beveik nepakinta, o lyginant E11-69 su E11-71, kuriame jvesta dar
viena papildoma metileno grupé — tai irgi ne pakeicia jungimosi afiniSkumo CA II. Selektyvumo
profiliai CA II visiems trims junginiams yra labai panasis. Taigi, pakaito ilginimas jvedant
papildomas metileno grupes neduoda reik§mingo rezultato. E11-9 yra pakeistas E11-7 junginyje meta
padétyje benzensulfonamide esantis benzeno ziedas pirimidino ziedu. Tai neZymiai sumazina
jungimosi CA II giminingumag ir taip pat pablogéja selektyvumo profilis.

Pagal 5.21 pav. pateiktg koreliacing diagramag galime pastebéti, jog E11-75 junginio atveju
benzensulfonamido meta padétyje esanciame pakaite imidazolo pakeitimas pirimidonu (E11-29)
beveik nepakeicia jungimosi su CA II energijos, taciau dél pirimidono jvedimo gauname palankesnj
selektyvumo CA II profilj. E11-29 ir E95 skiriasi tik tuo, jog pakaitas yra ne meta, o para padétyje
E95 atveju. Tai reikSmingai padidina jungimosi gimininguma CA II, tafiau prarandamas
selektyvumas. E11-28 atveju lyginant su E95 jvedamas tik chloro atomas orto padétyje
benzensulfonamide, tac¢iau nors tai ir neZymiai sumazina jungimosi energija, tafiau pagerina
selektyvumo profilj. Lyginant E11-75 ir E11-74, jie skiriasi tuo, jog pakaitas esantis E11-75 meta
padétyje pakeiiamas ] para padét ir orto padétyje jvedamas chloro atomas. Tai zymiai padidina
jungimosi gimininguma CA II ir pagerina selektyvumo profilj. Lyginant E94 junginj su E11-28
junginiu, pakaitas esantis E11-28 para padétyje jvedamas j meta padétj E94 junginio atveju. Siuo
atveju pakankamai zenkliai padidéja jungimosi giminingumas CA II ir gaunamas palankesnis
selektyvumo profilis sprendZiant i§ sgveiky, kurios §iuo metu yra iStirtos.

I§ 5.22 pav. pavaizduotos koreliacinés diagramos matome, jog net ypa¢ mazas pokytis (jvestas
chloro atomas orto padétyje) E88 junginio chemingje struktiiroje, lyginant su E11-6 junginiu,
ganétinai zenkliai padidino jungimosi giminingumg CA II nuo -41.5 kJ/mol iki 49 kJ/mol, taciau

pablogéjo selektyvumo CA II profilis. Lyginant E88 ir E90 junginius, matome, jog pakeitus fenilo
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grupe pirimidinu benzensulfonamido para padétyje, E90 junginio atveju pasiekiamas ne tik didesnis
jungimosi giminingumas CA II, taciau pasiekiamas ir palankesnis selektyvumo profilis.

Lyginant E90 ir E11-8 junginius, pridéjus benzensulfonamido orto padétyje chloro atoma,
jungimosi energijos ir bendras selektyvumo profilis CA 1I pakinta labai nezymiai. E11-8 ir E89
junginiai skiriasi tik tuo, jog tas pats pakaitas E89 junginio atveju yra benzensulfonamido meta, o ne
para padétyje. Visgi, turimi duomenys apie kai kuriy i§ sgveiky jungimosi energijas leidzia spresti,
Jog meta padétis Siam pakaitui néra palanki, kadangi Zenkliai sumazéja jungimosi su CA 1l

afiniSkumas ir pablogé¢ja selektyvumo profilis.
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3.6 pav. E junginiy grupés sugrupuotas struktiiros-afiniskumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijas
apibendrinanti diagrama (Priedy 5.16-5.22 pav.). Raudona punktyrine linija pazyméta FTSA metodo
matavimy riba.
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3.3. Molekulinio dokinimo rezultatai

Molekulinio dokinimo metu nustatyty prognozuojamy jungimosi energijy rezultaty lentelé
visiems tirtiems junginiams ir visy virtualios atrankos metu dokinty junginiy struktiiros su pazymeétais
pakaitais yra pateikti Priedy 5.2 skyrelyje. Siame skyrelyje kartu su tirty ligandy dokinimo rezultatais
pateikiami ir kontrolés rezultatai. Verta atkreipti démesj, jog nurodomos standartinés jungimosi
energijos prognozavimo paklaidos nuo eksperimentiskai nustatyty jungimosi energijy verciy yra
gautos remiantis [69] pateikiamais duomenimis.

Molekulinio dokinimo metodu buvo istirta 110 junginiy ir kontrolinis junginys, kurio baltymo-
ligando kompleksas zinomas. Kaip kontrolé pasirinktas E2 junginys, kurio dokinimo konformacijos
ir eksperimentinés kristalografinés konformacijos persiklojimas pateikiamas 3.7 pav. Baltymo-
ligando kristalografiniui kompleksui jungimosi Gibso energija yra zinoma ir lygi -34,5 kJ/mol.
Nustatyta ligando sgveikos su CA II dokinimo prognozuojama jungimosi energija (-32,2+11,92)
kJ/mol geriausiai konformacijai (konformacijos buvo jvertintos pagal cinko padétj aktyviajame
centre, Zinant, jog svarbiausias yra sudaromas koordinacinis rySys tarp sulfonamidinés grupés azoto

ir karboanhidrazés aktyviajame centre esan¢io Cinko jono).

