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Ivadas

Dauguma patvirtinty vaisty jungiasi prie fermenty ir aktyvuoja arba slopina jy
katalizinj aktyvuma. Manoma, kad Zmogaus organizme yra apie 600-1500 su
ligomis susijusiy taikiniy, kuriy aktyvumas gali buti jtakojamas mazos moleku-
linés masés junginiais [1]. Zmogaus organizmo sutrikimy patologijos ir mecha-
nizmo supratimas leidzia identifikuoti priezastj, kurios pasekoje iSsivysteé liga,
todél biologinio efekto ir taikinio strukturos sgveikos supratimas leidzia sukurti
junginius su aktyvacijos ar slopinimo savybémis ir palankiomis farmakologinémis
charakteristikomis.

Vienas tokiy taikiniy yra fermentas karboanhidrazé (angl. carbonic anhyd-
rase, CA). Tai yra labai paplites baltymas, katalizuojantis gyvybiskai svarbig,
reakcija, del to randamas visose gyvosiose sistemose. Dvylika kataliziskai akty-
viy zmogaus CA izoformy turi farmakologinj pritaikyma epilepsijos, glaukomos,
veézio ir kity ligy gydymui. Karboanhidraziy ekspresijos pokyciai pirmg karta
susieti su liga buvo 1936 metais [2], o sulfidy slopinamosios savybés pastebétos
dar 1933-aisiais [3]. Véliau sulfonamidiniai junginiai tapo labiausiai iStirta ir
svarbiausia CA slopikliy klase [4-6]. Sie slopikliai jungiasi baltymo aktyviajame
centre ir nebeleidzia vykti katalizinei reakcijai. Toks slopinimas prisideda prie
ligy, susijusiy su padidéjusia CA ekspresija, gydymo. Deja, dazniausiai junginiai
saveikauja ne tik su taikinio izoforma, bet ir su kitomis. Dél Sios priezasties selek-
tyviy CA slopikliy kurimas yra pagrindinis tikslas, kurj pasiekti galima supratus
strukturos-termodinamikos ir strukturos-kinetikos sarys;j.

Baltymo-ligando jungimosi termodinamika suteikia vertingos informacijos apie
komplekso formavimosi energijas. Jungimosi konstanta yra parametras, kurj
tyréjai nori nustatyti pirmiausia, siekiant jvertintinti junginio gimininguma ti-
riamam baltymui. Entalpija ir entropija yra Gibso energijos komponentés ir
junginio modifikacijos gali pakeisti jy indélj jungimosi stiprumui.

Junginio ir baltymo saveikos kinetika, arba paprasciau - asociacijos ir diso-
ciacijos greic¢iy konstantos yra svarbus parametrai, vertinant ir optimizuojant
ligandus. Vis dar egzistuoja nuomoné, kad panasus junginiai turi vienodus aso-
ciacijos greicius, tac¢iau net mazi junginiy strukturos pokyciai gali turéti labai
didele jtaka sgveikos kinetikai.

Mazi strukturiniai funkciniy grupiy pokyciai ligando molekuléje ir déka juy
atsirandantys jungimosi stiprumo skirtumai suteikia svarbios informacijos apie
molekulés elgseng ir savybes. Taciau Sie skirtumai gali likti nepastebéti, jei pa-
pildomos reakcijos, vykstancios komplekso formavimosi metu, néra jvertinamos.
Protonizacijos reakcijos labiausiai jtakoja eksperimentiskai nustatytas molekuliy
saveikos termodinamines ir kinetines parametry vertes.

Dél baltymo ir ligando jonizacijos konstanty bei buferinio tirpalo pH, jun-
gimosi komponenty frakcijos skiriasi. To pasekoje skiriasi ir termodinaminiai
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parametrai, jei ta pati reakcija buvo atlikta skirtinguose buferiniuose tirpaluose
ar pH. Asociacijos grei¢io konstantos, nustatytos tg patj eksperimentg atliekant
skirtinguose pH, skiriasi taip pat. Dél to vertés, gautos skirtingose salygose
gali buti lyginamos tarpusavyje tik tada, kai protonizacijos jtaka yra atimama
ir apskaiciuojami tikriniai parametrai. Kitu atveju gali buti priimti neteisingi
sprendimai tolimesniam vaisty kurimui.

Selektyviy junginiy kurimui labai pasitarnauja biofizikiniai metodai, kurie su-
teikia informacijos apie komplekso dinamikg bei saveikos energijas. PavirSiaus
plasmono rezonanso (angl. surface plasmon resonance, SPR) metodas kartu su
fluorescenciniu terminio poslinkio bei izoterminés titravimo kalorimetrijos meto-
dais yra labai svarbus efektyviy vaistiniy junginiy kurimui ir vystymui.

Tikslas

Nustatyti protonizacijos jtaka termodinaminiams ir kinetiniams ligando jungi-
mosi su karboanhidrazémis parametrams ir istirti junginio strukturos-termodina-
mikos ir junginio strukturos-kinetikos sarysj sulfonamidiniams junginiams sgvei-
kaujant su CA izoformomis.

Uzduotys

« termodinaminiais metodais nustatyti aktyviajame CA I, CA IX ir CA XII
izoformy centre prie Zn(II) prisijungusio hidroksido jono/vandens molekulés
jonizacijos konstantas bei protonizacijos entalpijas.

« nustatyti junginiy sulfonamidinés grupés p/, bei protonizacijos entalpijas.

 iSmatuoti ligandy jungimosi su CA izoformomis termodinaminius ir kineti-
nius parametrus.

o apskaiciuoti ligandy jungimosi su CA izoformomis tikrinius termodinami-
nius ir kinetinius parametrus.

e nustatyti sarysj tarp junginiy struktury ir jungimosi termodinamikos bei
junginiy struktury ir jungimosi kinetikos.

Mokslinis naujumas

Siame darbe buvo i$matuoti naujy junginiy saveikos su karboanhidrazémis termo-
dinaminiai parametrai ir apskaic¢iuotos tikrinés parametry vertés, nustatyta, kad
tiriami junginiai labai stipriai ir selektyviai jungiasi prie kai kuriy CA izoformy.
Buvo atliktas detalus junginio strukturos-termodinamikos ir junginio strukturos-
kinetikos sarysio charakterizavimas. Be to, pirmg karta pavirsiaus plazmono re-
zonanso metodas buvo panaudotas jvertinti protonizacijos jtaka jungimosi kineti-
kai. Naudojantis izoterminés titravimo kalorimetrijos ir fluorescencinio poslinkio
metodais buvo nustatytos trijy CA izoformy jonizacijos konstantos. Nustacius
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baltymy ir junginiy pK, vertes, buvo jvertinta protonizacijos jtaka ir apskai-
¢iuoti tikriniai termodinaminiai bei tikriniai kinetiniai baltymo-ligando sgveikos
parametrai.

Siame darbe parodyra, jog sulfonamidy jungimasis yra labai greitas procesas
ir gali pasiekti difuzijos limituojama asociacijos greit;j.

Ginamieji teiginiai
o Sulfonamidiniai EA junginiai stipriai ir selektyviai saveikauja su CA izofor-

momis ir gali buti toliau vystomi kaip vaistai.

o Svarbu nustatyti tikrinius jungimosi termodinaminius parametrus ir juos
naudoti naujai susintetinty junginiy saveikos su baltymais taikiniais struk-
turos-termodinamikos analizei.

o Sulfonamidiniy slopikliy jungimosi su CA asociacija pasiekia difuzijos limi-
tuojama greit;.



Disertacijos struktura

Disertacija sudaro septynios dalys: jvadas, literaturos apzvalga, medziagy ir me-
tody dalis, rezultatai, diskusija, iSvados ir citaty sarasas. Cia pateikiama diser-
tacijos santrauka.

Literaturos apzvalga

Literaturos apzvalgoje aprasomi pagrindiniai baltymo-ligando sgveikos termodi-
namikos ir kinetikos principai. Aprasomas entalpijos-entropijos kompensavimas
bei papildomos jungimosi metu vykstancios reakcijos, is kuriy labiausiai jtako-
janti eksperimentinius duomenis yra protonizacija.

