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SANTRUMPOS

BVTS Biotermodinamikos ir vaistu� tyrimu� skyrius

CA �zmogaus karboanhidraz
e

CARP i� karboanhidraze� pana�sus baltymas (angl. carbonic anhydrase-related protein)

PDB ID baltyminiu� strukt	uru� duomenu� baz
es baltymo strukt	ura� �zymintis kodas (angl. Protein

Data Bank)

FTSA �uorescencinis terminio poslinkio metodas (angl. Fluorescence thermal shift assay)

HEPES 2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-il]etansulfonin
e r	ug�stis

ITC izotermin
e titravimo kalorimetrija (angl. Isothermal titration calorimetry)

Ki slopinimo pusiausvyros konstanta

Kd disociacijos pusiausvyros konstanta

MES 2-(N-morfolino)etansulfonin
e r	ug�stis

PEG polietilenglikolis

PEG2000mme polietilenglikolio metilo eteris (vidutin
e molekulin
e mas
e 2.000)

SPR pavir�siaus plazmono rezonansas (angl. Surface plasmon resonanse)

TRIS 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis

Tm lydymosi temperat	ura

VdV van der Valso j
egos (sa�veikos)
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I�VADAS

�Siuo metu farmacijos bendrov
ese, o taip pat ir mokslo tyrimu� institucijose nauji vaistai

da�zniausiai i�s prad�ziu� yra kuriami pasirenkant molekulini� taikini�, kuri� tur
etu� veikti vaisto

molekul
e, kad pad
etu� gydyti norima� liga�. Molekulinis taikinys da�zniausiai b	una baltymas,

kurio rai�ska d
el ligos gali b	uti padid
ejusi. Tokiu atveju vaistin
e med�ziaga (ligandas) tur
etu�

dideliu giminingumu jungtis prie baltymo-taikinio ir gri��ztamuoju b	udu slopinti (inhibuoti) bal-

tymo funkcija�. Jei baltymas yra fermentas, reik
etu� slopinti jo katalizini� aktyvuma�. �Siuolaikiniai

bioinformatiniai metodai vis dar n
era i�ssivyste� iki tokio lygio, kad remiantis taikinio strukt	ura,

b	utu� galima surasti liganda�, kuris atrankiai slopintu� reikiama� taikini�. Molekulinis atpa�zinimas

lieka nepilnai suprastu rei�skiniu. Vaistu� k	urimas negali apsieiti be �siuolaikiniu� bio�zikiniu�

metodu�, kurie padeda detaliai analizuoti sa�veikas tarp baltymu� ir ligandu�. Baltymu� kristalo-

gra�ja yra vienas i�s pla�ciausiai naudojamu� strukt	uriniu� metodu�, kuriu� pagalba galima nustatyti

atomine� baltymo makromolekul
es strukt	ura� ir gauti baltymo-ligando komplekso strukt	uros triju�

matmenu� (3D) vaizda�. Nustatytos strukt	uros yra i�rodymas, kad tiriamas ligandas jungiasi bal-

tymo aktyviajame centre. Be to, ligando ir baltymo sa�veikos strukt	urin
e informacija yra labai

svarbi atrankaus jungimosi mechanizmo nustatymui.

Kaip taikinys vaistu� k	urimui buvo pasirinktos �zmogaus karboanhidraz
es (CA, 4.2.1.1), kurios

priklauso didelei metalo fermentu� �seimai, kuri randama visose gyvose la�stel
ese. Jos katalizuoja

anglies dioksido hidratacijos reakcija�, kai CO2 molekul
e yra ver�ciama i� du vandenyje tirpius jonus

(HCO3
− ir protona�). �Zmogaus karboanhidraz
es priklauso α-�seimai ir yra svarbios i�vairiems

�ziologiniams ir patologiniams procesams. �Zmogaus genomas turi 15 CA izoformu�, i�s kuriu� 12

pasi�zymi kataliziniu aktyvumu. Yra i�sskiriama keletas CA izoformu�, kuriu� veikla esant tam

tikroms sa�lygoms, siejama su sunkiais susirgimais (pvz., su v
e�zio progresavimu susijusios CA

IX ir CA XII [Frost and McKenna, 2014, Lou et al., 2011, Pettersen et al., 2014]) ir kurios yra

farmakologi�skai tyrin
ejamos. CA XII yra �zinoma kaip antiglaukominis taikinys.

�Siame darbe buvo tiriami naujai susintetinti pirminiai sulfonamidiniai slopikliai. Sulfon-

amidai ir ju� dariniai priklauso gana senai CA slopikliu� klasei, kurios junginiai yra gana s
ekmingai

naudojami i�vairiu� negalavimu�, susijusiu� su CA izoformu� veikla, gydymui. Nepaisant to, atrankiu�

CA slopikliu� k	urimas vis dar yra aktualus dalykas, ypa�c kalbant apie CA IX ir CA XII, kurios

yra susijusios su v
e�zio progresavimu. Atrank	us junginiai turi ma�zesne� vaisto �salutiniu� poveikiu�

pasirei�skimo tikimybe� ir leid�zia kombinuoti juos su kitais preparatais.

CA izoformu� aktyvieji centrai tarpusavyje yra strukt	uri�skai pana�s	us [Pinard et al., 2015b].

CA aktyvusis centras yra lokalizuotas baltymo pavir�siaus k	ugin
es formos i�duboje, kurios gylis

ir plotis yra apie 15 �A. I�dubos dugne yra lokalizuotas tetraedrinis triju� histidinu� ir Zn(II) kom-

pleksas. Izoformu� aktyviu�ju� centru� pana�sumai apsunkina itin ma�zu� koncentraciju� diapazone
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veikian�cio slopiklio k	urima� (Kd yra nM ar net pM eil
es), kuris b	utu� atrankus tik tam tikrai

vienai CA izoformai.

Detalesnei baltymo ir ligando tarpmolekuliniu� sa�veiku� analizei buvo panaudotas baltymu�

kristalogra�jos metodas, kurio pagalba buvo nustatytos atomin
es skiriamosios gebos baltymo-

ligando komplekso kristalin
es strukt	uros. Kompleksai buvo kristalinami su penkiomis CA izo-

formomis (CA I, CA II, CA IV, CA XII ir CA XIII) ir dviem CA II mutantiniais baltymais.

BVTS buvo sukurti CA II mutantiniai baltymai (chimeriniai baltymai), kai ta�skiniu� mutaciju� pa-

galba buvo bandoma imituoti CA IX ir CA XII aktyviuosius centrus. CA II mutantiniu� baltymu�

k	urimas remiasi CA izoformu� aktyviojo centro auk�sto laipsnio strukt	uriniais pana�sumais [Pinard

et al., 2015b]. Kaip tyrin
ejimo modelis, CA II mutantiniai baltymai gal
etu� b	uti ypa�c aktual	us,

kai tikslin
es CA izoformos gryninimo i�seiga yra labai ma�za arba gryninimo ka�stai yra dideli. Be

to, CA II mutantiniu� baltymu� kristalu� savyb
es tur
etu� b	uti pana�sios i� CA II kristalu� savybes.

Tiriami ligandai buvo susintetinti BVTS dr. V. Dudutien
es ir dr. E. �Capkauskait
es. Ligandu�

ir CA izoformu� aktyviu�ju� centru� sa�veikos strukt	urinius parametrus buvo siekiama

susieti su tikriniais jungimosi termodinaminiais parametrais. Kaip �zinoma, sulfonamidiniu�

slopikliu� stebimieji jungimosi termodinaminiai parametrai priklauso nuo eksperimento sa�lygu�

(pH ir buferin
es med�ziagos) bei baltymo ir ligando �zikiniu� savybiu� (pKa ir protonizacijos en-

talpijos). Buvo analizuojami tikriniai ligando jungimosi prie taikinio termodinaminiai parame-

trai, kurie apra�so tik tiriamo ligando sa�veika� su CA.

Darbo tikslas: Nustatyti keleto CA izoformu� kompleksu� su eile sulfonamidiniu� slopikliu�

kristalines strukt	uras, naudojant Rentgeno strukt	urin
es kristalogra�jos metoda�. I�sspre�stose

kompleksu� strukt	urose i�snagrin
eti ligandu� sa�veikas su CA baltymu ir nustatyti sa�veikos mech-

anizmus, kurie lemia atranku� bei stipru� jungima�si prie CA izoformu� bei ie�skoti jungimosi

strukt	uros-termodinaminiu� parametru� koreliaciju�.

Darbo u�zdaviniai:

(1) nustatyti CA IV, CA VA, CA VB, CA VI, CA VII ir CA IX kristalinimo sa�lygas;

(2) spre�sti CA izoformu� ir CA II mutantiniu� baltymu� kompleksu� su naujai susintetintais aro-

matiniais sulfonamidais kristalines strukt	uras;

(3) nustatyti strukt	urinius jungimosi faktorius, kurie sa�lygoja junginio VD11-4-2 atrankuma�

CA IX, lyginant su kitomis CA izoformomis � CA I, CA II, CA XII ir CA XIII;

(4) i�snagrin
eti slopikliu� i�ssid
estyma� CA izoformu� aktyviajame centre, nustatyti kontaktus bei

sa�veikos r	u�sis su baltymo aminor	ug�stimis. Ie�skoti koreliaciju� tarp ligando sa�veikos su

taikiniu strukt	uriniu� parametru� ir jungimosi tikriniu� termodinaminiu� parametru� kristalin
ese

strukt	urose.
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Darbo mokslinis naujumas ir praktin
e vert
e:

(1) �Siame darbe buvo publikuota 61 kristalin
e strukt	ura PDB duomenu� baz
eje. Tai buvo

naujai susintetintu� sulfonamidiniu� slopikliu� kompleksai su penkiomis CA izoformomis (CA

I, CA II, CA IV, CA XII, CA XIII) ir dviem CA II mutantiniais baltymais. Did�ziausia�

CA izoformu� dali� PDB duomenu� baz
eje sudaro ligandu� kompleksai su CA II (apie 500, i�s

kuriu� 25 mano spre�sti). Mano spre�sti ligandu� kompleksai su CA XII ir CA XIII sudaro

pagrindine� dali� i�s visu� kompleksu� su CA XII (14 i�s 17) ir CA XIII (12 i�s 14) PDB duomenu�

baz
eje. Daugeliui ligandu� yra i�sspre�sta daugiau nei viena strukt	ura su skirtingomis CA

izoformomis, tai yra svarbu atrankaus jungimosi prie taikinio mechanizmu� tyrimams. Buvo

papildyta CA I (4 i�s 25) ir CA IV (1 i�s 10) kompleksu� su ligandais i�vairov
e.