(A) (B)

3.7 pav. E2 junginio konformacijy persiklojimas CA II aktyvigjame centre. AutoDock Vina nustatyta
konformacija (strukttra nuspalvinta zydra spalva) ir eksperimentiné konformacija kristalografiniame
komplekse (zalia spalva, sutampa su baltymo). (A) Cinko jono ir sulfonamidinés grupés azoto padétis
prognozuojamame ir eksperimentiniame kompleksuose. (B) Meta padétyje esancio pakaito padétis

aktyviojo centro j¢jime, sgveikaujant su hidrofobine ir hidrofiline aktyviojo centro dalimis.
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3.8 pav. pateikiami 20 junginiy, kurie pasizymi didziausia molekulinio dokinimo metodu
atliktos virtualios atrankos nustatyta prognozuojama jungimosi su CA II energija, afiniskumo

diagrama. Siy junginiy cheminés struktiiros pateikiamos 3.9 pav.

8 9 21 8k 51 S5k 2k 8 9k l0a 6i Tk 8¢ 3 d4a 9 2h 4f 6a 7Tj
-29

-30

-31

-32

-33

AG, (KI/mol)

34
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3.8 pav. 20 junginiy, pasizyminc¢iy didziausia molekulinio dokinimo metu nustatyta prognozuojama
jungimosi su CA II energija, afiniSkumo diagrama.

3.9 pav. 20 junginiy, pasizyminc¢iy didZiausia molekulinio dokinimo metu nustatyta prognozuojama
jungimosi su CA 1l energija.
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3.10 pav. — 3.13 pav. pateiktos prognozuojamos jungimosi konformacijos CA Il aktyviajame
centre kai kuriems i§ molekulinio dokinimo metodu tirty junginiy.

Analizuojant molekulinio dokinimo metu gautas junginiy konformacijas pastebéta, jog
benzensulfonamidai, turintys orto padétyje chloro atomg ir meta padétyje per aming, sulfidg arba
sulfonilg prijungta pirolo, imidazolo, piridino arba pirmidino ziedg galéty biti struktiiros naujiems
inhibitoriams (3.10-3.11 pav.). Tam, kad biity optimizuotos Sios struktiiros, galima biity jvesti
pakaitus benzensulfonamido para padétyje, tokiu biidu sustiprinant sgveikas su iSorine aktyviojo
centro dalimi ir jos hidrofobine bei hidrofiline pusémis. Taip pat, naudinga biity prijungti papildomas
grupes prie meta padétyje esanciy pirolo, imidazolo, piridino arba pirimidino ziedy. Tokia priclaida
paremta tuo, kad chloro atomas telpa j vieng i§ nedideliy ertmiy aktyviajame centre, o tiek minéti
ziedai uzpildo dalj kitoje pus¢je esancios didesnés ertmés (81 aktyvaus centro ertmé pazyméta 3.8 pav.
virsuje (A) dalyje).

3.12 pav. pateikta 9j ir 91 junginiy prognozuojamy jungimosi konformacijy CA II aktyviajame
centre iliustracijos. Matome, jog Sie junginiai gerai iSpildo aktyvy centra, o para ir meta padétyje
esantys pakaitai, uzpildydami iSorin¢ jungimosi vietos dalj, turéty sudaryti stiprias sgveikas su
hidrofiline ir hidrofobine aktyvaus centro pusémis. Tai galéty pagerinti selektyvumag CA Il izoformai,
taciau meta padétyje esantys 9j ir 9l pakaitai remiantis geriausia prognozuojama jungimosi
konformacija neuzpildo vidinéje aktyvaus centro dalyje esancios didesnés ertmés (aktyvaus centro
ertmé pazymeéta 3.8 pav. virSuje (A) dalyje), o tai galéty turéti jtakg jungimosi giminingumui. Taciau
remiantis analizuotomis kristalografinémis panaSios struktiiros junginiy kompleksy su CA 1I
struktliromis, §i prognozuojama jungimosi konformacija néra vienintelé galima 9j ir 91 meta padétyje
esantiems pakaitams, todél teoriskai Sie pakaitai gali i$pildyti minéta aktyvaus centro ertme.

3.13 pav. pavaizduota 9k junginio prognozuojama jungimosi konformacija CA 1l aktyviajame
centre. (A) dalyje pavaizduota pilnas junginio ir CA Il prognozuojamo komplekso artinys. (B) dalyje
parodyta, kaip pakaitas meta padetyje telpa | vieng i§ aktyviojo centro ertmiy. (C) dalyje pateiktas
junginio, prisijungusio CA II aktyviajame centre, pavirSiaus vaizdas, parodantis aktyviojo centro
18pildyma. Kaip matome, §is junginys ne tik yra tarp didziausig prognozuojamg jungimosi energija
turin€iy junginiy (3.8 pav.), bet ir puikiai iSpildo aktyvyjj centra, kadangi jo chloro atomas orto
padétyje telpa i viena i§ nedideliy ertmiy aktyviajame centre, o pakaitas meta padétyje iSpildo kitoje
puséje esancig didesne ertme (3.13 pav. (B)). Taip pat matome, jog para padétyje esantis pakaitas
uzpildo iSoring aktyvaus centro dalj (3.13 pav. (C)) ir todél gali sudaryti potencialiai galéty sudaryti
papildomas sgveikas su hidrofobine ir hidrofiline aktyvaus centro dalimis, tokiu btuidu padidinant