Jungimosi termodinamikai nustatyti naudojami fluorescencinis terminio pos-
linkio metodas (FTSA) bei izoterminé titravimo kalorimetrija (ITC). Jungimosi
kinetika nustatoma pavirsiaus plazmono rezonanso (SPR) metodu. Literaturos
apzvalgoje aprasytas kiekvieno i$ jy veikimo principas.

Geresnei jungimosi saveikai pasiekti junginiai yra optimizuojami keic¢iant jy
lipofiliSkumg, stabiluma, polisSkumg ir t.t. Papildomos polinés grupés gali suda-
ryti vandenilines jungtis su baltymu taip sustiprindamos sgveika ir padidindamos
entalpijos indélj jungimosi energijai [7,8]. Nepolinés junginio grupés gali uzpil-
dyti hidrofobines baltymo sritis, pakeisdamos tvarkingai issidésc¢iusias vandens
molekules ir taip junginio lipofiliSkumas padidinty jungimosi gimininguma déka
entropijos indélio [7,9]. Deja, jungimosi kinetika jtakojantys faktoriai vis dar yra
mazai suprasti.

Literaturos apzvalgoje aprasomas darbe tiriamas baltymas zmogaus karbo-
anhidrazé, katalizinis mechanizmas, dél ekspresijos pokyciy atsirandancios ligos
bei slopinimas sulfonamidiniais junginiais.

Karboanhidrazei sgveikaujant su sulfonamidais, vyksta protonizacijos reak-
cijos (baltymo aktyviajame centre prie Zn(II) jono prisijungusio OH protoni-
zacija ir junginio SO,NH, grupés deprotonizacija). Dél to, priklausomai nuo
baltymo ir junginio p/, bei buferinio tirpalo, kuriame atliekami eksperimentali,
pH, saveikaujanciy molekuliy frakcijos skiriasi. To pasekoje iSmatuojamos ma-
zesneés jungimosi bei asociacijos grei¢io konstantos nei yra is tikryjy. Buferiniai
tirpalai jtakoja ir jungimosi entalpijas. Taigi, dél jungimosi metu vykstancios
protonizacijos reakcijos gali buti padarytos klaidingos isvados ir priimti netei-
singi sprendimai tolimesniam vaisty kurimui. Kad to buty iSvengta, turéty buti
apskaiciuojami tikriniai jungimosi parametrai.
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Medziagos ir metodai

Medziagos

Komerciniai junginiai buvo pirkti i§ “Sigma Chemical Co” (EZA, AZM, 4-
metilbenzensulfonamidas).

Visi kiti CA slopikliai, naudojami Siuose tyrimuose, buvo susintetinti Bio-
termodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje, Biotechnologijos institute, Vilniaus
universitete. Strukturos ir junginiy grynumas buvo patvirtinti BMR, IR spekt-
roskopijos ir MS metodais.

Baltymai. Visos rekombinantinés zmogaus CA izoformos naudotos Siuose tyri-
muose — CA I (3-261 aminorugstys), CA II (1-260 aminorugstys), CA III (4-260
aminorugstys), CA IV (19-284 aminorugstys), CA VA (35-305 aminorugstys),
CA VB (40-317 aminorugstys), CA VI (21-290 aminorugstys), CA VII (1-264
aminorugstys), CA IX (138-390 aminorugstys), CA XII (30-291 aminorugstys),
CA XIII (1-262 aminorugstys), CA XIV (16-280 aminorugstys) — buvo ekspre-
suojamos ir gryninamos Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyriuje, Biotech-
nologijos institute, Vilniaus universitete. CA izoformos buvo ekspresuojamos F.
coli, isskyrus CA IX, kuri buvo ekspresuojama zinduoliy lastelése. Visos CA
buvo gryninamos chromatografijos metodais (grynumas £ 90%). Baltymo kon-
centracija buvo nustatoma spektorofotometriskai.

Reagentai. ANS (Aldrich Chemicals, > 97 %), CH;COONa (Fluka Chemie, >
99 %), DMSO (Roth, > 99.5 %), H;PO, (Sigma Aldrich, 85 % tirpalas), HCI
(Alfa Aesar, 36.5-38 % tirpalas), Na,B,0,-10H,O (Spectrum Chemical MFG
corp., > 99.5 %), Na,HPO, (Fluka Chemie, > 99 %), Na,PO, - 12H,O (Roth,
> 98 %), NaCl (Roth, > 99.5 %), NaH,PO,- H,O (Fisher Scientific, 99.4 %),
NaOH (Alfa Aesar, > 98 %), Tris-OH (Sigma, > 99.9 %), Tris-HCI (Sigma,
> 99 %), NHS (N-hidroksisukcinimidas) (Sigma Aldrich, 98 %), EDC (N-(3-
dimetilaminopropil)- N-etilkarbodiimido hidrochloridas ) (Sigma Aldrich, 98 %),
etanolamino hidrochloridas (Sigma Aldrich, > 99 %).

Buferiniai tirpalai. Fosfatinis: 50 mM arba 100 mM Na,HPO, tirpalas, turintis
100 mM NaCl ir 50 mM arba 100 mM NaH,PO, tirpalas, turintis 100 mM NaCl

buvo sumaiSomi atitinkamu santykiu, kad buty gautas reikiamas pH.

TRIS: 50 mM Tris-OH tirpalas, turintis 100 mM NaCl ir 50 mM Tris-HCI tir-
palas, turintis 100 mM NaCl buvo sumaisomi atitinkamu santykiu, kad buty
gautas reikiamas pH.

Universalus: 50 mM CH;COOH, 25 mM Na,B,0-, 100 mM NaCl buvo sumai-
Somi ir atitinkamas vieno i§ tirpaly HyPO,, Na,HPO,, NaH,PO,, ir Na;PO,
kiekis buvo pridedamas, kad buty gautas reikiamas pH.
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Metodai

Fluorescencinis terminio poslinkio metodas

Eksperimento procedura. Fluorescencinis terminio poslinkio metodas buvo at-
lieckamas Corbett Rotor-Gene 6000 (Qiagen Rotor-Gene Q) spektrofluorimetru
(zadinimas A=365+20 nm, emisija A=460415 nm). Baltymo tirpalas su skir-
tingomis junginio koncentracijomis buvo kaitinamas nuo 25°C iki 99°C, stebima
fluorescencija ir nustatoma baltymo lydymosi temperatura, esant skirtingoms
junginio koncentracijoms. Tirpalus sudaré 10 uM baltymo, 0-200 pM junginio,
50 uM solvatochrominio dazo ANS, 50 mM natrio fosfato buferinio tirpalo (pH
7.0), turin¢io 100 mM NaCl, ir DMSO (galutiné koncentracija 2%). Meéginio

temperatura buvo keliama 1°C per minute greiciu.

Lydymosi temperatiiros nustatymas. Baltymo lydymosi temperatura (7;,) bu-
vo nustatyta eksperimentines kreives modeliuojant pagal lygtj, aprasancig bal-
tymo-dazo komplekso fluorescencija:

Yu — Yn Yn — Yu
y(T) =Yn + 1 4 eAuG/RT =Yt 1 + e~ AuvG/RT (1)

kur R yra idealiyjy dujy konstanta, 1" — absoliuti temperatura, AyG yra is-
sivyniojimo Gibso energija, yy ir Yy yra atitinkamai natyvaus ir iSsivyniojusio
baltymo fluorescencija.

Parametras Ay G gali buti aprasomas kaip baltymo iSsivyniojimo entalpijos
Ay H ir iSsivyniojimo entropijos AyS skirtumas:

AyG =ApH — TAyS, (2)

Yy ir yy priklauso nuo temperaturos:
yv(T) = ynm, +mn(T = T,), (3)
yo(T) = yur, + mu(T = T,,), (4)

kur my ir my yra atitinkamai natyvaus ir issivyniojusio baltymo fluorescencijos
priklausomybés nuo temperatiros pokrypio kampai.