(2) Gautos kompleksu� kristalin
es strukt	uros buvo detaliai i�stirtos. Nustatyti sa�veiku� tipai

ir tiriamu� ligandu� jungimosi CA aktyviajame centre b	udai. Pasi	ulyti ligandu� sa�veikos

su taikiniu mechanizmai, kurie paai�skina jungimosi gimininguma�. Tiriant ju� kompleksu�

kristalines strukt	uras, buvo paai�skintas atrankiu� CA IX ligandu� jungimasis.

(3) Buvo nustatytos ir apra�sytos jungimosi termodinaminiu� parametru� poky�ciu� tendenci-

jos strukt	uri�skai pana�siems junginiams. Tai yra svarbu nauju� junginiu� su norimomis

savyb
emis k	urimui.

(4) �Siuolaikiniai bioinformatiniai ligando-baltymo jungimosi tyrimo metodai negali apsieiti be

eksperimentiniu� duomenu�. Kristalin
ese strukt	urose yra nustatoma, kaip ligandas sa�veikauja

su taikinio molekuliniu pavir�siumi. Literat	uroje kiekvienam ligando-CA izoformos kom-

pleksui yra pateikti jungimosi termodinaminiai parametrai, kai kuriems i�s ju� yra i�vertinti

jungimosi kinetikos parametrai. Kristalogra�niai, termodinaminiai ir kinetiniai jungimosi

parametrai sudaro kokybi�ska� duomenu� rinkini� bioinformatiniams ligando-baltymo jungi-

mosi tyrimams.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

(1) Atrankus CA IX ligandas VD11-4-2 prie CA IX aktyviojo centro jungiasi kitaip nei prie

CA I, CA II ir CA XIII aktyviu�ju� centru�. Ligando VD11-4-2 meta-pad
eties ciklooktilo

�ziedas sudaro sa�veika� su CA IX aktyviojo centro hidrofobine dalimi, kas CA I, CA II ir

CA XIII aktyviuosiuose centruose n
era i�manoma d
el strukt	uriniu� skirtumu� tarp aktyviu�ju�

centru�.

(2) chCA IX (CA II daugybinis mutantas, kurio aktyvusis centras pana�sus i� CA IX aktyvu�ji�

centra�) aktyvusis centras nepilnai atkartoja CA IX aktyviojo centro molekulini� pavir�siu� jo

hidrofobin
eje dalyje.

(3) Jei para-pakeistas junginys ir papildomu pakaitu modi�kuotas junginys prie taikinio ak-

tyviojo centro jungiasi kristalogra��skai pana�siai, tai to papildomo hidrofobinio pavir�siaus
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prid
ejimas da�zniausiai nepakei�cia junginio jungimosi stiprumo, bet entalpija ir entropija

kei�ciasi stipriai bei da�zniausiai yra nustatomas entalpijos-entropijos kompensavimo rei�skinys,

kai nepalanku� jungimuisi entalpijos ind
elio pokyti� kompensuoja entropijos ind
elio pokytis.

Skirtingai prie taikinio besijungian�ciam modi�kuotam ir pradiniam ligandui jungimosi ter-

modinamikos poky�ciai gali b	uti i�vair	us.
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1 LITERAT	UROS AP�ZVALGA

Karboanhidraz
es yra didel
e �seima metalo fermentu�, kurie katalizuoja anglies dioksido

hidratacijos reakcija� (EC 4.2.1.1). Savaimin
e anglies dioksido hidratacijos reakcija, kurios metu

ma�ziau tirpi neutrali CO2 molekul
e yra ver�ciama i� du vandenyje gerai tirpius jonus (bikarbonata�

ir protona�), yra l
etas procesas. Karboanhidraz
es pagreitina CO2 duju� apykaitos procesa�, vers-

damos CO2 molekules i� jonus. Karboanhidraz
es dalyvauja pH homeostaz
es procese d
el katali-

zuojamos reakcijos metu atsirandan�ciu� protonu� (H+).

2017 metais buvo i�sskiriamos septynios karboanhidraziu� �seimos � α, β, γ, δ, ζ, η ir θ [Supuran,

2017a], tai trimis �seimomis daugiau nei 2008 metais [Supuran, 2008]. α-�seimos karboanhidraz
es

randamos stuburiniuose, pirmuonyse, daugumoje Gram-neigiamu� bakteriju�, j	ur�zol
ese, �zaliu�ju�

augalu� citoplazmoje. β-�seimos karboanhidraz
es yra pla�ciai paplitusios bakterijose, arch
ejose,

grybuose ir augaluose (vienaskil�ciuose ir dviskil�ciuose). Arch
ejose, bakterijose ir kai kuriose

cianobakterijose yra paplitusios γ-�seimos karboanhidraz
es. δ-, ζ- ir θ-�seimu� karboanhidraz
es

yra randamos titnagdumbliuose, η-�seimos karboanhidraz
es yra aptinkamos pirmuonyse, kurie

priklauso Plasmodium spp.

Titnagdumbliuose δ- ir ζ-�seimu� karboanhidraz
es yra svarbios CO2 duju� �ksacijos i�s aplinkos

procesams. Pana�su, kad θ-�seimos karboanhidraz
es titnagdumbliuose yra svarbios fotosintez
es

procesui, vykstan�ciam titnagdumblio Phaeodactylum tricornutum tilakoiduose (chloroplasto dalis).

η-�seimos karboanhidraz
es veikla pirmuonyse yra ma�zai tyrin
eta, gali b	uti, kad jos dalyvauja de

novo purino/pirimidino biosintez
es keliuose.

1.1 �Zmogaus karboanhidraz
es (CA) ir ju� izoformos

�Zmogaus CA izoformos priklauso α-�seimai, kurioje aptikta 15 izoformu�. CA izoformos

turi skirtingus katalizinius aktyvumus, pasiskirstyma� la�stel
eje (citoplazmoje, membranose ir

mitochondrijose, yra sekretuojamos CA) ir audiniuose, rai�skos lygius ir oligomerine� b	usena�

(monomeras, dimeras) [Alterio et al., 2012, Supuran, 2008] (Lentel
e 1.1). CA dalyvauja

i�vairiuose �ziologiniuose ir patologiniuose procesuose:

(1) kv
epavimo procese � CO2/HCO3
− molekuliu� perna�sa;

(2) pH ir CO2 homeostaz
eje;

(3) biosintez
es keliuose (gliukoneogenez
eje, lipogenez
eje, ureagenez
eje);

(4) kaulu� rezorbcijoje, kalci�kacijoje;

(5) elektrolito sekrecijoje i� audinius ir organus;
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(6) naviko formavime.

Trys i�s 15 �zmogaus CA izoformu� yra lokalizuotos citoplazmoje ir neatlieka anglies dioksido

hidratacijos reakcijos, nes n
era katalizi�skai aktyvios. Neaktyvios CA izoformos (CARP: CA VIII,

CA X ir CA XI) antrine, tretine baltymo strukt	ura yra analogi�skos aktyvioms CA izoformoms,

bet ju� aktyviajame centre n
era konservatyvios Zn(II) jona� suri�san�cios strukt	uros � histidinu�

triados [Aspatwar et al., 2014]. Viena ar kelios histidinu� triados aminor	ug�s�ciu� liekanos yra

pakeistos kitomis aminor	ug�s�ciu� liekanomis. CARP katalizinis aktyvumas gali b	uti atkurtas,

sugra��zinus histidinu� triados strukt	ura�. CARP funkcijos i�s dalies yra �zinomos, ju� molekuliniai

pavir�siai yra svarb	us kitu� baltymu� molekuliniam atpa�zinimui. Pavyzd�ziui, yra �zinoma, kad

CARP VIII sa�veikauja su inozitolio 1,4,5-trifosfato pirmo tipo receptoriumi (angl. inositol 1,4,5-

trisphosphate receptor type 1 (ITPR1)) ir reguliuoja jo funkcija� [Aspatwar et al., 2014].

Kalbant apie aktyvias CA izoformas, penkios i�s ju� yra aptinkamos citoplazmoje � CA I,

CA II, CA III, CA VII ir CA XIII. Keturios izoformos yra membranin
es, i�s kuriu� CA IV �

pavir�sin
e, CA IX ir CA XII � integraliosios ir CA XIV � inkarin
e. Dvi izoformos yra lokalizuotos

la�stel
es organoiduose � mitochondrijose (CA VA ir CA VB). CA VI izoforma yra sekretuojama,

pavyzd�ziui, randama �zmogaus burnos seiliu� sekrete [Patrikainen et al., 2014]. Membranin
e

CA IX izoforma d
el alternatyvaus splaisingo gali b	uti sutinkama dimerin
eje ir monomerin
eje

b	usenoje [Barathova et al., 2008].

Lentel
e 1.1: CA ir ju� savyb
es. Lentel
e sudaryta pagal duomenis i�s [Alterio et al., 2012]

ap�zvalgos.