jungimosi giminingumag ir selektyvumag CA II izoformai.
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3.10 pav. Prognozuojamos jungimosi konformacijos CA II aktyviajame centre kai kuriems i$ 4 ir 5 grupés

junginiy, turin€iy jvestus pakaitus meta padétyje. Kiekvieno jungimosi konformacijos paveikslélio virSutingje
kair¢je dalyje nurodyta junginio pavadinimas. Mélyna spalva yra pazyméta hidrofiling, o rusva spalva —
hidrofobin¢ CA II aktyviojo centro dalys.
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3.11 pav. Prognozuojamos jungimosi konformacijos CA II aktyviajame centre kai kuriems i§ 6 grupés
junginiy, turin¢iy jvestus pakaitus meta padétyje. Kiekvieno jungimosi konformacijos paveikslélio virSutinéje
kair¢je dalyje nurodyta junginio pavadinimas. Mélyna spalva yra paZyméta hidrofiline, o rusva spalva —

hidrofobin¢ CA II aktyviojo centro dalys.

3.12 pav. 9j ir 9l junginiy prognozuojamos jungimosi konformacijos CA Il aktyviajame centre. Junginiy
pavadinimai pateikti jungimosi konformacijos paveikslélio virSutinéje kairéje dalyje. Mélyna spalva yra

pazyméta hidrofiline, o rusva spalva — hidrofobiné CA II aktyviojo centro dalys.

3.13 pav. 9k junginio prognozuojama jungimosi konformacija CA 1I aktyviajame centre. Junginiy pavadinimai

pateikti jungimosi konformacijos paveikslélio virSutingje kairéje dalyje. Mélyna spalva yra pazyméta

hidrofiling, o rusva spalva — hidrofobiné CA 1II aktyviojo centro dalys.



4. REZULTATU APIBENDRINIMAS IR DISKUSIJA

In silico tyrimuose dazniausiai numatytasis pH yra fiziologinis (pH 7.4), priklausomai nuo
pasirinkto modeliavimo jrankio. Tai svarbus konfigliravimo parametras, jvertinantis protonavimo
jtaka ir svarbus gaunamy dokinimo rezultaty tikslumui, todél svarbu iSlaikyti nuoseklumg pasirenkant
8 ir kitus parametrus, kad galima biity lyginti junginiy parametrus gautus prie vienody tyrimo salygy.
Kiti modeliavimo parametrai taip pat turéty bati sukonfiguruoti taip, jog in silico tyrimy salygos
visiems tiriamiems ligandams biity vienodos siekiant rezultaty patikimumo.

Dauguma molekulinio dokinimo programy turi nemazas paklaidas, kurios molekuliniame
modeliavime nors ir skaitomos palyginti nedidelémis, ta¢iau fizikochemine prasme turi didele jtaka.
Pasirinkta atlikti potencialiausiy junginiy atrankg remiantis molekulinio dokinimo prognozuojamais
jungimosi giminingumais taikinio izoformai, ta¢iau nevertinant in silico selektyvumo atzvilgiu ne
taikinio izoformos. To prieZastis biitent ir yra Sios paklaidos, kurias nurodo naudotos molekulinio
dokinimo programos AutoDock Vina autoriai. Sios programos publikacijoje nurodoma, jog
AutoDock Vina prognozuojamos jungimosi energijos standartiné paklaida nuo eksperimentiniy
tyrimy rezultaty yra apytiksliai +2,85 kcal/mol (t.y. apytiksliai +11,92 kJ/mol). Zinome, jog jeigu
tyrimai atliekami prie 37°C (pH 7.0), skirtumas tarp Gibso energijy siekiantis ~12 kJ/mol reiksty, jog
jungimosi stiprumas pasikeicia ~100 karty i stipréjimo arba silpnéjimo pusg. IS biofizikinés sgveiky
vertinimo pusés, tai yra reikSmingas indélis baltymy-ligandy sgveiky jungimosi giminingumui ir
selektyvumui.

Taigi nors modeliavimo prasme tokia paklaida laikoma palyginti nedidelé, taciau
eksperimentinio sgveiky tyrimo prasme tai turi didele fiziking ir cheming prasme. Todél pasirinkta
vykdyti potencialiausiy junginiy atrankg remiantis prognozuojama jungimosi energija su taikinio
izoforma, tam kad identifikuoti potencialiausius stipriu prognozuojamu jungimusi su taikiniu
pasizymincius junginius darant prielaida, kad tarp dideliu jungimosi giminingumu pasizyminéiy
junginiy, kurie racionaliai gauti i$ struktiiros-selektyvumo koreliacijy analizés, atsiras ir selektyvumo
padidé¢jimas taikinio izoformai.