Jungimosi konstantos nustatymas. Temperaturos inicijuotas baltymo peréji-
mas i$ natyvios (NN) i iSsivyniojusia (U) busena gali buti jtakojamas ligando (L),
kuris prisijunges stabilizuoja arba destabilizuoja baltyma.:

U+L; <N+ L 2N, (5)

kur L; yra laisvas ligandas, [V, yra natyvus baltymas, prisijunges liganda. Ky
ir K, yra atitinkamai baltymo iSsivyniojimo ir jungimosi konstantos, kurios gali
buti aprasomos lygtimis:

U]

Ky — 2l _ o~(aGy/RT) (6)
[ V4]
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Kb [Nb] _ e—(AGb/RT) (7)

[Ny][Ly]
kur AGy ir AG, yra atitinkamai iSsivyniojimo ir jungimosi Gibso energijos.
Jungimosi konstantos nustatymas, naudojant baltymo lydymosi temperati-
ras, esant skirtingoms junginio koncentracijoms, aprasomas:

L= (Ko = 1) (5 + 1) ®)

P, yra baltymo koncentracija, t.y. iSsivyniojusio U, natyvaus Ny ir liganda
prisijungusio natyvaus [V, baltymy suma:

P, = U] + [Ny] + [N) )

Izoterminé titravimo kalorimetrija (ITC)

Baltymo-ligando jungimasis. [TC eksperimentai buvo atliekami naudojant VP-
ITC prietaisa (Microcal, Inc., Malvern, Northampton, JAV). Kalorimetro celé
buvo uzpildoma 4-10 pM baltymo tirpalu, turinciu 2% DMSO, 50-100 mM fosfa-
tinio buferinio tirpalo (pH 7.0) ir 100 mM natrio chlorido. Svirkstas uzpildomas
tirpalu, sudarytu i§ 40-100 pM junginio, 2% DMSO, 50-100 mM fosfatinio bufe-
rinio tirpalo (pH 7.0) ir 100 mM natrio chlorido. Baltymo tirpalas buvo titruo-
jamas injekuojant 25 injekcijas po 10pnL ligando tirpalo apie 200 s intervalais
25°C arba 37°C temperaturose.

ITC duomenys buvo analizuojami naudojant MicroCal Origin programing
jrangg. Pirma injekcija nebuvo naudojama analizuojant duomenis. Jungimosi
konstantos, entalpijos ir entropijos buvo nustatomos naudojant vienos jungimosi
vietos modelj.



Eksperimentai skirtinguose pH. Komercinio slopiklio EZA jungimosi su CA
eksperimentai, esant skirtingiems pH, buvo atliekami cele pripildant tirpalo, su-
daryto is 4-6 pM baltymo, 2% DMSO, 50-100 mM natrio fosfato arba TRIS
buferio ir 100 mM natrio chlorido. Svirkstas pripildomas 40-60 pM EZA, 2%
DMSO, 50-100 mM fosfatinio arba TRIS buferinio tirpalo, 100 mM natrio chlori-
do. Baltymo ir ligando tirpalai buvo paruosiami vienodame buferyje, pH vertes
buvo patikrinamos pries ir po eksperimento. Eksperimentai buvo sudaryti is
25 injekcijy, titruojamy kas 3-4 min. Pirmos injekcijos turis buvo 5 pL, kity —
10 pL. Eksperimentai buvo atliekami 25°C.

Junginio protonizacijos entalpija. Junginio protonizacijos entalpija buvo nu-
statoma celéje esantj junginio tirpala (0.25 mM junginio ir 1.5 ekvivalento NaOH)
titruojant 5 mM HNO, tirpalu. Eksperimentas buvo sudarytas is 56 injekcijy
(kiekvienos i$ ju turis 5 uL), injekuojamy kas 200 sekundziy. DMSO koncentra-
cijos svirkste ir celéje esanciuose tirpaluose buvo vienodos (2.5%). Eksperimentai
buvo atliekami 37°C.

Pavirsiaus plazmono rezonansas (SPR)

Baltymo-ligando saveikos kinetika buvo atlieckama naudojant Biacore S51, Bia-
core T200 bei Biacore 2000 pavirSiaus plazmono rezonanso prietaisus (GE Heal-
thcare, Upsala, Svedija). Visi eksperimentai buvo atliekami 25°C temperaturoje.

Jutiklio pavirsiaus paruosimas. Baltymai buvo imobilizuojami ant CM5 ir Se-
ries S CM5 jutiklio (GE Healthcare, Upsala, Svedija), naudojant standartine
amino grupiy prijungimo procedura. Jutiklio karboksimetildekstrano matrica
buvo aktyvuojama 7 minutes naudojant 0.1 M NHS ir 0.4 M EDC (tékmeés grei-
tis 10-20pL min ™).

Baltymo imobilizavimas. Baltymy tirpalai buvo paruosti 10 mM natrio acetato
buferyje. Naudotos baltymy koncentracijos ir pH: 75 pgmL~! CA I, pH 5.0;
100 pgmL~t CA II, pH 5.0; 25 pgmL~! CA VII, pH 5.0; 100-200 pgmL~! CA
IX, pH 4.5; 25ugmL~! CA XII, pH 5.0; 75-200 pgmL~! CA XIII, pH 5.0.
Nesureagavusios karboksimetildekstrano grupés buvo 10 min deaktyvuojamos 1
M etanolamino hidrochloridu (pH 8.5). Imobilizavimo metu kaip tékmeés buferis
buvo naudojamas 10 mM fosfatinis buferis, turintis 150 mM NaCl, pH 7.0 arba
pH 7.4.

Kinetiniai sgveikos eksperimentai. Eksperimentai buvo atliekami naudojant
50 mM natrio fosfato (pH intervalas nuo 6.0 iki 8.0), TRIS (pH 8.5 ir pH 9.0)
arba natrio acetato (pH 5.5) buferinius tirpalus, turinéius 100 mM NaCl ir 2%
DMSO kaip tékmeés buferius. 10mM junginiy tirpalai, istirpinti DMSO buvo
praskiedziami tékmeés buferiu. Asociacija buvo stebima 30-60 sekundziy, esant
30 pL min~! arba 90 pL min~! tékmes grei¢iui. Disociacijos laikas buvo skirtin-
gas, priklausomai nuo sgveikos stiprumo.

Teorinés kiekvieno ligando jungimosi konstantos skirtinguose pH buvo apskai-
¢iuotos naudojant 11 lygtj. Desimt karty didesné koncentracija nei apskaic¢iuota
K p verté buvo naudojama kaip didZiausia koncentracija ir skiedziama du kartus.
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Si du kartus mazesné koncentracija skiedziama dar du kartus ir t.t. Kiekvienas
eksperimentas buvo sudarytas iS 6 po du kartus besiskirianc¢iy koncentracijy ir
dviejuy kontroliniy koncentracijy, kurias sudaré tik tékmeés buferis.

SPR duomeny analizé. Gautos sensogramos buvo analizuojamos naudojant
BIAcore T100 v.2.0, BIAcore T200 v.1.0 ir BIAevaluation v.3.0 programine jran-
ga (GE Healthcare, Upsala, Svedija). Kreivés buvo analizuojamos naudojant
standartinj 1:1 sgveikos model;.

Spektrofotometriniai matavimai.

Junginiy p/K, nustatymui buvo naudojamas "Aligent 89090A" spektrofotomet-
ras. Junginio tirpalas (galutiné koncentracija 30-50 uM, 1% DMSO) buvo pa-
ruosiamas buferiniame tirpale (100 mM, pH intervale nuo 5.5 iki 12.5, kas 0.5 pH
vieneto) ir UV-VIS spektrai buvo registruojami 25°C arba 37°C temperaturoje.

Tikriniy parametry skaic¢iavimas.