CA Pasiskirstymas

audiniuose/organuose

La�stelin
e

lokalizacija

Katalizinis

aktyvu-

mas

Siejami susirgimai Oligome-

rin
e

b	usena

I eritrocituose, akyse,

vir�skinamajame trakte

citozolis �zemas makulos/smegenu�

edema

monomeras

II eritrocituose, akyse,

vir�skinamajame

trakte, inkstuose,

smegenyse, plau�ciuose,

kaulu� osteoklastuose,

s
eklid
ese

citozolis auk�stas glaukoma,

edema, epilep-

sija, auk�stumu�

ligos

monomeras

III adipocituose, skeleto

raumenyse

citozolis labai

�zemas

oksidacinis stresas monomeras
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IV inkstuose, plau�ciuose,

smegenu� kapil-

iaruose, akyse,

�sirdies raumenyje,

vir�skinamajame

trakte, gaubtin
eje

�zarnoje, kasoje

membrana auk�stas glaukoma, pig-

mentinis retinitas,

insultas

monomeras

VA kepenyse mitochon-

drijos

vidutinis nutukimas monomeras

VB �sirdies ir skeleto

raumenyse, ka-

soje, inkstuose,

vir�skinamajame

trakte, stuburo

smegenyse

mitochon-

drijos

auk�stas nutukimas monomeras

VI Seiliu� ir pieno liaukose sekretas vidutinis 
eduonis monomeras

VII centrin
eje nervu� siste-

moje

citozolis auk�stas epilepsija monomeras

VIII centrin
eje nervu� siste-

moje

citozolis n
era neurodegeneracin
es

ligos, v
e�zys

monomeras

IX vir�skinamojo trakto

gleivin
eje, navikuose

membrana auk�stas v
e�zys dimeras

X centrin
eje nervu� siste-

moje

citozolis n
era n
era duomenu� monomeras

XI centrin
eje nervu� siste-

moje

citozolis n
era n
era duomenu� monomeras

XII akyse, navikuose,

inkstuose, �zarnyno

epitelyje, smegenyse,

dauginimosi organu�

epitelyje

membrana auk�stas v
e�zys dimeras

XIII dauginimosi

organuose, smegenyse,

plau�ciuose, inkstuose,

�zarnyne

citozolis �zemas nevaisingumas monomeras

XIV kepenyse, smegenyse,

akyse, inkstuose

membrana vidutinis epilepsija,

retinopatija

monomeras
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1.2 CA veikimo mechanizmas

CA katalizuojamos reakcijos mechanizmas yra gerai �zinomas. Pirmoji charakterizuota ir

labiausiai tyrin
ejama buvo CA II, tod
el mechanizmo apra�syme bus naudojamos CA II aminor	ug�s�ciu�

liekanos ir ju� numeravimas (kaip kristalin
eje strukt	uroje PDB ID: 1CA2). Pirmame paveiksle

(Pav. 1.1) yra parodytas anglies dioksido hidratacijos reakcijos kataliz
es mechanizmas, kuris

gali b	uti suskirstytas i� keturias stadijas:

(1) CA aktyviajame centre esan�cio tetraedrinio komplekso ½Histidinu� triada�Zn(II)�OH−�

hidroksido jonas OH− yra paruo�stas nukleo�linei atakai (Pav. 1.1 (1)).

(2) Hidroksido jonas OH−, prisijunge�s prie Zn(II), atakuoja CO2 molekule� (Pav. 1.1 (2)).

CO2 molekul
es suri�simui yra svarbi hidrofobin
e aplinka, kuria� CA II aktyviajame centre

formuoja Val121, Val143, Leu198 ir Trp209 �sonin
es grandin
es. CA II-CO2 kompleksas yra

parodytas kristalin
eje strukt	uroje 2VVB. CO2 molekul
es orientavimui prie�s nukleo�line�

ataka� taip pat yra svarbios sa�veikos su Zn(II) ir hidroksido jonu, esan�ciu komplekse su

Zn(II).

(3) Po nukleo�lin
es atakos susidaro bikarbonato jonas, kuris lieka prie Zn(II) jono (Pav. 1.1

(3)). CA II-HCO3
− kompleksas yra parodytas kristalin
eje strukt	uroje 2VVB.

(4) Aktyviojo centro vandens molekul
e pakei�cia bikarbonato jona� prie Zn(II) jono (Pav. 1.1

(4)). Bikarbonato jonas palieka CA aktyvu�ji� centra�. Susidare�s kompleksas ½Histidinu�

triada�Zn(II)�OH2� n
era aktyvus, nes negali atlikti kitos CO2 molekul
es nukleo�lin
es

atakos. Kita vandens molekul
e ar Thr199 veikdami kaip baz
e (kitaip tariant, protonu�

akceptorius) deprotonizuoja vandens molekule�, esan�cia� komplekse su Zn(II). Deprotoniza-

vimas ir protono i�sne�simas i� buferi� yra CA katalizuojama� reakcija� limituojantys veiksniai

[Ulmasov et al., 2000]. Protono i�sne�simui i�s aktyviojo centro yra svarbi aminor	ug�stis His64,

kuri yra konservatyvi tarp CA izoformu�. Jos (His64) �sonin
e grandin
e yra sutinkama CA

izoformu� kristalin
ese strukt	urose dviejose pozicijose. His64 aminor	ug�sties �sonin
e grandin
e

gali b	uti nukreipta i� aktyviojo centro vidu� arba sudaryti π-π sa�veika� su triptofano �sonine

grandine (Trp5). Aminor	ug�s�ciu� His10, His15, His17, His3 ir His4 (CA II) �sonin
es grandin
es

dalyvauja tolimesniame protono perne�sime i�s aktyviojo centro i� buferi�.
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Pav. 1.1: �Zmogaus CA anglies dioksido hidratacijos reakcijos mechanizmas. 1) Komplekse su

Zn(II) jonu esantis hidroksido jonas (OH−) yra paruo�stas nukleo�linei atakai. 2) I� aktyvu�ji�

centra� patenka anglies dioksido molekul
e (CO2), kuria� atakuoja hidroksido jonas.

3) Bikarbonato jonas (HCO3
−) vis dar prisijunge�s prie Zn(II). 4) Bikarbonato jona� prie Zn(II)

pakei�cia vandens molekul
e, kuri bus deprotonizuojama. Deprotonizavimas ir protono i�sne�simas

i�s aktyviojo centro yra CA katalizuojama� reakcija� limituojantys veiksniai.

1.3 �Zmogaus CA kristalin
es strukt	uros

1.3.1 CA I

Pirmoji CA I kristalin
e strukt	ura buvo apra�syta publikacijoje [Kannan et al., 1975], kurioje

CA I izofermentas yra vadinamas �zmogaus eritrocitu� karboanhidraze B (pagal CA I baltymo

buvimo vieta�). CA I kristalinimo sa�lygos buvo apra�sytos publikacijoje [Kannan et al., 1972a].

Po tam tikro laiko CA I kristalin
e strukt	ura buvo per�zi	ur
eta ir patikslinta ([Kannan et al.,

1984], PDB ID: 2CAB). Straipsnyje [Kumar and Kannan, 1994] buvo apra�syta CA I komplekso

su bikarbonato jonu strukt	ura, kai bikarbonato jonas yra prisijunge�s prie Zn(II) kaip monoden-

tatinis ligandas, t.y. sudaromas vienas koordinacinis ry�sys (PDB ID: 1HCB). Kitos kristalin
es

CA I kompleksu� strukt	uros buvo nustatytos su anijoniniais ligandais: I−, CN− ([Kumar et al.,

1994], PDB ID: 1HUH, 1HUG). I�domus strukt	urinis artefaktas buvo apra�sytas straipsnyje [Fer-

raroni et al., 2002], kai CA I mutantinio baltymo aktyviajame centre po His67 pakeitimo i� Arg67

susiformavo antra Zn(II) jona� suri�santi strukt	ura, sudaryta i�s His64, His200 ir Arg67 �soniniu�

grandiniu� (PDB ID: 1JV0).

�Siuo metu PDB duomenu� baz
eje yra paskelbta apie 25 CA I kristalin
es strukt	uros, i�s kuriu�
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keturios yra mano spre�stos.

1.3.2 CA II

CA II izoformos kristalin
es strukt	uros sudaro did�ziausia� visu� CA kompleksu� kristaliniu�

strukt	uru� dali� PDB duomenu� baz
eje (vir�s 400). Pirmoji CA II strukt	ura buvo apra�syta pub-

likacijose [Kannan et al., 1972b, Liljas et al., 1972] ir CA II baltymas yra i�vardijamas kaip

�zmogaus eritrocitu� karboanhidraz
e C (pagal baltymo buvimo vieta�). Pirmosios CA II kristalin
es

strukt	uros tur
ejo apie 2 �A skiriama�ja� geba�, kuri buvo patikslinta, t.y. nustatyti vandens ir kitu�

molekuliu� pikai [Eriksson et al., 1988]. Auk�stesn
es skiriamosios gebos strukt	uros buvo i�sspre�stos

gerokai v
eliau (nuo 2007m.) ir leido ap�zvelgti vandens molekuliu� tinklus CA II aktyviajame

centre [Avvaru et al., 2010, Fisher et al., 2007a].

Zn(II) jona� suri�san�cios strukt	uros tyrimai. CA II katalizinio aktyvumo bei jos atrankumo

Zn(II) jonui poky�ciai buvo tiriami pakei�ciant histidinu� triados aminor	ug�s�ciu� liekanas. Nus-

tatyta, kad His94 pakeitimas i� Asp94 suma�zina CA II atrankuma� Zn(II) jonui bei jos katalizini�

aktyvuma� [Kiefer et al., 1993]. His94 pakeitimas i� Cys94 neleid�zia CA II baltymui suri�sti Zn(II)

jono aktyviajame centre [Alexander et al., 1993]. Kei�ciant histidinu� triados His94 arba His119

aminor	ug�sti� i� asparagino arba glutamino aminor	ug�sti�, CA katalizin
e funkcija i�slieka ([Lesburg

et al., 1997], PDB ID: 1H4N (mut. N94H), 1H9N (mut. N119H), 1H9Q (mut. Q119H) ir 2H4N

(N94H) ). Zn(II) jono suri�simo poky�ciai po dvieju� histidinu� triados histidinu� pakeitimo i� cis-

teino ir asparto aminor	ug�stis yra apra�syti straipsnyje ([Ippolito and Christianson, 1994], PDB

ID: 1CNB, 1CNC, 1CVD, 1CVE, 1CVF ir 1CVH; �zema skiriamoji geba � (2.2-2.4) �A). His96

pakeitimas i� Cys96 neleid�zia CA baltymui suri�sti Zn(II) jono aktyviajame centre.