Kita priezastis yra triikumas eksperimentiniy kristalografiniy duomeny apie visy 12 izoformy
aktyviuosius centrus. Norint nustatyti selektyvumo profilj, reikéty dokinti su visomis 12
karboanhidraziy, praleidziant nebent CA 11, kuri pasizymi labai mazu katalitiniu aktyvumu ir vis dar
nezinoma §ios izoformos reik§mé organizme. Siuo metu didZiausioje baltymy ir ju kompleksy su
ligandais duombaz¢je RCSB PDB yra publikuojama bent po 1 kristalografing karboanhidraziy
izoformy ar jy komplekso su ligandu strukttrg 10 1§ 12 karboanhidraziy izoformy. Taciau iki Siol néra
nustatyty ir iSspresty kristalografiniy struktiry CA VA ir CA VB izoformoms, kurios yra biologiskai
svarbios. Sumodeliuoty CA VA ir CA VB struktiiry yra, taciau atliekant molekulinio dokinimo
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eksperimentus su skirtingai gautomis (modeliuotomis ir eksperimetinémis kristalografinémis)
struktiromis biity nevienodos eksperimento in silico salygos, o tai leisty kelti klausimg dél tokio
tyrimo metu gauty rezultaty patikimumo ir tikslumo. Juolab jvertinant tai, jog molekulinio dokinimo
metodai vis dar turi savo ribotumus, kurie néra iSspresti net ir dinaminiame dokinime, kuriame
integruojamos molekulinés dinamikos simuliacijos.

Tikrieji (intrinsiniai) jungimosi parametrai yra ne maziau svarbis analizuoti nei $§iame darbe
aptariami stebimyjy jungimosi Gibso energijy pokyciai. Naudojant tikruosius jungimosi Gibso
energijy pokyc¢ius atmetama jtaka, kurig turi su baltymo-ligando jungimusi nesusijusios sgveikos
jungimosi  giminingumui  (buferis ir baltymo bei ligando protonavimas) ir Kitiems
biotermodinaminiams parametrams. Gauti tikrieji (intrinsiniai) parametrai leidzia tiksliau ir
svarbiausia patikimiau jvertinti pokyc¢iy junginiy cheminése struktiirose jtakg jungimosi parametrams
ir selektyvumui.

Problema islieka, jog yra trilkumas nustatyty protonizacijos konstanty (pKa) ver¢iy junginiams,
todél yra trilkumas nustatyty tikryjy jungimosi parametry duomeny. D¢l Sios priezasties pasirinkta
analizuoti stebimuosius jungimosi parametrus, kadangi kitu atveju bity zenkliai sumazinta
strukturos-afiniSkumo koreliacijy analizés sritis. Vis dél to, siekiant uztikrinti i§ strukttros-
afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy analizés gauty pagrindiniy rezultaty ir iSvady
patikimuma, jos buvo tikrinamos ir su tikrujy parametry verciy priklausomybémis nuo struktiriniy
poky¢iy. Tai buvo daroma su koreliacijomis, kurioms yra turimi duomenis apie tikruosius jungimosi
parametrus. Stebimyjy ir tikryjy jungimosi parametry tikryjy jungimosi parametry nustatymo biidai

ir modeliai bei $iy parametry palyginimas yra iSsamiai apraSytas [83] publikacijos autoriy.

Pagrindiniai rezultatai, gauti i$ struktiiros-biotermodinamikos koreliaciju analizés:

e [Sanalizavus struktiiros-jungimosi energijy koreliacijas paaiSkéjo, jog tiek sulfanilo, tiek
sulfonilo grupés jvedimas benzensulfonamido para padétyje esanciy pakaity sujungimui su
benzeno ziedu padidina ligandy jungimosi giminingumg CA Il izoformai. To priezastis gali
bati tai, jog abi funkcinés grupés pasizymi elektrony iStraukimo efektu, kuris yra svarbus
sgveikal su jungimosi vieta. Sulfonilo grupés jvedimas para padétyje labiau padidina
jungimosi su CA II gimininguma nei Sulfanilo grupés. To priezastis gali biti tai, jog sulfonilo
grupé turi galimybe sudaryti papildomas sgveikas su fermento aktyviuoju centru — abu
sulfonilo deguonies atomai gali sudaryti po du vandenilinius rySius kaip vandenilinio rySio
akceptorius su donorinémis vandenilinio rySio grupémis aktyviajame baltymo centre. Be to,

sulfonilo grupé pasizymi stipresniu elektrony iStraukimo efektu nei sulfido grupé.
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Nei sulfonilo, nei sulfanilo grupés jvedimas zenkliai nepagerina selektyvumo CA II profilio.
Sulfanilo grupés pakeitimas sulfinilo grupe benzensulfonamido para padétyje sulfonamidinés
grupés atzvilgiu sumazina jungimosi gimininguma CA II atzvilgiu.

Azotg turin¢iy funkciniy grupiy jvedimas benzensulfonamido para arba meta padétyse
esanciuose pakaituose pagerina selektyvumo CA Il profilj. Amino funkcinés grupés
panaudojimas benzensulfonamido para padétyje sujungti pakaitus su benzeno Ziedu taip pat
pagerina selektyvumg CA II, taciau susilpnéja jungimosi giminingumas su CA II.

Tiek imidazolo pakaito jvedimas benzensulfonamido para padétyje, tiek pirimidono pakaito
jvedimas benzensulfonamido meta padétyje pagerina selektyvumo profilj CA II. Taciau
imidazolo pakaito jvedimas meta padétyje arba pirimidono pakaito jvedimas para padétyje
atrankumo profilj CA II veikia prieSingai, t.y. selektyvumas mazéja.