Tikrinés jungimosi Gibso energijos buvo apskaiciuojamos naudojant lygtj:

AbGintr — _RT ln(Kbiintr) (10)
kur K i yra tikriné jungimosi konstanta:
K b_obs
K b_intr — — ( 11 )

feazan,o0f, RSO,NH~

fc AZnH,0 1T fRSOQNH* atitinkamai yra protonizuoto baltymo, kuomet prie cinko
jono prisijungusi vandens molekulé, ir deprotonizuoto sulfonamido frakcijos:
1OpKaicAZnH2O*pH

fCAZHHQO - 1+ 10PHa_caznn,o—pH (12)
1OPH’pKLR302NH*
fRSOQNHi - 1_|_ 1OpH_pKa7RSOQNH7 (13)

Sios frakcijos gali buti apskai¢iuotos, kai sulfonamido ir vandens molekulés, pri-
sijungusios prie cinko jono aktyviajame baltymo centre p/, vertés yra zinomos
(lygtyse pazymeétos atitinkamai pKaiRSOQNHf ir pK, caznm,o0)- Tikrine jungi-
mosi entalpija apskaiciuojama pagal lygtj:

Ay Hipgr = AyHops — nirso,Nm, ApHrsonm, — NnoalpHea + npue Ay Hyye (14)
kur Ay Heps yra iSmatuota jungimosi entalpija, A, Hrgo,nm, yra junginio, A, Hea
— karboanhidrazés ir A,Hy,e — buferio protonizacijos entalpijos. NRSO,NH, =
f RSO,NH~ 1 yra skaiius protony, prisijungianciy prie junginio, nca=1-fc AZnH,0
— skaicius protony, prisijungianciy prie Zn-OH | ir n:—(nCA+nRSO2NH2) yra is
buferio paimty ar buferiui atiduoty protony skaicius.

Tikrinei asociacijos grei¢io konstantai apskaiciuoti naudojama lygtis:

kaiobs

(15)

ka intr —
B Ji CAZnH,0 i RSO,NH™

Saveikaujanciy molekuliy frakcijos apskaiciuojamos pagal lygtis 13 ir 12.
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1 lentelé. Termodinaminiai CA protonizacijos duomenys bei pK, vertés. Protonizacijos
Gibso energijos (A,G), entalpijos (ApH), entropijos (—T'A,S) bei pK, buvo nustatytos 25°C
temperaturoje ir perskaiciuoti j 37°C.

CA pK, A,G (kJmol™) A H (kJmol™') TA,S (kJmol ™)
25°C 37°C | 25°C  37°C | 25°C 37°C | 25°C 37°C \
CAT [84 81 [-479 -482 -41.0 -38.5 6.9 9.7
CAIX |68 6.6 |-388 -394 -24.0 -21.5 148 179
CAXII |70 68 |-40.0 -404 -28.0 -25.5 120 14.9
Rezultatai

Rezultaty dalis sudaryta is triju skyriy: 1) protonizacijos reakciju jtakos kar-
boanhidrazéms I, IX ir XII charakterizavimas, 2) iSmatuota ir tikriné meta- ir
para-pakeisty sulfonamidy jungimosi su CA termodinamika, 3) jvadas j tikrine
baltymo-ligando saveikos kinetikg ir jos reikSmeé vaisty kurimui.

Protonizacijos reakcijy jtakos karboanhidrazéms I, IX ir XII
charakterizavimas

Visos kataliziskai aktyvios CA izoformos aktyviajame centre turi cinko jona,
koordinuojama triju histidiny ir hidroksido jono/vandens molekulés. Aplink ak-
tyvyji centry iSsidéscéiusios aminorugstys skiriasi, todél katalizinis aktyvumas ir
prie cinko prisijungusio OH /H,O pK, vertés néra vienodos. Dél to kiekvienos
CA izoformos protonizacijos jtaka jungimosi energijoms turi buti apibrézta.

CA I, CA IX ir CA XII izoformy p/, vertés buvo nustatytos FTSA ir ITC me-
todais 25°C temperaturoje. Jungimosi eksperimentams atlikti buvo pasirinktas
komercinis CA slopiklis EZA. Termodinaminiy jungimosi parametry priklauso-
mybé nuo pH parodyta 2 paveiksle. Jungimosi Gibso energijuy vertés, gautos
atlikus eksperimentus skirtinguose pH, sudaro U-forma (Pav. 2A, C ir E). Ap-
skritimai zymi eksperimentinius duomenis, U-formos kreivé yra modelis, o tiesé
zymi tikrine EZA jungimosi su CA Gibso energija. IS Siy duomeny buvo nusta-
tytos tiriamy CA izoformy p/K, vertés (1 lentele).

Prie cinko prisijungusiy hidroksido jony aktyviuosiuose tiriamy CA centruose
protonizacijos entalpijy nustatymui buvo atlikti ITC eksperimentai. Eksperi-
mentai buvo atliekami buferiuose (TRIS ir natrio fosfato) bei jvairiuose pH (Pav.
2B, D ir F). Stebimuyjy jungimosi entalpijy priklausomybé nuo pH yra X-formos.
Juoda kreivé Zymi teorine iSmatuota jungimosi entalpijos priklausomybe nuo pH,
jei buferio protonizacijos entalpija buty lygi 0, t.y., jungimasj jtakoty tik baltymo
ir junginio protonizacijos. Juoda tiesé yra tikriné jungimosi entalpija (AyH;py,),
kuri nepriklauso nuo pH. Punktyriné ir taskiné linijos Zymi eksperimentiniy duo-
meny modelj atitinkamai fosfatiniame ir TRIS buferiuose. Tiek ITC, tiek FTSA
metodu gautiems duomenims taikant 11 lygti gaunamos vienodos pK, vertés.

Naudojant Sias pK, vertes galima apskaiciuoti tikrinius jungimosi paramet-
rus, jei ligandy p/K, yra Zinomos.
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2 pav.. EZA jungimosi su CA I, IX, ir XII priklausomybé nuo pH. A, C, ir E paveikslai
rodo Gibso energijas skirtinguose pH. Juodi apskritimai yra duomenys, iSmatuoti FTSA, o
balti apskritimai — ITC metodu. Juoda kreivé yra teorinis jungimosi modelis, atitinkantis 10
lygti. Taskiné ir bruksniné linijos atitinkamai zymi deprotonizuotos EZA ir protonizuotos CA
frakcijy jtaka jungimuisi. Tiesé yra tikriné jungimosi Gibso energija. Pilkas fonas rodo ¢ fak-
toriaus 5 — 500 ribas. B, D ir F grafikai rodo jungimosi entalpijy priklausomybe nuo pH, gauta
ITC metodu. Juodi ir balti apskritimai yra duomenys gauti atlikus eksperimentus atitinkamai
fosfatiniame ir TRIS buferiuose. Briuksniné ir taskiné kreivés zymi teorinius modelius, juoda
kreivé — teorinj Ay Hps modelj, nejtakojama buferio protonizacijos entalpijos. Juoda tiesi linija
yra tikriné jungimosi entalpija.
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meta- ir para-pakeisty benzensulfonamidy jungimosi su CA
iSmatuotieji ir tikriniai termodinaminiai parametrai

Benzensulfonamidiniy junginiy modifikacijos jtakoja jy jungimasi su karboan-
hidrazémis. Keiciant funkcines grupes junginio molekuléje galima moduliuoti
saveikas su CA izoformomis ir padidinti arba sumazinti junginio gimininguma.
Viena CA aktyviojo centro pusé yra hidrofiliné, o kita hidrofobiné, todél buvo
susintetinti dviuodegiai junginiai, turintys vieng uodega hidrofobiskesne nei kitg.

ISmatuoti jungimosi termodinaminiai parametrai. Eksperimentiskai FTSA
metodu buvo nustatytos 25 strukturiskai panasiy benzensulfonamidy jungimo-
si su 12 CA izoformy disociacijos konstantos (arba Gibso energijos). Junginiy
strukturos ir jungimosi Gibso energijos pavaizduotos 3 ir 4 paveiksluose.

[Smatuoti jungimosi duomenys neturéty koreliuoti su junginio strukturomis
del papildomos protonizacijos reakcijos. ISmatuotos vertés gali buti lyginamos
tarpusavy tik kai eksperimentai atlikti identiskomis salygomis. Siame darbe mes
nusprendéme jtraukti tiek iSmatuotus, tiek tikrinius termodinaminius paramet-
rus tam, kad buty matomi skirtumai.

Kaip mineéta anks¢iau, mazi strukturiniai pokyciai gali stipriai pakeisti jungi-
mosi gimininguma. Ta aiskiai parodo junginiy EA3-1 ir EA4-1, besiskirianciy
viena metileno grupe, jungimasis su CA IV. Siy saveiky stiprumas skiriasi apie
100 karty.