CA II, neturin�cios Zn(II) jono, tyrimai. Pirmosios CA II kristalin
es strukt	uros, ne-

turin�cios Zn(II) jono aktyviajame centre, buvo paskelbtos publikacijoje ([Haakansson et al.,

1992], kristalin
es strukt	uros PDB ID: 2CBA, 2CBB, 2CBC, 2CBD ir 2CBE), kur palygintas

vandens molekuliu� i�ssid
estymas aktyviajame centre esant Zn(II) jonui ir be jo. Nustatyta, kad

katalizinio Zn(II) jono pa�salinimas turi i�taka� CA II baltymo stabilumui � baltymas i�ssivynioja

8 ◦C laipsniais �zemesn
eje temperat	uroje, lyginant su CA II izofermento, aktyviajame centre

turin�cio Zn(II) jona�, lydymosi temperat	ura. Zn(II) jono praradimas neturi i�takos CA II tretinei

strukt	urai bei vandens molekuliu� tinklui CA II aktyviajame centre [Avvaru et al., 2009]. Pub-

likacijoje [Domsic et al., 2008] parodyta, kad CO2 suri�simui CA aktyviajame centre yra svarbi

hidrofobin
e ki�sen
e, kuria� CA II atveju suformuoja aminor	ug�s�ciu� Val121, Val143, Leu198 ir

Trp209 �sonin
es grandin
es, nes CO2 molekul
e randama kristalin
es strukt	uros aktyviajame centre

tokioje pa�cioje pad
etyje, esant pa�salintam Zn(II) jonui.

CA II aktyviojo centro Zn(II) jono pakeitimas i� kitu� metalu� jonus buvo tyrin
etas gana

detaliai ([Haakansson et al., 1994], PDB ID: 1RZA, 1RZB, 1RZC, 1RZD, 1RZE, [Haakansson
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and Wehnert, 1992], PDB ID: 1CAH). Parodyta, kad Mn(II), Cu(II) ir Ni(II) jonai CA II

aktyviajame centre turi didesni� ligandu� skai�ciu�, lyginant su Zn(II) jonu, kurio kompleksas yra

tetraedrinis � ½Histidinu� triada�Zn(II)�H2O�. CA II baltymas, kurio aktyviajame centre vietoj

Zn(II) jono yra Mn(II), Cu(II) arba Ni(II), yra neaktyvus.

Kitu� aminor	ug�s�ciu� liekanu�, esan�ciu� �salia Zn(II), tyrimai. Ippolito ir jo kolegu� straip-

snyje [Ippolito and Christianson, 1993] yra apra�sytas Thr199 pakeitimas i� Cys199 ir jo i�taka CA

II funkcijai. Nustatyta, kad Thr199 yra svarbus vandens molekul
es/OH− jono, atliekan�cio CO2

molekul
es nukleo�line� ataka� hidratacijos reakcijos metu, koordinacijoje. Po min
etos mutacijos

buvo nustatyta, kad atrankumas Zn(II) jonui padid
eja, o CA II katalizinis aktyvumas suma�z
eja.

Straipsnyje ([Krebs et al., 1993], PDB ID: 1CVA ir 1CVB) yra apra�syta eil
e ta�skiniu� mutaciju�

Thr199Val, Thr199Ala, Thr199Ser ir Thr199Pro bei teigiama, kad Thr199 yra taip pat svar-

bus kataliz
es produkto pereinamosios b	usenos stabilizavimui reakcijos metu. Pakeitus Thr199 i�

Asp199, 200 kartu� (iki Kd = 20 fM) padid
eja atrankumas Zn(II) jonui ([Ippolito et al., 1995],

PDB ID: 1CCS, 1CCT ir 1CCU). Straipsnyje ([Xue et al., 1993], PDB ID: 1CAI, 1CAJ, 1CAK,

1CAL ir 1CAM) parodyta, kad Thr199 ir Glu106 bei ju� sa�veika yra svarbios optimaliai OH−

jono, esan�cio komplekse su Zn(II) jonu, orientacijai.

Buvo tiriamos Zn(II) jono ½antrosios koordinacijos sferos� aminor	ug�stys, kurios stabilizuoja

histidinu� triados �soniniu� grandiniu� erdvines pad
etis, siekiant nustatyti ju� i�taka� Zn(II) suri�simui

ir CA II kataliziniam aktyvumui. Parodyta, kad Gln92, kuris sudaro vandenilini� ry�si� su His94

�sonine grandine, ir Glu117 (vandenilinis ry�sys yra sudaromas su His119) ta�skin
es mutacijos

kei�cia CA II atrankuma� Zn(II) jonui bei CA II katalizini� aktyvuma�. CA II katalizinis aktyvumas

galimai pasikei�cia d
el vandens molekul
es, esan�cios komplekse su Zn(II), pKa poky�ciu� ([Lesburg

and Christianson, 1995], PDB ID: 1CNK, 1CNI, 1CNJ, 1CNH ir 1CNG, [Huang et al., 1996],

PDB ID: 1ZSA, 1ZSB ir 1ZSC).

Buvo tyrin
ejamos hidrofobin
es aminor	ug�stys (Phe93, Phe95 ir Trp97), kurios dalyvauja

His94 ir His96, priklausan�ciu� histidinu� triadai, erdviniame orientavime. Ju� hidrofobin
es �sonin
es

grandin
es yra i�ssid
es�ciusios baltymo hidrofobiniuose branduoliuose ([Cox et al., 2000], PDB

ID: 1FQL, 1FQM, 1FQN, 1FQR, 1FR4, 1FR7, 1FSN, 1FSQ ir 1FSR). Nustatyta, kad min
etos

hidrofobin
es aminor	ug�stys yra svarbios Zn(II) jona� atpa�zi�stan�ciu� �soniniu� grandiniu� erdviniam

i�ssid
estymui.

CA protonu� pompos tyrimai. Kaip yra �zinoma, His64 aminor	ug�sties liekanos �sonin
e

grandin
e gali b	uti aptinkama dviejose alternatyviose pozicijose CA II kristaliniu� strukt	uru� ak-

tyviajame centre, priklausomai nuo pH vert
es ([Nair and Christianson, 1991] (PDB ID: 1CA3

ir 1HCA), [Krebs et al., 1991] (PDB ID: 5CA2)). Buvo i�skelta prielaida, kad His64 �sonin
e

liekana gali dalyvauti kataliz
es reakcijos metu susidaran�ciu� protonu� i�sne�sime i�s CA aktyviojo

centro. Protonu� i�sne�simas yra svarbus naujam kataliz
es ciklui, nes anglies dioksido molekul
e yra
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atakuojama hidroksido jonu (OH−), esan�ciu komplekse su Zn(II) jonu. Eile ta�skiniu� mutaciju�

buvo patvirtinta, kad protonai i�s aktyviojo centro yra kryptingai i�sne�sami (McKenn'os ir Chris-

tianson'o grup
es: [Nair and Christianson, 1991], [Scolnick and Christianson, 1996], PDB ID:

1UGA, 1UGB, 1UGC, 1UGD, 1UGE, 1UGF ir 1UGG, [Tu et al., 2002], PDB ID: 1LZV, [Fisher

et al., 2005], PDB ID: 1T9N, 1TBO, 1TBT, 1TE3, 1TEQ, 1TEU, 1TG3, 1TG9, 1TH9 ir 1THK,

[Bhatt et al., 2005], PDB ID: 1YO0, 1YO1 ir 1YO2, [Fisher et al., 2007b], PDB ID: 2NWO,

2NWP, 2NWY, 2NWZ, 2NXR, 2NXS ir 2NXT, [Zheng et al., 2008], PDB ID: 3DV7, 3DVB,

3DVC ir 3DVD, [Domsic et al., 2010], PDB ID: 3MNH, 3MNI, 3MNJ ir 3MNK, [Mikulski et al.,

2011a], PDB ID: 3RLD, [Mikulski et al., 2013], PDB ID: 3TVO, 3TVN ir 4IDR, [Mikulski

et al., 2011b], PDB ID: 3RG3, 3RG4 ir 3RGE). Protonu� i�sne�simo i�s CA aktyviojo centro tyri-

mai buvo atliekami naudojant neutronu� difrakcijos metoda�, kai yra nustatomas aminor	ug�s�ciu�

�soniniu� grandiniu� protonizavimas deuteriu (D arba 2H) bei D2O molekuliu� erdvin
es orientacijos.

Neutronu� difrakcijos eksperimente gali b	uti naudojami tiktai dideli ir stabil	us baltymo krista-

lai. CA II kristalai tinka neutronu� difrakcijos eksperimentams, buvo gauta pirmoji strukt	ura

([Budayova-Spano et al., 2006], PDB ID: 2AX2). CA II neutronu� difrakcijos tyrimus taip pat

atliko McKenn'os grup
e: ([Fisher et al., 2010], PDB ID: 3KKX, [Fisher et al., 2011], PDB ID:

3TMJ, [Fisher et al., 2012], PDB ID: 4G0C, [Michalczyk et al., 2015], PDB ID: 4Q49 ir 4Y0J).

1.3.3 CA IV

Pirmoji CA IV kristalin
e strukt	ura buvo apra�syta straipsnyje [Stams et al., 1996]. Jos

skiriamoji geba yra 2,8 �A (PDB ID: 1ZNC). PDB duomenu� baz
eje yra paskelbta 10 CA IV

kristaliniu� strukt	uru�, i�s kuriu� viena yra mano i�sspre�sta ([Mickevi�ci	ut
e et al., 2017], PDB ID:

5IPZ).

1.3.4 CA VI

Pirmoji CA VI izoformos kristalin
e strukt	ura buvo apra�syta straipsnyje ([Pilka et al., 2012],

PDB ID: 3FE4). �Si izoforma kristalizuojasi kaip dimeras. �Siuo momentu PDB duomenu� baz
eje

n
era CA VI kristaliniu� strukt	uru� su slopikliais.

1.3.5 CA IX

Pirmoji CA IX katalizinio subvieneto kristalin
e strukt	ura buvo apra�syta straipsnyje ([Alterio

et al., 2009], PDB ID: 3IAI). Kristalinimui naudotas CA IX baltymas buvo gautas naudojant

Baculoviridae �seimos viruso ekspresijos sistema�. Pakeitus Cys41 i� Ser41 buvo gautas monomeras,

reikalingas kristalin
es strukt	uros gavimui. CA IX kristalin
es strukt	uros aktyviajame centre yra

slopiklio molekul
e � acetazolamidas (AZM). Naujos CA IX kompleksu� su slopikliais kristalin
es
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strukt	uros yra apra�sytos straipsnyje ([Leitans et al., 2015], PDB ID: 5FL6, 5FL5 ir 5FL4), kai

CA IX neglikozilintas katalizinis domenas buvo ekspresuotas miel
ese. Tai yra CA IX kompleksai

su tiofeno dariniais. Neseniai buvo paskelbta iki �siol auk�s�ciausios skiriamosios gebos CA IX

strukt	ura ([Mahon et al., 2016], PDB ID: 5DVX (1.6 �A)).