Chloro jvedimas benzensulfonamido orto padétyje padidina jungimosi su CA II gimininguma
ir Siek tiek pagerina atrankumo CA II profil;. To priezastis - CA II aktyviajame centre esancios
nedidelés ertmés, i vieng i8 kuriy telpa orto padétyje esantis nedidelis chloro atomas ir tuomet
junginys, geriau uzpildydamas jungimosi vietg, sudaro stipresn¢ saveika (pagal spynos ir

rakto modelj).

Pagrindiniai rezultatai, gauti i$ molekuliniu dokinimu atliktos virtualios atrankos:

Molekulinio dokinimo metu tirta 110 junginiy, gauty pagal identifikuotas struktiirines
koreliacijas, aprasytas 3.2 rezultaty skyrelyje. Nustatyta 20 ligandy, kurie stipriausiai jungiasi
su CAII.

Analizuojant molekulinio dokinimo metu gautas junginiy konformacijas pastebéta, jog
benzensulfonamidai, turintys orto padétyje chloro atoma ir meta padétyje per amina, sulfidg
arba sulfonilg prijungta pirolo, imidazolo, piridino ar pirimidino zieda galéty biiti skeletinés
struktliros naujiems inhibitoriams, jvedant pakaitus benzensulfonamido para padétyje ir
prijungiant papildomas grupes prie meta padétyje esanciy pirolo, imidazolo, piridino ar
pirimidino Ziedy. Tokia prielaida paremta tuo, kad chloro atomas telpa j vieng i$ nedideliy
ertmiy aktyviajame centre, o pirolo, imidazolo, piridino ar pirimidino Ziedai gali uzpildyti dalj
kitoje puséje esancios didesnés ertmes.

9k junginys yra tarp didziausiu virtualios atrankos metu gautu prognozuojamu jungimosi
atomas orto padetyje telpa j viena i§ nedideliy ertmiy aktyviajame centre, o pakaitas meta
padétyje iSpildo kitoje puséje esancig didesne ertme. Taip pat Sio junginio para padétyje

esantis pakaitas uZpildo iSorin¢ aktyvaus centro dalj ir gali padidinti selektyvumg CA II.
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ISVADOS

ISanalizavus struktiiros-afiniSkumo ir struktiros-selektyvumo koreliacijas paaiskéjo, tiek
sulfanilo, tiek sulfonilo grupés jvedimas benzensulfonamido para padétyje esanciy pakaity
sujungimui su benzeno ziedu padidina ligandy jungimosi giminingumg CA II izoformai. Nei
sulfonilo, nei sulfanilo grupés jvedimas sujungti benzensulfonamido para padétyje esantiems
pakaitams savaime zenkliai nepagerina selektyvumo CA 1l profilio, taciau per $ias funkcines
grupes prisijunge pakaitai daro jtakg selektyvumo profiliui. Sulfonilo grupés panaudojimas
para padétyje esanciy pakaity jungimui labiau padidina jungimosi su CA Il gimininguma nei
sulfanilo grupés.

Sulfanilo grupés pakeitimas sulfinilo grupe sujungiant pakaitus, esan¢ius benzensulfonamido
para padétyje sulfonamidinés grupés atzvilgiu, Zenkliai sumaZina jungimosi gimininguma CA
IT atzvilgiu.

Amino funkcinés grupés panaudojimas benzensulfonamido para padétyje sujungti pakaitus
su benzeno Ziedu pagerina selektyvuma CA 11, taciau susilpnéja jungimosi giminingumas su
CA Il. Azota turin¢iy funkciniy grupiy, tokiy kaip: aminas, amidas, pirolas, imidazolas,
piridinas, pirimidinas ar pirimidonas, jvedimas benzensulfonamido para arba meta padétyse
esanciuose pakaituose padeda pagerinti selektyvumag CA II.

Chloro jvedimas benzensulfonamido orto padétyje sulfonamidinés grupés atzvilgiu padidina
jungimosi su CA II giminingumag ir Siek tiek pagerina selektyvumo CA II profilj.
Analizuojant molekulinio dokinimo metu gautas junginiy konformacijas CA Il aktyviajame
centre pastebéta, jog benzensulfonamidai, turintys orto padétyje chloro atoma ir meta padétyje
per aming, sulfanilg arba sulfonilg prijungta pirolo, imidazolo, piridino arba pirimidino zieda,
galéty biti pagrindas naujoms inhibitoriy struktiiroms. Siy struktiiry optimizavimas, siekiant
didelio jungimosi giminingumo ir selektyvumo CA I, galéty biiti pasiektas jvedant pakaitus
benzensulfonamido para padétyje ir prijungiant papildomas grupes prie meta padétyje esancio

pirolo, imidazolo, piridino arba pirimidino ziedo.
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SULFONAMIDINIU JUNGINIU SAVEIKOS SU ZMOGAUS KARBOANHIDRAZIU
IZOFORMOMIS ATPAZINIMO, JUNGIMOSI GIMININGUMO IR SELEKTYVUMO
TYRIMAS

Magistranttiros studijy baigiamasis darbas

SANTRAUKA

Potencialiis vaistai turéty pasizyméti dideliu jungimosi giminingumu, specifiSkumu ir selektyvumu
vienai Zmogaus karboanhidrazés izoformai (CA) ir neinhibuoti kity svarbiy izoformy, kurios néra taikinys.
Viena i§ pagrindiniy priezasCiy, kodél yra reikalingi atrankts ir stipriu jungimusi pasizymintys
karboanhidraziy izoformy slopikliai — tai siekis, jog potencialus vaistas nesukelty Salutiniy efekty ir toksinio
poveikio. Vieni i§ populiariausiy $iuo metu tyringjamy CA slopikliy yra sulfonamidiniai junginiai. Sio darbo
tikslas buvo istirti sulfonamidiniy junginiy atpazinima, jungimosi giminingumg ir selektyvuma zmogaus
karboanhidrazés II (CA 1) izoformai.