Lyginant benzensulfonamidy uodegos, esancios para padétyje, modifikacijos
jtaka jungimosi parametrams buvo pastebéta, jog S-pakeisti junginiai stipriau
jungiasi su visomis CA izoformomis nei N-pakeisti. Vienintelé isimtis — EA3-8
ir EA3-4 junginiy pora, kur CA IX jungiasi stipriau su N-pakeistu dviuodegiu
benzensulfonamidu nei S-pakeistas analogas. To priezastis gali buti ilgesné para
padéty esanti uodega. Todél buvo palygintos poros EA3-20 ir EA3-40 (SO,
pakeista uodega) bei EA3-2 ir EA3-4 (S-pakeista uodega), kur viena para funk-
ciné grupé yra ilgesné nei kita. Pirmoje poroje su visomis CA stipriau jungesi
trumpesne fenilo grupe turintis junginys EA3-20 lyginant su EA3-40, o antroje
poroje fenilo grupe turintis junginys EA3-2 stipriau jungesi tik su CA IV ir CA
IX.

Palyginus para padéty S- ir SO,-pakeistus dviuodegius junginius, pastebéta,
jog S-pakeistas benzilo grupe turintis EA3-4 jungiasi stipriau su visomis CA
nei SO,-pakeistas analogas EA3-40. Tuo tarpu, lyginant fenilo grupes turin-
¢ius junginius EA3-2 ir EA3-2o0, stipriau su visomis CA jungesi SO,-pakeistas
junginys.

Jungimosi entalpijos ir entropijos, skirtingai nei Gibso energijos, priklauso
nuo buferinio tirpalo, todél iSmatuotos §iy parametry vertés neturi prasmés (5
paveikslas).

Junginiy protonizacija. Tam, kad buty galima apskaic¢iuoti tikrinius termodi-
naminius parametrus, sgveikaujanciy molekuliy pK, vertés turi buti zinomos.
Sulfonamidinés junginio grupés jonizacijos konstanta buvo nustatoma spektro-
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CA I, CAll, CAlII, CA 1V, CA VA, CA VB, CA VI, , CA IX, , CA X111, CA XIV.

255 18 238 0.0 238
¢ o 428 00 c o 42.8 0.6 ¢ o 43.4
o 292 37 /L 255 0.0 o -5
NTN-UN 75 42 NN 434 20 N/\/\ll/ ~ 413
H 325 42 H 283 -6.8 H S 352
al 392 25 al -36.7 59 cl 42,6
—_— —_—
HzN—ﬁ=0 -37.0 1.8 H2N—ﬁ=0 -35.2 0.5 HzN—ﬁ=0 -35.6
424 16 ° -40.9 0.2 -40.7
EA8-1 EA4-1-2 EA11-1
365 04 -36.1 1.3 -37.4
439 24 -41.6 14 42,9
18 0750 9.5 1012 18 47 -1.8 | -50 -18 04 29 24 650 | 07 37 06
0.1 23 06 13 -05 25 0.8 -1.2 4.6 2.7 -0.6 -0.4
238 18 20  -46 -26.6
c o -42.0 55 ¢ o -475 1.8 c o -45.7
oH 242 31 273 32 -30.6
N~ 380 -10.4 N~""oH 484 6.3 NN 420
H -31.5 13 H 302 -1.3 H 315
cl -38.0 1.7 cl -36.3 -5.7 cl -42.0
—_— —_—
HzN—ﬁ=0 -36.9 12 HzN—ﬁ=0 356  -46 HzN—ﬁ=0 -40.2
o] o]
-40.2 32 434 0.0 434
EA3-1 EA4-1 EA5-1
-37.1 03 369 1.1 -38.0
-42.6 02 428  -06 434
00 6.8 15 [nd. -37 238 0.7 00 -33 |-34 52 -6.1
0.9 45 02 038 05 15 05 -35
220 5.4 27.3
c o -40.7 -5.0 ¢ o 457
o 258 -8.0 -33.8
N/\/Y nd. nd. N 455
H oy 388 2.8 H -36.7
cl 335 -14.7 cl -48.2
—_—
HN=9=0 -34.8 5.9 HN=S=0 -40.7
o)
-38.8 3.0 418
EA12-1 EA10-1
-36.7 18 385
-41.9 4.9 -46.8
2755119 | 53 34 59
59 26 16 42
22,0 27 -24.6
¢ o -39.8 0.4 c o -40.2
238 1.8 20
N/\ -385 17 N 402
k/ o 2”0 113 H -33.3
al 321 10.2 o 422
-
HzN—ﬁ=0 -34.8 0.0 HQN—E=0 -34.8
405 13 o 302
EAT7-1 EA9-1
-36.2 49 -40.0
-40.2 24 -42.6

3 pav.. ISmatuoty jungimosi Gibso energijy-junginio struktury sarysio schema. ISmatuotos
ApGops vertés yra pateiktos salia cheminiy struktury. Dviejy strukturiskai panasiy junginiy
jungimosi su CA Gibso energijy skirtumai AAGeps yra Salia rodykliy. Spalvos nurodo skir-
tingas CA izoformas.
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CA I, CAll, CAIlI, CA IV, CA VA, CA VB, CA VI, , CA IX, , CA XIII, CA XIV.

w466 O\ 288 22 O\ 266 07 273
44 379 23 402 55 e
s 83 NH O 196 29 NH O 25 30 255

nd nd. oy ndoond n.d n.d. NH © nd
279 24 NN 255 30 NNA"Nop 225 3.1 256
/\/OH -28.8 33 H 255 -8 H -27.3 -3.0 AN 304
« cl cl > N on
352 -85 266 -07 273 17 290
H,N—S=0 H,N—S=0 Cl
HaN—3=0 526 -6.9 it 457 23 IS -48.0 nd. HN—8=0 nd
i
-40.0 -3.4 EA3-7 -36.7 -0.6 EA4-7 -37.3 1.9 (¢} -35.4
457 nd. nd.  nd. 422 12 435
EA 3-8 EA4-8
-6.8 9.6 -94|nd -11.4 -16.7 -85 99 48| nd -15.3 -17.4
-8.5 -7.3 -8.1 nd -6.9 -6.3 53 -9.4
348 09 356 05 352  -05 -35.6
50.4 29 47.5 2.6 50.1 3. 53.2
=273 17 S [e} -29.0 1.7 S [e} =273 0.7 -26.6
0=$=00 444 341 on 75 3 444 nd 0=$=00 nd
385 15 A~ 370 08 Fa N 378 30 -34.8
N/\/OH 475 53 H 422 25 N OH -448 25 N0 473
H — — — H
. 352 00 cl 352 09 cl 343 -09 o 4352
HN—8=0 HN—8=0
HN—$=0 505 24 Il 53.0 14 ! 543 -0.1 HN—$=0 545
o) o
451 -04 _ 448 22 - 426 08 434
EA3-3 519 nd EA3-3 nd.  nd. EA4-3 517 09 EA4-30 526
59 29 04| 51 58 38 440807 ]-7.6 6.1 39 -
09 1.1 -28|nd 29 14 04 38 34 32 nd. 48 15 27 25 2.7 09 28 -17 | nd. 36 14
07 0.1 -1.0 0.8 04 2.1 08 27

338 42 ©\ 297 10 307 40 348
49.3 4.7 44.6 7 49.3 1 50.4
-30.2 -1.5 S [e} -28.6 20 -26.6 -1.7 -28.3

o §=00 nd nd. on 26 08 521 nd 0=5=00 nd
356 44 AOH 312 08 /\/\ 317 06 -31.2
/\/OH 461 7.6 N 385 24 OH 9 50 NN Non 458
D — —_— — H
-35.9 11 cl 348 13 -36.1 13 o -34.8

H:N—S=0 HoN— S o

HaN=$=0 -50.6 0.7 1 499 18 517 07 HaN—8=0 524
o
-46.1 46 416 15 400 25 -42.6
EA 3.20 -51.1 nd. EA3-2 nd.  nd. EA4-2 490  -0.9 EA4-20 -49.9
R 40 22 28 | 8.1 -6.2 20 104222 | 14 -18 07
30 51 13| nd. 09 39 03 34 02 nd. 13 4.8 24 16 03
2552 7.0 52 54
309 28 337 -29.7
44.2 26 46.8 45,
288 27 315 -24.4
0=8=0 0 392 52 s o -44.4 -50.7
365 09 -37.4 /\/\ -336
NN Ay A~ 05 O ° 6
H — b
-33.4 1.0 -34.4 -34.8
cl a
HaN—=$=0
HaN—8=0 436 28 HN—8=0 -46.5 -49.3
i
o
409 09 o -41.8 -385
EA3-40 457 11 EA3-4 468 EA4-2¢ 487