1.3.6 CA XII

Pirmoji CA XII kristalin
e strukt	ura buvo apra�syta publikacijoje ([Whittington et al., 2001],

PDB ID: 1JCZ, 1JD0). �Siuo momentu PDB duomenu� baz
eje yra 14 kristaliniu� strukt	uru�, i�s

kuriu� 12 yra mano spre�stos. �Sios strukt	uros � CA XII kompleksai su �uorintais ar chlorintais di-

/mono-pakeistais benzensulfonamidais [�Capkauskait
e et al., 2013, Dudutien
e et al., 2013, 2014,

2015, Zubrien
e et al., 2015].

1.3.7 CA XIII

Pirmosios CA XIII kristalin
es strukt	uros buvo apra�sytos straipsnyje ([Fiore et al., 2009],

PDB ID 3D0N ir 3CZV), kur 3D0N � CA XIII kompleksas su acetato molekule, o 3CZV �

kompleksas su AZM. �Siuo momentu PDB duomenu� baz
eje yra 13 CA XIII kristaliniu� strukt	uru�,

i�s kuriu� 10 yra mano spre�stos.

1.4 �Zmogaus CA slopikliai

Gana ilga� laika� prie CA slopikliu� buvo priskiriami tik pirminiai sulfonamidai bei neorganin
es

kilm
es su metalais kompleksus sudarantys anijonai, kurie tiesiogiai jungiasi prie aktyviajame

centre esan�cio Zn(II). Ligandai pagal slopinimo mechanizmus yra skirstomi i� penkis tipus (pagal

[Supuran, 2017a]):

(a) Ligandai, kurie tiesiogiai jungiasi prie aktyviajame centre esan�cio katalizinio Zn(II) jono.

�Siai klasei yra priskiriami sulfonamidai, sulfamatai, sulfamidai, neorganiniai anijonai,

mono- ir ditiokarbamatai, karboksilatai, hidroksamatai (angl. hydroxamates), ksantatai,

boro r	ug�sties dariniai, borolai (angl. borols), dioliai (angl. diols) ir kiti.

(b) Ligandai, kurie netiesiogiai sa�veikauja su aktyviajame centre esan�ciu kataliziniu Zn(II):

pavyzd�ziui, per tarpininka� � vandens molekule�, kuri sudaro kompleksa� su kataliziniu

Zn(II). �Siai klasei priskiriami fenoliai, poliaminai, hidrolizuoti sulfokumarinai (angl. sul-

focoumarins, sulfonic acids), kai kurie karboksilatai, 2-tioksokumarinai ir kiti.

(c) CA aktyviojo centro i�
ejima� blokuojantys ligandai. �Siai klasei yra priskiriami kumarinai.
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(d) Ligandai, kurie nesa�veikauja su aktyviojo centro molekuliniu pavir�siumi, bet ju� sa�veikos

su kitomis CA molekulinio pavir�siaus sritimis sukelia CA katalizinio aktyvumo slopinima�.

Yra i�sskiriamas tik vienas �sios klas
es atstovas � karboksir	ug�sties aromatiniai dariniai. �Siai

klasei priklausantys ligandai prie CA prisijungia u�z aktyviojo centro ribu�, �salia His64 (CA

II, protonu� pompos elementas), ir tokiu b	udu sutrikdo His64 �sonin
es grandin
es judruma�,

kuris reikalingas protonu� perna�sai i�s aktyviojo centro i� buferi� [D'Ambrosio et al., 2015].

(e) Ligandai, kuriu� CA slopinimo mechanizmas n
era tiksliai �zinomas. �Siems junginiams

priskiriami antriniai/tretiniai sulfonamidai, baltymo tirozino kinaz
es slopikliai (imatini-

bas/nilotinibas, naudojami chemoterapijoje v
e�zio gydymui) [Parkkila et al., 2009], fulere-

nai [Innocenti et al., 2010], baltymas priklausantis transferino �seimai [Durdagi et al., 2012]

bei kiti i�vair	us dariniai, kurie slopina CA aktyvuma�, bet kuriu� slopinimo mechanizmas

n
era patvirtintas rentgenostrukt	urine analize ar kitais metodais.

1.4.1 CA slopikliu� klas
es

Kaip buvo min
eta, pirmoji charakterizuota ir labiausiai tyrin
ejama buvo CA II, kurios

kompleksu� kristalin
es strukt	uros sudaro visu� CA izoformu� kompleksu� pagrindine� dali� PDB

duomenu� baz
eje. CA slopikliu� klasiu� apra�syme bus naudojamos CA II aktyviojo centro aminor	ug�s�ciu�

liekanos ir ju� numeracija kaip kristalin
eje strukt	uroje PDB ID: 1CA2.

Sulfonamidai ir ju� dariniai. Pirminiai sulfonamidai (R-SO2-NH2) ir ju� izoesteriai (sulfamatai

(R-O-SO2-NH2) ir sulfamidai (R-NH-SO2NH2), kur R � bet kokia chemin
e grup
e) yra labiausiai

i�stirta CA slopikliu� klas
e. Prie Zn(II) jono jungiasi ir CA katalizini� aktyvuma� slopina tik de-

protonizuota sulfonamido grup
e (R-SO2-NH
−). Sulfonamidin
es grup
es neigiamai i�krautas azoto

atomas elektrostati�skai sa�veikauja su Zn(II) jonu ir sudaro su juo koordinacini� ry�si�. Papildomai

sulfonamidin
e grup
e (-SO2-NH
−) sudaro du vandenilinius ry�sius su Thr199. Tokiu b	udu slopiklis

u�zima OH−/H2O pozicija� prie Zn(II) jono. Ne ma�ziau nei 30 �sios klas
es junginiu�, pradedant nuo

1954 m., yra naudojami medicinoje kaip diuretikai, taip pat jais gydoma glaukoma, epilepsijos

priepuoliai, vir�ssvoris (vaistiniai preparatai: acetazolamidas, metazolamidas, etokszolamidas,

dichlorofenamidas, dorzolamidas, brinzolamidas, sulpiridas, zonizamidas, topiramatas, celekok-

sibas, indapamidas, chlortalidonas, furozemidas ir kiti) [Supuran, 2017a].

Fosfatas/fosfonatai bei ju� dariniai. Fosfato grup
es liekana (-PO(OH)2) yra pana�si i�

sulfonamido erdvine� strukt	ura� ir sudaro analogi�skus ry�sius su aktyviuoju centru: 1) koordinacini�

ry�si� su Zn(II) jonu; 2) vandenilini� ry�si� su Thr199 azoto atomu. Pirmoji publikacija, kurioje buvo

i�vertintas �sios klas
es tam tikru� dariniu� jungimasis prie �zmogaus CA, yra [Rusconi et al., 2004].

Viena i�s kristaliniu� strukt	uru� su �sios klas
es atstovu � PDB ID: 2IT4 [Temperini et al., 2007].

Fosforilinti sulfonamidai ir arsena�(III) turintys junginiai. Fosforilinti sulfonamidai,
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kai prie sulfonamido azoto atomo prikabinama fosfato grup
e, tur
etu� slopinti CA funkcija� pagal

(a) mechanizma�, t.y. tiesiogiai jungtis prie aktyviajame centre esan�cio Zn(II) jono. Tokiu�

pavyzd�ziu� n
era daug, jie apra�syti Fenesan ir kolegu� darbe [Fenesan et al., 2000].

Savo strukt	uroje arsena�(III) turintys junginiai yra ma�zai tyrin
eti, pavyzd�ziui, fenilarseno

r	ug�stis (C6H5AsO(OH)2) silpnai slopina visu� CA aktyvuma� (Ki > 1 µM) [Innocenti et al.,

2004, Pinard et al., 2015a, Vullo et al., 2016].

Selena� turintys slopikliai. Selenosulfonamidai (R-SeO2NH2) ir selenotiolai (RSeH) iki �siol

n
era tyrin
eti kaip CA slopikliai, nors ir turi strukt	urini� potenciala� CA slopinimui d
el -SeO2NH2

ir -SeH grupiu� strukt	urinio pana�sumo i� -SO2NH2 ir -SH grupes. �Zinoma, kad selenatas (SeO4
2−,

kaip neorganinis jonas) silpnai slopina daugeli� α- ir β-�seimu� CA.

Fenolis ir jo dariniai. Tai, kad fenolio molekul
e CA II aktyviajame centre sudaro vandenilini�

ry�si� su vandens ar HO− molekule, esan�cia komplekse su Zn(II), yra �zinoma gana seniai [Nair

et al., 1994]. Papildomai sudaromas vandenilinis ry�sys su Thr199 azoto atomu, o fenolio benzeno

�ziedas i�ssid
esto CA aktyviojo centro hidrofobin
eje dalyje. Fenolio dariniai silpnai jungiasi prie

�zmogaus CA izoformu�. Gamtin
es kilm
es fenolio dariniai ir polifenoliai taip pat buvo tyrin
ejami

kaip α- ir β-CA �seimu� slopikliai. Iki �siol n
era sukurti efektyv	us CA slopikliai fenolio pagrindu.

Karboksilatai. Karboksilatu� dariniai gali slopinti CA izofermentus pagal visus min
etus

mechanizmus (a-d). Karboksilatai � tai karboksir	ug�sties druskos ar esteriai. Karboksilato jono

chemin
e formul
e yra RCOO−, o karboksilatu� esterio � RCOOR‘, kur R ir R‘ yra organin
es

grup
es. Paskutini� de�simtmeti� buvo tyrin
ejami i�vairiausi alifatiniai, aromatiniai ir heterocikliniai

karboksilatu� dariniai [Supuran, 2017a].

Kaip �zinoma, α-�seimos CA turi esterazini� aktyvuma� ir gali hidrolizuoti eterius, pavyzd�ziui,

po kumarinu� slopikliu� klas
es junginio hidroliz
es junginio strukt	uroje atsiranda karboksir	ug�sties

liekana. Hidrolizuojamas yra kumarinu� laktono �ziedas [Maresca et al., 2009]. Karboksilato

darinio jungimasis u�z aktyviojo centro ribu� yra apra�sytas publikacijoje [D'Ambrosio et al., 2015].