Atliktas struktiiros-afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy tyrimas parodé, jog tiek sulfanilo,
tiek sulfonilo grupés jvedimas benzensulfonamido para padétyje esanciy pakaity sujungimui su benzeno ziedu
padidina ligandy jungimosi giminingumg CA II izoformai. Nei sulfonilo, nei sulfanilo grupés jvedimas
sujungti benzensulfonamido para padétyje esantiems pakaitams savaime Zenkliai nepagerina selektyvumo CA
IT profilio, tadiau per Sias funkcines grupes prisijunge pakaitai daro jtaka selektyvumo profiliui. Sulfonilo
grupés panaudojimas para padétyje esanciy pakaity jungimui labiau padidina jungimosi su CA II gimininguma
nei sulfanilo grupés. Sulfanilo grupés pakeitimas sulfinilo grupe sujungiant pakaitus, esancius
benzensulfonamido para padétyje sulfonamidinés grupés atzvilgiu, zenkliai sumazina jungimosi gimininguma
CA 1II atzvilgiu. Amino funkcinés grupés panaudojimas benzensulfonamido para padétyje sujungti pakaitus
su benzeno ziedu pagerina selektyvumg CA 1I, taciau susilpnéja jungimosi giminingumas su CA II. Azota
turinCiy funkciniy grupiy, tokiy kaip: aminas, amidas, pirolas, imidazolas, piridinas, pirimidinas ar
pirimidonas, jvedimas benzensulfonamido para arba meta padétyse esanciuose pakaituose padeda pagerinti
selektyvuma CA II. Chloro jvedimas benzensulfonamido orto padétyje sulfonamidinés grupés atzvilgiu
padidina jungimosi su CA II gimininguma ir Siek tiek pagerina selektyvumo CA II profil;.

I$analizavus molekulinio dokinimo rezultatus ir gautas prognozuojamas jungimosi konformacijas CA Il
aktyviajame centre pastebéta, jog benzensulfonamidai, turintys orto padétyje chloro atoma ir meta padétyje
per aming, sulfanilg arba sulfonilg prijungta pirolo, imidazolo, piridino arba pirimidino zieda, galéty biti
pagrindas naujoms inhibitoriy struktiroms. Siy struktiiry optimizavimas, siekiant didelio jungimosi
giminingumo ir selektyvumo CA 11, galéty biiti pasiektas jvedant pakaitus benzensulfonamido para padétyje
ir prijungiant papildomas grupes prie meta padétyje esancio pirolo, imidazolo, piridino arba pirimidino Ziedo.
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CARBONIC ANHYDRASE ISOFORMS

Master's thesis

SUMMARY

Potential drugs should have high binding affinity, specificity, and selectivity for one isoform of human
carbonic anhydrase and should not inhibit other important non-target isoforms. One of the main reasons for
the need of selective inhibitors of carbonic anhydrase isoforms is to ensure that the potential drug does not
cause side effects and toxic effects. One of the most popular CA inhibitors that currently are under investigation
are sulfonamide-based compounds. The aim of this study was to investigate the recognition, binding affinity,
and selectivity of sulfonamide-based compounds for the human carbonic anhydrase 11 (CA 11) isoform.

Performed investigation on the structure-affinity and structure-selectivity correlations has shown that
the introduction of a sulfanyl or a sulfonyl group to link benzenesulfonamide para substituents to the benzene
ring increases the binding affinity of the ligands for the CA Il isoform. The introduction of either a sulfonyl or
sulfanyl group to link benzenesulfonamide to the para substituents does not in itself significantly improve the
selectivity for CA 11, but the substituents attached through those functional groups affect the selectivity profile.
The use of a sulfonyl group to link substituents in the para position increases the binding affinity for CA 1l
more than the sulfanyl group. Substitution of the sulfanyl group with a sulfinyl group by linking the
substituents in the para position of the benzenesulfonamide significantly reduces the binding affinity to CA Il.
The use of an amine functional group at the para position of the benzenesulfonamide to link the substituents
to the benzene ring improves the selectivity for CA 1l, but decreases the binding affinity with CA 1I. The
introduction of nitrogen-containing functional groups such as amine, amide, pyrrole, imidazole, pyridine,
pyrimidine or pyrimidone in the substituents at the para or meta position of benzenesulfonamide helps to
improve the selectivity for CA II. The introduction of chlorine at the ortho position of benzenesulfonamide
increases the binding affinity for CA 11 and slightly improves selectivity for CA II.