4 pav.. ISmatuoty jungimosi Gibso energijy-junginio struktury sarysio schema. ISmatuotos
ApGops vertes yra pateikos Salia cheminiy struktury. Dviejy strukturiskai panasiy junginiy jun-
gimosi su CA Gibso energijy skirtumai AA,G s yra Salia rodykliy. Spalvos nurodo skirtingas
CA izoformas.
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5 pav.. Junginio EA7-1 sgveikos su CA VII termodinaminiai parametrai. Paveiksle parodytos
Gibso energijos (juoda), entalpijos (pilka) ir entropijos (balta) vertés, gautos atlikus ta patj
eksperimenta fosfatiniame ir TRIS buferiuose (pH 7.0, 37°C).

fotometrigkai. Vienauodegiy junginiy p/, vertés yra panasios, o dviuodegiy -
priklauso nuo para padétyje esanciy pakaity: SO,-pakeisti junginiai turi ma-
ziausig pK, (8.2 — 8.3), S-pakeisty pK, vertés kinta nuo 8.9 iki 9.2, o N-pakeisti
junginiai turi didziausias pK, vertes (9.7 — 10.2).

Junginiy protonizacijos entalpijos buvo nustatytos I'TC metodu titruojant
Sarminj junginio tirpalg azoto rugstimi, kaip aprasyta metody dalyje. Labiau-
siai egzoterminé protonizacijos entalpija buvo nustatyta N-pakeistiems jungi-
niams (nuo —36.8kJmol ™! iki —39.7kJmol!). Maziausiai egzoterminés pro-
tonizacijos entalpijos buvo gautos SO, pakeistiems junginiams (—24.3 kJ mol ™!
~ —26.8kJmol ).

Tikriniai termodinaminiai jungimosi parametrai. Visos tikrinés disociacijos
konstantos Ky i yra neigiamesnés (didesnis afiniskumas) lyginant su iSmatuo-
tomis Ky ops- Ta galima aiskiai matyti 6 paveiksle, kur junginiy saveikos su
CA 1T Ky i i8déstytos didéjancia tvarka, tuo tarpu K,y s vertés tos tvarkos
neatitinka dél skirtingy saveikaujancéiy molekuliy frakcijy. Kaip parodyta pri-
détiniame paveiksle, tikrinés junginiy EA3-20 ir EA4-7 disociacijos konstantos
yra vienodos (K ;u=0.12 nM), o iSmatuotos vertés skiriasi 34 kartus.
Tiriami junginiai 7 ir 8 paveiksluose isdélioti pagal funkciniy grupiy skir-
tumus. Salia struktiiry pateiktos jungimosi Gibso energijos, o ant rodykliy —
strukturiskai panasiy junginiy jungimosi su CA Gibso energijy skirtumai.
Vienauodegis startinis junginys yra EA3-1 buvo modifikuotas tam, kad su-
prastuméme kaip junginio pokyciai meta padétyje jtakoja jungimosi energijas.
Rezultatai parodé, kad jungimasis priklauso nuo uodegos ilgio ir hidrofobisku-
mo. Ilgesne uodega turintis junginys (EA4-1) yra stipriausias CA IV slopiklis,
taciau hidroksigrupés pridéjimas (junginys EA5-1) sumazina Sig saveika.
Dviuodegis startinis junginys EA3-3 buvo sukurtas para padétyje prijungus
S-pakeistg cikloheksilo grupe prie EA3-1 junginio. Si modifikacija padidino
jungimosi afiniskumg su visomis CA, tik su CA IV Gibso energija liko tokia
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6 pav.. Karboanhidrazeés II saveikos su tiriamaisiais junginiais iSmatuoty Ky ops (juoda spalva)
ir tikriniy Ky i (pilka spalva) jungimosi konstanty palyginimas. Kg s vertés buvo nusta-
tytos FTSA metodu natrio fosfato buferyje, pH 7.0 (37°C). Tikrinés jungimosi konstantos yra
isdéstytos didéjancia tvarka. Pridétiniame grafike palyginamos junginiy EA4-7 ir EA3-20
(strukturos parodytos salia) saveikos su CA II. Ky jne vertés yra vienodos, o Ky s skiriasi,

nes skiriasi junginiy pK,.

18



CA I, CAll, CAlII, CA IV, CA VA, CA VB, CA VI, , CA IX, , CA XI11, CA XIV.
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7 pav.. Tikriniy jungimosi Gibso energijy-junginio struktiry sarysio schema. Tikrinés AyGipyyr
vertés yra pateikos salia cheminiy struktury. Dviejy strukturiSskai panasiy junginiy jungimosi
su CA Gibso energijy skirtumai AApGjpne yra Salia rodykliy. Spalvos nurodo skirtingas CA
izoformas.
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CA I, CA Il, CAIll, CA IV, CA VA, CA VB, CA VI, , CA 1X, , CA XIII, CA XIV.
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EA3-40 -55.4 6.6 EA3-4 -62.1 EA4-2c -63.3

8 pav.. Tikriniy jungimosi Gibso energijy-junginio struktury sarysio schema. Tikrinés AyGipyr
vertés yra pateikos salia cheminiy struktury. Dviejy strukturiskai panasiy junginiy jungimosi
su CA Gibso energijy skirtumai AA,Gjpy yra Salia rodykliy. Spalvos nurodo skirtingas CA
izoformas.
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pati.

Sig S-cikloheksilo grupe pakeitus N-cikloheksilo grupe (EA3-7), jungimosi
afiniSkumas sumazéjo, taciau S-cikloheksilo grupe pakeitus j S-fenilo grupe (3-
3—3-2) jungimasis tapo stipresnis su CA IV, taciau silpnesnis su kitomis CA
izoformomis.

Idomiausios jungimosi savybés pastebétos palyginus silpnai besijungiantj EA 3-
7, turintj N-pakeista ciklo heksilo grupe, ir strukturiskai panasy EA3-8, turintj
N-pakeistg benzilo grupe. EA3-8 yra stipriausiai besijungiantis junginys su CA
I, CA III, CA VI, CA IX, CA XIII ir CA XIV, lyginant su kitais dviuode-
giais benzensulfonamidais. N-pakeista cikloheksilo grupé (junginys EA3-7) ir
S-pakeista benzilo grupé (EA3-4) sumazina jungimosi afiniskuma lyginant su
startiniu EA3-3 junginiu, bet N-pakeista benzilo grupé padidina. Taciau toks
pat junginys kaip EA4-8, tik turintis viena metileno grupe ilgesne uodega meta
padéty, sumazina jungimosi afiniSkuma visoms CA, isskyrus CA II ir CA VII (su
siomis izoformomis jungimosi afiniskumas islieka toks pat) lyginant su EA3-8.

Tam, kad geriau suprastuméme baltymo-ligando saveikas, buvo nagrinéja-
mas jugimosi entalpijos ir entropijos indélis Gibso energijai. A,Gyy, (pastorin-
tas Sriftas), Ay Hpn, (iprastinis Sriftas), —TAySi, (pasvires Sriftas) vertes yra
pateiktos 9 ir 10 paveiksluose salia struktury, o verciy skirtumai — salia rodykliy.

Ligandy jungimosi su CA XII (yra kelios isimtys) ir CA XIII afiniSkuma lemia
entalpija, o saveikas su CA II ir CA VII — ir entalpija, ir entropija. [vertinus jun-
ginio strukturos-jungimosi afiniSkumo sarysj nerasta aiskios koreliacijos, taciau
keleta tendencijy galima jvardinti.

Saveika su CA II. Vienauodegiy junginiy funkcinés grupés, esancios meta pa-
déty, modifikavimas padidina entalpijos jtaka ligandy jungimosi su CA II kons-
tantai, iSskyrus junginj EA4-1-2; kur entalpijos ir entropijos indélis yra vieno-
das.