Yra manoma, kad junginys sutrikdo CA aktyviojo centro ½protonu� pompos� veikla�, yra paveikia-

mas His64 �sonin
es grandin
es lankstumas ir protonu� i�sne�simas i�s aktyviojo centro. Tokiu b	udu

hidroksido jonas, kuris yra komplekse su aktyviajame centre esan�ciu Zn(II) jonu ir atlieka CO2

molekul
es nukleo�line� ataka�, yra l
e�ciau regeneruojamas i�s vandens molekul
es deprotonizacijos

proceso metu.

Poliaminai. Poliaminai, pavyzd�ziui, sperminas (NH2-(CH2)3-NH-(CH2)4-NH-(CH2)3-NH2),

pana�siai kaip fenolio dariniai, sa�veikauja su Zn(II) jonu per tarpininka� (vandens molekule� ar

hidroksido jona�) ir sudaro vandeniliniu� jung�ciu� tinkla� su aktyviojo centro aplinka ([Carta et al.,

2010], PDB ID: 3KWA). Yra aptinkami gamtin
es kilm
es poliaminai, gauti i�s j	uriniu� pin�ciu�

(angl. marine sponge) bei grybu�, kurie buvo tyrin
ejami kaip α-�seimos CA slopikliai. �Sios klas
es
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slopikliu�, pana�siai kaip ir slopikliu�, priklausan�ciu� fenolio ir jo dariniu� klasei, tyrimai toliau n
era

vystomi.

Cianamidai, karbamidas, N-hidroksikarbamidas, hidroksamatai ir ju� dariniai.

Cianamidas (H2N-C≡N) yra linijin
es formos molekul
e, geometri�skai pana�si i� CO2 (O=C=O).

Prie CA aktyviojo centro jungiasi silpnai, bet yra hidratuojamas (CA kataliz
e) iki karbamido

(H2N-C(=O)-NH2), kuris stipriau sa�veikauja su α-�seimos CA izoformu� aktyviuoju centru. N-

hidroksikarbamidas ir hidroksamatai bei ju� dariniai savo strukt	uroje turi karbamido (-CO-NH-

OH) liekana�, per kuria� sudaro kompleksa� su CA aktyviojo centro Zn(II) jonu. N-hidroksikarbamidas

sudaro du koordinacinius ry�sius su Zn(II), yra bidentatinis slopiklis. N-hidroksikarbamido

dariniai vidutini�skai slopina �zmogaus CA izoformas bei kitus metalo fermentus (1 µM > Ki

> 1 nM). [Bugg, 2014].

Heterociklai, turintys azoto atomus. Parodyta, kad imidazolas ir jo dariniai jungiasi

prie CA izoformu� aktyviojo centro. Teigiama, kad slopinimo mechanizmas gali b	uti i�vairus:

a), b) ir c). Galimos CA kompleksu� kristalin
es strukt	uros su 1,2,4-triazolu � PDB ID: 1CRA

[Mangani and Liljas, 1993], su 4-metilimidazolu � PDB ID: 1G0E [Duda et al., 2001].

Hidroperoksidai. Hidroperoksidai, kuriu� formul
e yra ROOH, vidutini�skai slopina �zmogaus

CA izoformas I ir II. Tikslus slopinimo mechanizmas n
era �zinomas [Kose et al., 2015].

Tioliai ir ju� dariniai. Pirmieji duomenys, kad tiolio dariniai gali slopinti CA, pasirod
e 20

a. a�stuntajame de�simtmetyje: tai buvo tiofenolio dariniai (ArSH, kur Ar - aromatin
e sistema).

Bendru atveju yra parodyta, kad dariniai, turintys -SH funkcine� grupe�, gali jungtis vidutiniu

stiprumu prie �zmogaus CA izoformu�, bet n
era pasiekiamas CA izoformu� atrankumas [Innocenti

et al., 2008]. Tokie slopikliai jungiasi tiesiogiai prie cinko. I�domus tioksolono (angl. thioxolone)

junginys, kuris turi CA slopinimo aktyvumus. �Zinoma, kad karboanhidraz
e gali hidrolizuoti

tioksolona� iki tiofenolio (angl. thiophenol) ([Barrese et al., 2008], PDB ID: 2OSF, 2OSM). Tai

parodo, kad kartais sunku prognozuoti, kokia junginio forma yra aktyvi.

Mono-, ditiokarbamatai, ksantatai ir tritiokarbonatai. Tritiokarbonato anijonas

(CS3
2−) prie daugumos CA jungiasi silpnai. Prie CA aktyviojo centro Zn(II) jono tritiokar-

bonatas jungiasi pagal (a) mechanizma�, sudarant vienguba� koordinacini� ry�si� su Zn(II) jonu bei

vandenilinius ry�sius su aktyviojo centro aplinka (su Thr199, [Temperini et al., 2010], PDB ID:

3K7K). Yra susintetinti junginiai, kurie stipriai (Ki < 1 nM) slopina tam tikras α- ir β-CA

izoformas. Ditiokarbonatu� formul
e yra R-CS-S−, tritiokarbonatu� � R-S-CS-S− ir ksantatu� �

R-O�CS-S−.

Sieros r	ug�sties liekana� turintys junginiai. Tokie junginiai savo strukt	uroje turi -

SO3H grupe�, kuri geometri�skai yra pana�si i� fosfato r	ug�sties liekana� (min
eta fosfatu�/fosfonatu�

CA slopikliu� klas
e). D
el savo provaisto savybiu� i�dom	us yra sulfokumarinai, nes po junginio
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hidroliz
es, kuria� atlieka CA, junginio strukt	uroje atsiranda -SO3H funkcin
e grup
e ([Tars et al.,

2013], PDB ID: 4BCW). Prie aktyviojo centro sulfokumarinu� hidroliz
es produktai jungiasi pa-

gal (b) mechanizma� (per tarpininka�). Dauguma sulfokumarinu� prie membraniniu� CA IX ir

XII izoformu�, kurios yra prie�sv
e�ziniu� taikiniu� sa�ra�se, jungiasi vidutiniu stiprumu bei pasi�zymi

atrankumu [Grandane et al., 2014].

Boro atoma� turintys dariniai. Tokie junginiai yra silpni α(�zinduoliu�)- ir β(patogeniniu�

organizmu�)-CA �seimu� baltymu� slopikliai. Manoma, kad �sie junginiai slopina CA katalizini�

aktyvuma� tiesiogiai jungdamiesi prie Zn(II) jono. Bendru atveju reikalinga papildoma informa-

cija i�s rentgenostrukt	urin
es analiz
es ar kitu� metodu�, siekiant patvirtinti slopinimo mechanizmo

tipa� atskiriems boro r	ug�sties dariniams. I�domus junginys yra bortezomibas, kuris yra pirmasis

�zmogaus proteosomos vaistinis slopiklis, turintis CA slopinimo aktyvumus [Supuran, 2017b].

Aliumini� (Al, III), Gali� (Ga, III) ir Indi� (In, III) turintys dariniai. Zn(II), Mg(II),

Al(III) ir Co(II) metalu� kompleksai su tam tikrais pirminiais sulfonamidais buvo i�sbandyti

skrand�zio r	ug�stingumui ma�zinti gyv	unuose (�sunyse) [Ilies et al., 2000]. Pirminiai, tam tikroms

izoformoms (CA XII, CA IX) atrank	us sulfonamidai, komplekse su galiu (Ga, III) ar ind�ziu (In,

III) gali b	uti naudojami v
e�ziniu� audiniu� vizualizavimui [Dilworth et al., 2015].

1.5 Sulfonamidiniai slopikliai ir ju� savyb
es

CA slopikliu� klasiu� i�vairov
e buvo ap�zvelgta ank�s�ciau. �Siame skyriuje bus i�ssamiau ap�zvelgtas

did�ziausios ir labiausiai tyrin
etos CA slopikliu� klas
es slopinimo mechanizmas. CA slopikliai

sulfonamido pagrindu yra seniausia junginiu� klas
e. Kaip buvo min
eta, ne ma�ziau nei 30 �sios

klas
es junginiu� jau nuo 1954 m. yra naudojami kaip diuretikai, taip pat jais gydoma glaukoma,

epilepsijos priepuoliai bei vir�ssvoris. Sulfonamidiniai slopikliai turi savo slopinimo ypatumus,

t.y. slopiklio efektyvumas priklauso nuo aplinkos pH, nes slopiklio aktyvi forma yra tada, kai

sulfonamidin
es grup
es azoto atomas yra deprotonizuotas [Pilipuityt
e and Matulis, 2015, Taylor

et al., 1970]. Manoma, kad pagrindinis sulfonamidiniu� junginiu� CA slopinimo mechanizmas yra

deprotonizuotos slopiklio formos patekimas i� CA aktyvu�ji� centra� ir prisijungimas prie Zn(II)

jono (1).

Ar-SO2NH
− + H2O�Zn(II) ⇒ Ar-SO2NH

−�Zn(II) + H2O (1)

Yra i�sskiriamas kitoks CA slopinimo mechanizmas ([Gaspari et al., 2016]), kai i� CA aktyvu�ji�

centra� patenka protonizuota slopiklio forma, kurios sulfonamido grup
es amino liekana sa�veikauja

su OH− jonu, esan�ciu komplekse su Zn(II). Slopiklis yra deprotonizuojamas ir susidariusi van-

dens molekul
e, esanti prie Zn(II) jono, yra i�sstumiama (2):
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Ar-SO2NH2 + OH−�Zn(II) ⇒ Ar-SO2NH
− + H2O�Zn(II) ⇒ Ar-SO2NH

−�Zn(II) + H2O (2)

pH ir sulfonamidin
es grup
es pKa ind
eliai i� jungimosi termodinamikos parametru� vertes gali

b	uti i�vertinti [Baranauskien
e and Matulis, 2012, Jogait
e et al., 2013, Krishnamurthy et al., 2008,

Mork	unait
e et al., 2015].

1.6 Molekulinis atpa�zinimas, tarpmolekuliniu� sa�veiku� tipai

Molekulinis atpa�zinimas yra la�stelin
es ir nela�stelin
es (virusai) sandaros biologiniu� objektu�

funkcionavimo pagrindas. Biomolekuliu� sa�veikos mechanizmo supratimas yra kertinis akmuo

tiek molekulin
eje biologijoje, tiek atrankiu� vaistu� k	urime. Tarpmolekuliniu� nekovalentiniu� sa�veiku�

tipai:

(1) I�vairios elektrostatin
es sa�veikos (jonin
es, polin
es).