Analysis of the molecular docking results and the predicted binding conformations at the CA 11 active
site has shown that benzenesulfonamides containing chlorine at ortho position and pyrrole, imidazole, pyridine
or pyrimidine ring at the meta position could provide a basis for a novel structures of inhibitors. Optimization
of these structures to achieve high binding affinity and selectivity for CA 1l could be done by introducing
substituents at the para position of the benzenesulfonamide and by attaching additional groups to pyrrole,

imidazole, pyridine or pyrimidine ring at the meta position.
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5. PRIEDAI

5.1. Struktiiros-afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo sugrupuoty koreliacijuy diagramos

Junginiy  struktiros-afiniSkumo ir  struktiiros-selektyvumo  koreliacijy  diagramos,
vaizduojancios | juos struktiiriSkai panasiy sulfonamidiniy ligandy sgveikos su CA izoformomis
stebimosios Gibso energijos poky¢io (AGeps) priklausomybe nuo junginiy struktiiriniy pokyciy. Balta
linija diagramose zymi jungimosi giminingumo nustatymo ribg fluorescenciniu terminio poslinkio
metodu, kuomet matavimy temperatiira yra 37°C (AGobs = -22 kJ/mol). Balti tarpai tarp jungimosi
giminingumo konkrecioms izoformoms stulpeliy rodo, kurioms sgveikoms dar néra nustatyty

stebimosios Gibso energijos pokyciy.
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5.1 pav. EA3-7 junginio struktiros-afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.2 pav. EA3-30 junginio struktiiros-afiniskumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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| HCAT mCAIl mCAIIl mCATV mCAVA mCAVB mCA V]I mCAVII mCAIX mCAXIl mCA XIII ICAXIVl

5.3 pav. EA9-11 junginio struktiiros-afiniSkumo ir strukttiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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AGy, (KI/mol)

5.4

AG . (kI/mol)

-55

5.5 pav

EA9-40 EA10-30 EA10-20

|-CAI mCATl mCATII mCAIV mCAVA mCAVE mCAVI mCAVII mCATX mCAXII mCA XIII lCAXIVl

pav. EA9-30 struktiiros-afiniskumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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. EA9-2 junginio struktiiros-afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.6 pav

EAT1-30

| mCAT mCAIl mCAIIl wCAITV mCAVA mCAVEB mCAV]I mCAVII mCAIX mCAXII mCA XIII ICAXIVI

. EA5-30 junginio strukttiros-afiniSkumo ir strukttiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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| ECA] mCAIl mCAIIl mCAIV mCAVA mCAVB mCAVI mCAVII mCAIX mCAXII mCA XIII ICAXIVl

5.7 pav. EA5-7 junginio struktiiros-afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.8 pav. EA5-3 junginio strukttiros-afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.

-20

5.9 pav. EA3-1 junginio struktiiros-afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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HCA] mCAIl mCAIIl mCAIV mCAVA mCAVB mCAV]I mCAVII mCAIX mCAXI mCAXIII lCAXIVl
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5.10 pav. EA1-1 junginio struktiiros-afiniskumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.11 pav. E13-4 junginio struktiiros-afiniskumo ir strukttros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.12 pav. VD11-67 junginio struktiiros-afiniskumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagrama,
vaizduojanti sgveikos su CA izoformomis stebimosios Gibso energijos poky¢ius (AGops) ir palyginanti jj su

struktariskai panasiu VD11-15 ligandu.
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5.13 pav. VD12-37 junginio struktiiros-afini§kumo ir strukttiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.14 pav. VD12-37 junginio struktiiros-afinisSkumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.15 pav. VD12-38 junginio struktiiros-afini§kumo ir strukttiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.16 pav. E11-37 junginio struktiros-afiniskumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.17 pav. E11-31 junginio strukttros-afiniSkumo ir strukttros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.18 pav. E11-75 junginio struktiros-afiniskumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.19 pav. E11-61 junginio strukttros-afiniSkumo ir strukttros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.20 pav. E11-7 junginio strukttiros-afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.21 pav. E11-75 junginio strukttros-afiniSkumo ir strukttros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.22 pav. E88 junginio struktiros-afiniSkumo ir struktiiros-selektyvumo koreliacijy diagrama.
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5.2. Potencialiy naujy junginiy struktiiry, identifikuoty po struktiiros-afiniSkumo ir
struktiiros-selektyvumo Kkoreliacijy analizés, molekulinio dokinimo rezultatai.
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5.23 pav. Potencialiy junginiy cheminés struktiiros tirtos molekulinio dokinimo metodu.

; Ef
“%

5.1 lentelé. Molekulinio dokinimo metu nustatytos junginiy saveikos su CA II prognozuojamos jungimosi
energijos tiksliausiai junginio konformacijai. Kiekvienam junginiui buvo atlikta po 3 dokinimo pakartojimus,
kuriy kiekvieng sudaro 10 unikaliy junginio konformacijy baltymo aktyviajame centre. [vertinta molekulinio
dokinimo programos standartiné prognozuojamy jungimosi energijy paklaida nuo eksperimentiniy rezultaty

(£2.85 kcal/mol arba kitaip £11.92kJ/mol), kuri yra pateikta [69] publikacijoje.