Uodegos para padétyje pridéjimas prie startinio vienauodegio EA3-1 jungi-
nio parode, kad tik dviejy junginiy entropijos ir entalpijos jtaka Gibso energi-
jai padidéjo (EA3-30, turincio SO,- ir EA3-7, turincio N-pakeista cikloheksilo
grupe). Pakeitus cikloheksilo grupe fenilo grupe padidéjo entalpijos ir sumazéjo
entropijos indélis. Ta pati tendencija buvo pastebéta pakeitus fenilo grupe j ben-
zilo. Taciau para uodegos modifikavimas, pakeic¢iant S-pakaitag j SO,, sumazino
jungimosis gimininguma CA II.

Dviuodegiy junginiy meta padéties modifikavimas irgi jtakoja termodinami-
nius jungimosi parametrus — vienos metileno grupés pridéjimas padidino entro-
pijos indélj jungimosi giminingumui (isskyrus junginiui EA4-8).

Saveika su CA VII. Visy tirty vienauodegiy benzensulfonamidy saveika su
CA VII yra jtakojama entropijos, isskyrus EA8-1, kur tiek entropijos, tiek en-
talpijos jtaka Gibso energijai yra vienoda, ir EA3-1, kur entalpijos jtaka didesne
nei entropijos. Taciau entalpijos indélis Gibso energijai tampa mazesnis pridéjus
antra uodega para padéty (vienintelé iSimtis — junginys EA3-30).

Uodega, esanti meta padeéty, turi didele jtaka jungimosi su CA VII entalpijai ir

21



, CA XII1.

a o
LN
i
al
HN—=§=0 —_—
I 0.5
O "
EAS-1 e
-47.2 :
388
8.4
-0.9
65
5.6
a o
N
H
a
HN=§=0 ——
i 0.3
0 9«
EA3-1 by
-48.1 -
45.3
2.8

10 /L
NTN"N0"0
H
Cl
HyN—S=0 —_—
1 -1.4
0 -15.5
EA4-1-2 1
-46.7
-37.2
-9.5
1
5.8
4.7
ca o
NTN"on
H
Cl
H,N—S=0 —_—
] -0.9
(0] IS
EA4-1 i?;
-47.8 :
-43.0
-4.8
-0.2
-16.0
15.8
a0
0
NW
H
OH
Cl
HN—S8=0 _—
-1.5
BAL2-d 162
-48.0 :
-59.0
11.0
0
I\'/\
g
1
H,N—S=0 -
1 5.2
0 )
EAT7-1 (4)%
-45.8 -
-43.9

-2.0

Cl (0]
1\'/\/\“/0\
H
(6]
Cl
HoN— ﬁ =0
(6]
EA11-1
-48.1
-52.7
4.6
-0.6
20.2
-20.8
Cl (@]
N/\/\
H
Cl
HoN— ﬁ =0
(0]
EA5-1
-48.7
-32.5
-16.2
-0.8
-10.3
9.6
Cl (@]

-49.5

-51.0
-48.7
-2.8

9 pav.. Tikriniy jungimosi termodinaminiy parametry-junginio struktiry sarysio schema. Tik-
rinés ApGiner (pastorintas sriftas), ApHjny,e (iprastinis Sriftas) ir —T'ApSin, (pasvires Sriftas)
vertés yra pateikos salia cheminiy struktury. Dviejuy struktiriskai panasiy junginiy jungimosi
su CA termodinaminiy parametry skirtumai yra Salia rodykliy. Spalvos nurodo skirtingas CA

izoformas.
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10 pav.. Tikriniy jungimosi termodinaminiy parametry-junginio struktury sarysio schema.
Tikrinés ApGingr (pastorintas sSriftas), Ay Hipnee (iprastinis sriftas) iv —T'ApSine (pasvires srif-
tas) verteés yra pateikos Salia cheminiy struktury. Dvieju strukturiskai panasiu junginiy jungi-
mosi su CA termodinaminiy parametry skirtumai yra Salia rodykliy. Spalvos nurodo skirtingas

CA izoformas.
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entropijai: vienu anglies atomu ilgesné uodega padidina entropijos jtaka. ISimtis
pastebéta tik lyginant EA3-3 ir EA4-3 bei EA3-2 ir EA4-2 junginiy poras,
kur entropijos jtaka sgveikai su CA VII buvo vienoda.

Saveika su CA XII. Vienauodegiy junginiy saveika su CA XII yra jtakojama
entalpijos, isskyrus EA4-1-2, kur entalpijos ir entropijos indélis Gibso energijai
yra vienodas. Junginiy EA3-1, EA11-1 ir EA12-1 jungimasis yra labiau-
siai entalpijos jtakojamas lyginant su kitais vienauodegiais benzensulfonamidais.
Antros uodegos para padétyje pridéjimas prie EA3-1 padidina jungimosi afinis-
kuma visoms CA, isskyrus junginj EA3-40.

Startinio dviuodegio junginio EA3-3 S-cikloheksilo grupe pakeitus j fenilo
(junginys EA3-2) arba benzilo (junginys EA3-4), entropijos jtaka stipriai su-
mazeja, tuo tarpu SO, pakeisti junginiai, turintys ilgesnes uodegas meta padéty
(EA4-30 ir EA4-20), taip pat ir N-pakeistas junginys EA4-7, padidina entro-
pijos ir sumazina entalpijos jtaka jungimosi afiniSkumui.

Saveika su CA XIII. Karboanhidrazés XIII jungimasis su tirtais vienauode-
giais junginiais yra jtakojamas entalpijos ir turi labai nedidele entropijos jtaka, o
junginiy EA11-1 ir EA12-1 saveika su Sia izoforma yra entropiskai nepalanki.

Pakaito pridéjimas para padétyje padidina entropijos jtaka jungimuisi. Cik-
loheksilo grupés pakeitimas j S-fenilo ar benzilo grupes nejtakoja jungimosi en-
talpijos, taciau N-cikloheksilo grupé padidina entalpijos jtaka.

Junginys EA3-8 yra stipriausias CA XIII slopiklis lyginant su visais tirtais
benzensulfonamidais ir turi didziausig entalpijos jtaka lyginant su dviuodegiais
junginiais.

Ivadas j baltymo-ligando sgveikos tikrine kinetika ir jos reiksmé
vaisty kurimui

[Smatuoti baltymo-ligando saveikos asociacijos ir disociacijos greiciai suteikia
svarbios informacijos apie komplekso formavimosi mechanizmus ir junginio sa-
vybes. Tai padeda kurti, modifikuoti bei optimizuoti junginius. Publikuotos
abejonés dél CA-sulfonamidiniy slopikliy jungimosi mechanizmo paskatino mus
atlikti saveikos priklausomybés nuo pH kinetinius matavimus naudojant SPR
metoda.

Eksperimentai buvo atlikti su trimis CA izoformomis. Pav. 11 rodo AZM
sgveikos su CA II, CA IX ir CA XIII priklausomybe nuo pH: iSmatuoti asocia-
cijos greiciai k, o5 kinta kei¢iantis pH; iSmatuoti disociacijos greiciai ky s 10O
pH nepriklauso; pusiausvyros konstanty Kp .5 priklausomybé nuo pH atitinka
termodinaminiais metodais gautg jungimosi afiniSkumo priklausomybe.