(2) Van der Valso sa�veikos.

(3) Vandeniliniai ry�siai.

(4) Hidrofobin
es sa�veikos ir kiti.

Atpa�zinimo procese svarbus vaidmuo atitenka vandens (tirpiklio) molekul
ems solvatacijos,

desolvatacijos procesu� metu.

1.6.1 Elektrostatin
es sa�veikos

Elektrostatin
es sa�veikos gali b	uti suskirstytos i� 3 tipus:

(1) ½Kr	uvis-kr	uvis� sa�veika tarp i�krautu� atomu�, ju� grupiu�. Tipinis ½kr	uvis-kr	uvis� sa�veikos

pavyzdys yra paplitusios sa�veikos baltymu� strukt	urose tarp teigiamai i�krautu� aminor	ug�s�ciu�

(Lys, Arg, His) ir neigiamai i�krautu� aminor	ug�s�ciu� (Glu, Asp) �soniniu� liekanu�.

(2) ½Kr	uvis-dipolis� sa�veika tarp kr	uvi� turin�cio atomo ar grup
es ir elektrostatini� poli� turin�cio

atomo. Tipinis pavyzdys � sa�veika tarp baltymo i�krautu� aminor	ug�s�ciu� �soniniu� liekanu� ir

vandens molekuliu� dipoliu�.

(3) ½Dipolis-dipolis� sa�veika tarp elektrostatinius polius turin�ciu� atomu�. Tipinis pavyzdys �

vandens molekuliu� dipoliu� sa�veikos.
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1.6.2 Van der Valso sa�veikos (VdV)

VdV sa�veikos yra svarbios biologiniu� molekuliu� erdvinei strukt	urai palaikyti. VdV sa�veikos

metu gali pasireik�sti traukos arba st	umos j
egos, priklausomai nuo atstumo tarp sa�veikaujan�ciu�

atomu�. VdV sa�veikos trauka atsiranda d
el laikino elektronu� tankio nesimetri�skumo, t.y. laikinai

atsirandan�ciu� dipoliu� atomuose. VdV sa�veikos st	uma atsiranda d
el atomu� elektronu� tankio per-

siklojimo, kai pa�zeid�ziamas tam tikras ma�ziausias VdV atstumas (VdV spindulys) tarp neutraliu�

atomu�. VdV spindulys yra apibr
e�ziamas kaip ma�ziausias atstumas, kuriuo gali suart
eti ko-

valentiniu ry�siu nesujungti molekul
es atomai. Esant kovalentiniam ry�siui, atstumas tarp ju� yra

ma�zesnis u�z VdV spinduli�. VdV (traukos) sa�veikos yra silpnos (nuo 0.1 iki 4 kJ mol−1), lyginant

su vandenilinio ry�sio ar elektrostatin
es sa�veikos stiprumu, bet VdV sa�veiku� skai�cius kompensuoja

ju� silpnuma� [Bronowska, 2011, Finkelstein, 2007].

1.6.3 Vandeniliniai ry�siai

Vandeniliniai ry�siai yra labai svarb	us molekuliniam atpa�zinimui. Vandenilinis ry�sys yra neko-

valentinis, traukos j
egos ry�sys, kuris gali b	uti i�vardijamas kaip ½dipolis-dipolis� elektrostatin
e

sa�veika. Elektroneigiamesnis u�z vandenili� atomas (kitaip vadinamas ½donoru�) per kovalenti�skai

prie jo prijungta� vandenilio (H) atoma�, turinti� teigiama� kr	uvi�, sa�veikauja su kitu elektroneigiamu

atomu, vadinamu ½akceptoriumi�, kuris turi laisva� elektronu� pora�.

Vandenilinio ry�sio savyb
es:

(1) Vandenilinio ry�sio stiprumas priklauso nuo ry�sio geometrijos, t.y. nuo kampo tarp ½donoro�

ir ½akceptoriaus� bei nuo atstumo tarp vandenilio atomo ir ½akceptoriaus�.

(2) Atstumas tarp ½akceptoriaus� ir ½donoro� yra ma�zesnis nei �siu� atomu� VdV spinduliu� suma.

Vandenilinio ry�sio stiprumas biologin
ese sistemose gali b	uti (5 � 30) kJ mol−1 energiju� in-

tervale, tuo tarpu nebiologin
ese sistemose (pavyzd�ziui, �uoro atoma� turin�cios molekul
es) gali

apimti (2 � 155) kJ mol−1 energiju� intervala�. Biologin
ese sistemose vandenilinio ry�sio susidary-

mui ir nutraukimui reikalinga energija patenka i� �siluminiu� �iuktuaciju� energiju� intervala�, tod
el

vandeniliniai ry�siai yra dinami�ski � greitai susidaro, greitai ir nutr	uksta. D
el vandenilinio ry�sio

stiprumo priklausomyb
es nuo ry�sio geometrijos, toks ry�sys yra erdvi�skai speci�nis, nes prik-

lauso ne tik nuo atstumo tarp sa�veikaujan�ciu� atomu�. Vandeniliniu� ry�siu� ind
elis i� baltymu�,

nukleor	ug�s�ciu� antrin
es, tretin
es ir ketvirtin
es strukt	uros susidaryma� yra esminis. Silpnus vande-

nilinius ry�sius gali sudaryti ½C-H� grup
es atomai, kai nuo anglies atomo nutraukiama elektronu�

tankio dalis ir vandenilis i�gauna ry�skesni� teigiama� poli� [Bronowska, 2011]. Silpni vandeniliniai

ry�siai, ju� savyb
es bei svarba baltymo-ligando komplekso susidaryme yra ap�zvelgta [Panigrahi

and Desiraju, 2007] publikacijoje.
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1.6.4 Halogeninis ry�sys ir daugiapoliarin
e sa�veika

Halogenai (F, Cl, Br, I) da�znai i�eina i� ma�zu� junginiu� chemine� strukt	ura�. Halogeninio

ry�sio sudarymui svarbi taip vadinama σ-skyl
e (teigiamas elektrostatinis potencialas ar teigiamas

kr	uvis), kuri atsiranda d
el netolygaus elektronu� pasiskirstymo halogeno atome: prie�singoje ko-

valentiniam ry�siui (pvz.: R-X, kur X � halogenas, R � elektroneigiamesnis u�z X halogeno atoma�)

halogeno pavir�siaus pus
eje susidaro teigiamo elektrostatinio potencialo sritis [Clark et al., 2007].

Halogeninis ry�sys:

(1) Yra elektrostatin
es kilm
es silpnas ry�sys. Halogeno atomo σ-skyl
e atlieka pana�su� vaidmeni�

kaip ir vandenilis, esant vandeniliniam ry�siui.

(2) Priklauso nuo ry�sio geometrijos (krypties).

(3) Priklauso nuo σ-skyl
es potencialo (teigiamo polio halogeno pavir�siuje) dyd�zio, kuris prik-

lauso nuo halogeno r	u�sies bei nuo elektronu� tankio i�straukimo i�s halogeno atomo efek-

tyvumo. Pavyzd�ziui, halogeninio ry�sio stiprumas padid
eja vandenilio atomus pakeitus

�uoro atomais (CH3-Br → CF3-Br).

Kaip min
eta, halogeninio ry�sio stiprumas taip pat priklauso nuo halogeno r	u�sies, t.y. sunkesni

halogenai ( F → CL → Br → I) sudaro stipresnius halogeninius ry�sius. Tokio tipo ry�siai yra

nustatomi tiek ma�zu�ju� junginiu� kristalin
ese strukt	urose, tiek baltymo-ligando kompleksuose.

Kita tarpmolekulin
e sa�veika, kurioje dalyvauja halogenu� atomai, yra vadinamoji ortogonalin
e

daugiapoliarin
e sa�veika (angl. orthogonal multipolar interactions). �Si sa�veika � tai dvieju� dipoliu�

elektrostatin
e sa�veika, kai vienas dipolis i�ssid
esto statmenai kitam (pvz: C-F····C=O, kur �uoro

atomas sa�veikauja su teigiamu poliu ant anglies atomo) [Paulini et al., 2005].

1.6.5 Hidrofobin
e sa�veika

Hidrofobin
es molekul
es ar ju� grup
es yra linkusios sudaryti kontaktus i�sskirtinai su hidro-

fobin
emis molekul
emis (hidrofobiniu pavir�siumi), kai kontaktai su hidro�lin
emis, polin
emis grup
emis

yra ribojami [Bissantz et al., 2010].

1.6.6 Aromatiniu� sistemu� speci�n
es sa�veikos

Sa�veikos tarp ma�zu� molekuliu� aromatiniu� grupiu� (slopikliai ir kiti) ir aromatiniu� aminor	ug�s�ciu�

liekanu� (Phe, Trp ir Tyr) yra gana da�znai sutinkamos baltymo-ligando kompleksuose [Bissantz

et al., 2010]. Yra i�sskiriami du pagrindiniai sa�veikos mechanizmai:
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(1) Aromatiniu� sistemu� �ziedai i�ssid
esto lygiagre�ciai vienas kito at�zvilgiu: aromatiniu� sistemu�

konjuguotu� π orbitaliu� plok�stumu� sa�veika arba ½stekingas�.

(2) Aromatiniu� sistemu� �ziedai i�ssid
esto statmenai vienas kito at�zvilgiu.

Koks bus vyraujantis sa�veikos mechanizmas tarp aromatiniu� sistemu� priklauso nuo daugelio

veiksniu�, tame tarpe yra svarbios aromatin
es sistemos pakaitu� (cheminiu� grupiu�) donorin
es-

akceptorin
es savyb
es.

Yra i�sskiriamos alifatin
es-aromatin
es sa�veikos, kai alifatin
es grup
es anglies atomas yra stat-

menai nukreiptas i� aromatin
es sistemos �zieda�. Tokios sa�veikos stiprumas patenka i� aromatin
e-

aromatin
e sistemu� stiprumo sa�veikos intervalus [Turk and Smithrud, 2001]. Baltymo-ligando

kompleksuose sa�veika tarp metilo grup
es ir aromatinio �ziedo n
era retas atvejis.