Virsutiné Apatiné
Nr. Junginys | Jungimosi energija (x11.92), kJ/mol pgli;;?ggzl?ie;a pglillzl(ilggnrlrga
(kJ/mol) (kJ/mol)
Kontrolé E2 -32.22 -44.14 -20.30
1 la -28.03 -39.95 -16.11
2 1b -28.03 -39.95 -16.11
3 1c -26.78 -38.70 -14.86
4 1d -25.52 -37.44 -13.60
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5 le -23.85 -35.77 -11.93
6 1f -28.03 -39.95 -16.11
7 1g -25.94 -37.86 -14.02
8 1h -28.03 -39.95 -16.11
9 1 -30.12 -42.04 -18.20
10 1j -27.61 -39.53 -15.69
11 1k -28.87 -40.79 -16.95
12 1l -27.20 -39.12 -15.28
13 2a -28.03 -39.95 -16.11
14 2b -27.61 -39.53 -15.69
15 2c -30.12 -42.04 -18.20
16 2d -28.45 -40.37 -16.53
17 2e -28.03 -39.95 -16.11
18 of -30.12 -42.04 -18.20
19 29 -29.71 -41.63 -17.79
20 2h -31.38 -43.30 -19.46
21 2i -33.47 -45.39 -21.55
22 2] -30.96 -42.88 -19.04
23 2k -32.64 -44.56 -20.72
24 2l -30.54 -42.46 -18.62
25 3a -28.87 -40.79 -16.95
26 3b -26.78 -38.70 -14.86
27 3c -29.71 -41.63 -17.79
28 3d -26.78 -38.70 -14.86
29 3e -25.94 -37.86 -14.02
30 3f -28.45 -40.37 -16.53
31 39 -26.78 -38.70 -14.86
32 3h -27.20 -39.12 -15.28
33 3i -31.80 -43.72 -19.88
34 3 -29.29 -41.21 -17.37
35 3k -30.12 -42.04 -18.20
36 3l -28.45 -40.37 -16.53
37 4a -31.80 -43.72 -19.88
38 4b -28.87 -40.79 -16.95
39 4c -28.45 -40.37 -16.53
40 4d -29.29 4121 -17.37
41 4e -28.03 -39.95 -16.11
42 4f -31.38 -43.30 -19.46
43 4g -29.71 -41.63 -17.79
44 4h -28.45 -40.37 -16.53
45 4i -30.12 -42.04 -18.20
46 4 -30.96 -42.88 -19.04
47 4K -29.71 -41.63 -17.79
48 41 -30.12 -42.04 -18.20
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49 5a -28.03 -39.95 -16.11
50 5b -28.87 -40.79 -16.95
51 5c -28.45 -40.37 -16.53
52 5d -30.12 -42.04 -18.20
53 5e -30.54 -42.46 -18.62
54 5f -30.96 -42.88 -19.04
55 5g -30.54 -42.46 -18.62
56 5h -29.71 -41.63 -17.79
57 i -33.05 -44.97 -21.13
58 5j -30.54 -42.46 -18.62
59 5k -33.05 -44.97 -21.13
60 5| -30.12 -42.04 -18.20
61 6a -31.38 -43.30 -19.46
62 6b -28.45 -40.37 -16.53
63 6c -30.12 -42.04 -18.20
64 6d -30.12 -42.04 -18.20
65 6e -29.71 -41.63 -17.79
66 6f -28.45 -40.37 -16.53
67 6g -29.29 -41.21 -17.37
68 6h -30.54 -42.46 -18.62
69 6i -32.22 -44.14 -20.30
70 6] -29.71 -41.63 -17.79
71 6k -30.54 -42.46 -18.62
72 6l -30.96 -42.88 -19.04
73 7a -26.78 -38.70 -14.86
74 b -28.45 -40.37 -16.53
75 7c -30.96 -42.88 -19.04
76 7d -26.36 -38.28 -14.44
77 7e -25.10 -37.02 -13.18
78 7f -28.03 -39.95 -16.11
79 79 -27.20 -39.12 -15.28
80 7h -28.87 -40.79 -16.95
81 7i -28.87 -40.79 -16.95
82 7] -31.38 -43.30 -19.46
83 7K -32.22 -44.14 -20.30
84 7l -30.12 -42.04 -18.20
85 8a -29.29 -41.21 -17.37
86 8b -29.71 -41.63 -17.79
87 8¢ -32.22 -44.14 -20.30
88 8d -24.27 -36.19 -12.35
89 8e -24.27 -36.19 -12.35
90 8f -29.29 -41.21 -17.37
o1 8g -25.10 -37.02 -13.18
92 8h -29.71 -41.63 -17.79
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93 8i -35.15 -47.07 -23.23
94 8 -32.64 -44.56 -20.72
95 8k -33.47 -45.39 -21.55
96 8l -30.54 -42.46 -18.62
97 9a -27.61 -39.53 -15.69
98 9b -28.03 -39.95 -16.11
99 9c -30.54 -42.46 -18.62
100 9d -27.61 -39.53 -15.69
101 % -28.87 -40.79 -16.95
102 of -28.87 -40.79 -16.95
103 9g -29.29 -41.21 -17.37
104 9h -29.29 -41.21 -17.37
105 oi -33.89 -45.81 -21.97
106 9 -31.80 -43.72 -19.88
107 ok -32.64 -44.56 -20.72
108 9l -30.54 -42.46 -18.62
109 10a -32.64 -44.56 -20.72
110 10b -30.12 -42.04 -18.20
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