[Smatuotiems ir tikriniams grei¢io konstanty skirtumams bei kinetiniy pa-
rametry priklausomybei nuo pH paaiskinti buvo jvestas mechanistinis modelis
(Pav. 12). Visos molekulés, dalyvaujancios ir jtakojancios iSmatuojamus para-
metrus yra atvaizduotos modelio A dalyje, tuo tarpu dalyvaujancios tik tikrinéje
saveikoje (kur baltymas ir junginys saveikauja aktyviose formose) yra parody-
tos dalyje B, pilkoje srityje. Sis modelis rodo, kad saveikaudami su cinko jonu
aktyviajame CA centre sulfonamidai yra deprotonizuoti, o vandens molekulé,
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11 pav.. ISmatuoty kintiniy ir termodinaminiy parametry priklausomybé nuo pH ir tikrinés
vertés, nepriklausanéios nuo pH. Kinetiné AZM sgveika su CA II, CA IX ir CA XIIT buvo
iSmatuota SPR metodu (juodi simboliai). CA II-AZM jungimosi Kp vertés, gautos FTSA
metodu skirtinguose pH yra parodyti kaip juodi kvadratukai apatiniame kairiajame grafike.
Juods kreivés yra saveikos teorinis modelis, aprasomas 15 lygtimi, takiné ir punktyriné linijos
rodo deprotonizuoto AZM ir protonizuotos CA frakcijy priklausomybe nuo pH.

prisijungusi prie Zn(II) yra protonizuotoje, elektrostatiskai neutralioje formo-
je tam, kad buty pakeista deprotonizuoto sulfonamido. Priklausomai nuo pH,
dvi reakcijos turi jvykti pries tai, kai ligandas prisijungia prie Zn(II): 1) prie
Zn(II) prisijungusio hidroksido protonizacija (12 paveikslo B dalies virsuje, uz-
rasyta juodai), ir 2) sulfonamido deprotonizacija (12 paveikslo B dalies apacioje,
uzrasyta raudonai).

Deprotonizuoto sulfonamido ir protonizuoto hidroksido jono aktyviajame bal-
tymo centre frakcijos (frso,nu- it fecazam,o0) apskaiciuojamos pagal aukséiau ap-
rasSytas 13 ir 12 lygtis. Pasinaudojant Siomis lygtimis buvo nubréztas grafikas 12
paveikslo C dalyje, parodantis kaip frakcijos priklauso nuo pH.

Pagal duomenis, gautus atlikus eksperimentus skirtinguose pH, galime daryti
isvada, kad iSmatuoti ir tikriniai disociacijos greiciai yra lygus, nes nejtakojami
protonizacijos reakcijos:

kdﬁobs — kdﬁmtr (16)
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A Stebimoji reakcija

obs H+
CA-Zn2+-OH2 H ,S0O, ufer|s —> 2 Buferis
CA-Zn?*-NH'SO,R + | H,0 +
EA-Zn“-OH NH'SO.R Buferls H' g ot ’ on- | Buferis-H"
B Tikriné reakcija
CA-Zn?*-OH o > CA-Zn2*-OH,
=
KaCA
kaintr
Buferis-H" Buferis r : CA-Zn“-NH‘SOzR + H,0
k intr
KasA @
o
NH,SO,R = —~ NHSO,R
D ikring kcii
A Tikrine reakcija
&N
e N ¢
AN
Y CA-Zn2*-OH,
i d d
o i NHSOR
G i
pH 7 !
A ) Il= AG/’ntr
y AGprotonizacijos IAGODS ::
CA-Zn?*-NH'SO,R
>
pH Reakcijos koordinate

12 pav.. Sulfonamidinio junginio saveikos su karboanhidraze modelis. A) Schema rodo mo-
lekules, kurios dalyvauja komplekso formavimesi ir jtakoja iSmatuotas vertes. B) Jungimosi
proceso ir intrinsinés reakcijos (pilkame fone) schema. C) Protonizuotos CA (juoda) ir depro-
tonizuoto sulfonamido (raudona) frakcijy priklausomybé nuo pH (12 ir 13 lygtys). D) ISmatuoty
ir tikriniy reakcijuy Gibso energijos schema.

Tuo tarpu asociacijos greic¢iai aprasomi lygtimi:

ka obs
kaiintr = - (17)
fCAZnH2OfRSO2NH7

Tikriné pusiausvyros disociacijos konstanta Kp ;. yra lygi tikriniy asociacijos
ir disociacijos grei¢iy santykiui:

Kp iy = 22 (18)

Sis sarysis parodytas 12D paveiksle.
Idomu tai, kad sulfonamidai apibudinami kaip “léti” ligandai, kuriy asociaci-
ja yra dviejy stadijy procesas. Sj reiskinj jtakoja jungimuisi tinkamy, aktyviose
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formose saveikaujanciy molekuliy koncentracijos. Palyginus iSmatuotus kineti-
nius parametrus su tikriniais, buvo gauta, jog kai kuriy junginiy sgveikos su CA
izoformomis tikrinés asociacijos grei¢io konstantos pasiekia difuzijos greitj (13
pav.), tuo tarpu stebimosios k, s yra ganétinai létos. Taigi, eksperimentiskai
iSmatuotos asociacijos greicio konstantos neturéty buti naudojamos strukturos-
aktyvumo saveikai vertinti.

0.01 nM 0.1 nM
-7 ‘/’/}6/_/_‘/
or u
’ T 14 1741 nM
8 e v 16 .- 14
15 T o 10 nM
S T
&0 __}-{100 nM
= 6F i I ////,
~__.--{1000 nM

-110000 nM

-
2 -1.5 -1
log(ky)

13 pav.. Keliy sulfonamidiniy junginiy saveikos su CA IX (zali simboliai) ir CA XII (oranziniai
simboliai) iSmatuoty (apatiniai kvadratai) ir tikriniy (virSutiniai simboliai) kinetiniy parametry
palyginimas. Tos pacios reakcijos iSmatuotos ir tikrinés vertés yra sujungtos linijomis. Eksper-
imentiniai duomenys gauti SPR metodu fosfatiniame buferyje, pH 7.4 (25°C).
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IsSvados

1. Aktyviajame baltymo centre prie Zn(II) prisijungusio hidroksido anijono
pK, vertés yra 8.4, 6.8 ir 7.0 atitinkamai CA I, CA IX ir CA XII izofor-
moms (25°C, nustatyta FTSA ir ITC metodais). Aktyviajame CA I, CA
IX ir CA XII centre prie Zn(II) prisijungusio hidroksido anijono protoni-
zacijos entalpijos yra atitinkamai lygios —41.0kJmol™*, —24.0kJ mol ! ir
—28.0kJmol 1.

2. Naudojant sulfonamidy jungimosi su CA metu vykstanciy susijusiy proto-
nizacijos reakcijy modelj bei jvertinus buferio ir pH jtaks gautos tikrinés
jungimosi entalpijos ir Gibso energijos.

3. Apskaiciavus tiksly saveikaujanc¢iy medziagy frakcijy skaiciy kai kuriy tirty
junginiy asociacijos greitis pasiekia difuzijos limituojama greit;.
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Summary

This work is focused on the intrinsic thermodynamics and kinetics of carbonic anhydra-
se protein interaction with sulfonamide compounds. It is of great interest scientifically
and it is poorly understood how small changes in compound chemical structure can so
substantially increase or decrease the binding affinity and kinetics, thus the structure-
thermodynamics and structure-kinetics relationships have been analyzed with implica-
tions for drug design.

Experiments provide information about the summed energy of all linked reactions
that occur during the formation of a ligand—protein complex. Linked protonation effect
can influence the observed results where the same reaction, performed in various buffers
and pHs yields different thermodynamic and kinetic values. Therefore, it is important
to dissect the protonation influence and obtain the intrinsic energies and association-
dissociation rates of binding that do not depend on such conditions as buffer or pH. To
calculate the intrinsic parameters, pK,s of interacting species must be known.

The ionization constants of three CA isoforms and 25 structurally related dual-tailed
benzenesulfonamides were determined. Thermodynamic parameters of CA-compound
binding were obtained and the intrinsic parameters were calculated. Analysis of com-
pound structure—intrinsic thermodynamics has been performed.

The protonation reactions influence not only parameters of binding thermodynamics,
but interaction kinetics as well. SPR experiments of CA-sulfonamide binding were per-
formed at different pHs and showed that the association rate constant depends on pH,
while the dissociation rate constant does not. Interaction of eighteen different compounds
with CAs were obtained and the intrinsic parameters calculated. The strongest binders
showed the longest residence times. Moreover, association rates of several compounds
with CAs reached the diffusion-limited rates.

The aim of this dissertation was to determine the influence of linked protonation
effects to the thermodynamic and kinetic parameters of ligand binding to several recombi-
nant human carbonic anhydrases and to explore the compound structure-thermodynamics
and compound structure-kinetics relationship for sulfonamide inhibitor binding to CA
isoforms.
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