π - π sa�veikose gali dalyvauti baltymo karkaso peptidiniai ry�siai (-C(O)-NH-), aminor	ug�s�ciu�

�sonin
es grandin
es jonin
ese porose � Asp, Glu su Arg. Straipsnyje [James III et al., 2009]

parodyta, kad peptidinio ry�sio π orbitaliu� plok�stumu� sa�veika vyksta nedideliuose modeliniuose

peptiduose ir yra energeti�skai naudinga (nustatyta i�s infraraudonojo spektro poky�ciu�).

1.6.7 Tirpiklio i�taka jungimuisi, strukt	urin
es (kristalin
es) ir tirpiklio faz
es vandens

molekul
es

Tirpiklio molekul
es (biologin
ese sa�lygose H2O) yra neatsiejamas ligando-baltymo sa�veikos

dalyvis. Vandens molekuliu� dinamika, t.y. slopiklio solvatacijos, desolvatacijos procesai, van-

dens molekuliu� pa�salinimas i�s aktyviojo ar ju� sutelkimas i� aktyvu�ji� centra�, yra labai svarbi tiek

jungimosi termodinamikai, tiek kinetikai. Vandens molekul
es, priklausomai nuo ju� lokalizaci-

jos, turi skirtingas termodinamines ir dinamines savybes. Yra i�sskiriamos kristalin
es vandens

molekul
es, kurios yra ma�ziau judrios d
el sudaromu� vandeniliniu� ry�siu� su molekuliniu (baltymu�,

deoksiribonukleor	ug�s�ciu� ir t.t) pavir�siumi. Jos yra nustatomos rentgenostrukt	urine analize. Yra

analizuojamas kristaliniu� vandens molekuliu� i�ssid
estymas kristalin
ese strukt	urose, bandoma ak-

centuoti ju� svarba� termodinaminiams jungimosi procesams [Fox et al., 2015, Klebe, 2015, Snyder

et al., 2013].

Tirpiklio faz
es vandens molekul
es � tai molekul
es, nutolusios nuo ligando ir baltymo molekulinio

pavir�siaus tokiu atstumu, kad ju� termodinamin
es savyb
es jau n
era i�takojamos nei ligando, nei

baltymo. Tirpiklio faz
es molekul
es sudaro did�ziausia� vandens molekuliu� frakcijos dali� tirpale.

Parodyta, kad �salia hidrofobinio molekulinio pavir�siaus pasikei�cia vandens molekuliu� savyb
es,

ne�zymiai padid
eja vandens molekuliu� frakcijos dalis su stipresniais vandeniliniais ry�siais, taip

pat padid
eja �siu� vandens molekuliu� i�ssid
estymo tetraedrin
e tvarka [Davis et al., 2012, 2013,

2015].
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1.7 Jungimosi termodinamika ir jos analiz
e

Termodinaminiu po�zi	uriu atpa�zinimo proceso Gibso energija (∆G) priklauso nuo entalpinio

(∆H ) ir entropinio (-T∆S ) ind
eliu� sumos. Tai rei�skia, kad esant tai pa�ciai Gibso energijos

vertei, ∆H ir -T∆S ver�ciu� kombinacijos gali b	uti i�vairios (lygtis 1).

∆G = ∆H - T∆S (1);

Mechanizmas, kai ma�zos molekulin
es mas
es junginiai atrankiai atpa�zi�sta taikinio molekulini�

pavir�siu� (pvz.: baltymo aktyviajame centre), dar n
era visi�skai suprastas, kad b	utu� lengvai taiko-

mas atrankiu� ir stipriai besijungian�ciu� slopikliu� k	urimui.

Ligando-Baltymo-Tirpalo sistema � tai yra procesu� ir b	usenu� pasiskirstymu� derinys, apie kuri�

detalios informacijos mes neturime, ir i�smatuojami yra tiktai procesu� ir b	usenu� sumos vidurkiai.

Kd vert
e rei�skia, kad esant tam tikroms sa�lygoms (pH, T, sl
egiui ir t.t.), ligandas vidutini�skai

jungiasi prie taikinio i�smatuotu stiprumu. Koks yra Kd ver�ciu� pasiskirstymas, mes ne�zinome.

2017 metais buvo publikuota gana i�ssami jungimosi termodinamikos ap�zvalga [Claveria-

Gimeno et al., 2017], kurios teiginiai bus ap�zvelgti �zemiau.

Entalpijos ind
elis. Jungimosi entalpijos (∆H ) pokytis gali b	uti suskirstytas i� entalpijos

poky�cio dedama�sias:

∆Hmatuota = ∆H sa�veiku� + ∆H desolvatacijos + ∆H konformacinis + ∆Hmainu� + ...,

kur ∆H sa�veiku� yra entalpijos ind
elis, kuris atsiranda d
el nekovalentiniu� sa�veiku� tarp ligando

ir taikinio; ∆H desolvatacijos yra entalpijos ind
elis, kuris atsiranda d
el nutraukiamu� ry�siu� tarp

ligando, baltymo ir tirpiklio molekuliu�; ∆H konformacinis yra entalpijos ind
elis, kuris atsiranda

d
el susijungian�ciose molekul
ese vykstan�ciu� konformaciniu� poky�ciu� ir kuris yra ypa�c aktualus

jungiantis didel
ems molekul
ems (baltymai, DNR, RNR), kai i�vyksta antrin
es, tretin
es strukt	uros

poky�ciai; ∆Hmainu� yra entalpijos ind
elis, kuris atsiranda d
el ligando ir baltymo sa�veikos su

kitais buferio komponentais (jonais, protonais, kitomis ma�zomis molekul
emis). Reikia pabr
e�zti,

kad ∆Hmainu� entalpijos ind
elis gali b	uti i�vertintas ir pa�salintas i�s ∆Hmatuota sumos. Pagal

chemine� strukt	ura� pana�siu� junginiu� jungimosi ∆H konformacinis ir ∆Hmainu� ind
eliu� vert
es gali

b	uti pana�sios, �siuo atveju svarbesni tampa kiti jungimosi proceso entalpijos nariai � ∆H sa�veiku�

+ ∆H desolvatacijos. Tokiu atveju jungimosi proceso ∆Hmatuota pokytis gali b	uti supaprastintas

iki 2 dedamu�ju�:

(a) Sa�veiku� nutraukimas vykstant desolvatacijos procesams � nutraukiami ligando ry�siai su

vandens molekul
emis ir aktyviojo centro vandens molekuliu� ry�siai su baltymo molekuliniu

pavir�siumi, kai ligando atomai juos pakei�cia.
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(b) Sa�veiku� susidarymas tarp jungimosi proceso dalyviu� (ligando ir taikinio).

Labai svarbus yra protonu� mainu� proceso entalpijos ind
elio i�vertinimas (∆Hmainu� dedamoji).

Jei ligandui sa�veikaujant su taikiniu vyksta protonu� mainai tarp ligando, taikinio ir buferio,

t.y. vyksta ligando ar taikinio protonizavimas ar deprotonizavimas, reik�smingas tampa protonu�

mainu� proceso entalpijos ind
elis. Esant skirtingam buferio pH bei jo sud
e�ciai, ∆Hmainu� ind
elis

bus skirtingas. Kaip min
eta, buferio bei jo pH i�taka termodinaminiams parametrams gali b	uti

i�vertinta.

Entropijos ind
elis. Entropijos ind
elio (�T∆S matuota) vert
e yra apskai�ciuojama i�s ∆Gmatuota

ir ∆Hmatuota ver�ciu� skirtumo, entropijos ind
elis pana�siai kaip entalpijos ind
elis (∆Hmatuota) gali

b	uti pavaizduotas kaip ind
eliu� suma:

�T∆S matuota = �T∆S desolvatacijos + �T∆S konformacinis + �T∆S mainu� +

�T∆S sukamasis−slenkamasis + �T∆S vibracinis + ..., kur �T∆S desolvatacijos yra ligando ir

taikinio desolvatacijos proceso entropijos ind
elis; �T∆S konformacinis yra entropijos nario ind
elis,

kuris atsiranda d
el besijungian�ciose molekul
ese vykstan�ciu� konformaciniu� poky�ciu�; �T∆S mainu�

yra entropijos nario ind
elis, kuris atsiranda d
el ligando, baltymo sa�veiku� su kitais buferio kom-

ponentais (jonais, protonais, kitomis ma�zomis molekul
emis); �T∆S sukamasis−slenkamasis yra

entropijos nario ind
elis, kuris atsiranda d
el sa�veikaujan�ciose molekul
ese vykstan�ciu� grandiniu�

ar ligando daliu� sukamu�ju�-transliaciniu� laisviu� poky�ciu�; �T∆S vibracinis yra entropijos nario

ind
elis, kuris atsiranda d
el kovalentiniu� ry�siu� vibracijos da�znio poky�ciu� jungimosi proceso metu.

Yra pabr
e�ziama, kad reikia daugiau d
emesio skirti desolvatacijos ir konformacin
es entropijos

ind
eliu� optimizavimui vaistu� k	urimo procese.

Komplekso susidarymas. ½Ligando-taikinio� komplekso susidarymas gali b	uti suskirstytas

i� 3 etapus:

(1) Jungimosi dalyviu� desolvatacijos procesai.

(2) Konformacinis jungimosi dalyviu� prisitaikymas.

(3) Ry�siu� sudarymas tarp jungimosi dalyviu�.

Vykstant ligando desolvatacijos procesui galima i�sskirti du reik�smingus etapus: 1) tai ry�siu�

nutraukimas tarp ligando ir vandens molekuliu� bei 2) sa�veiku� (vandeniliniu� ry�siu�) poky�ciai

tarp vandens molekuliu�, kurios yra aplink liganda� ir neturi tiesioginio kontakto su juo, bet

yra netiesiogiai i�takojamos ligando pavir�siaus. Desolvatacijos proceso entropijos poky�ciai (∆S )

da�zniausiai yra naudingi jungimosi proceso efektyvumui.

Konformacinis jungimosi proceso dalyviu� prisitaikymas gali b	uti siejamas tiek su

dideliais konformaciniais persitvarkymais, pavyzd�ziui, baltymo kilpos strukt	uros poky�ciai po

susijungimo, tiek su pakankamai smulkiais, pavyzd�ziui, molekul
es chemin
es grup
es sukimosi
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aplink kovalentini� ry�si� laisv
es suvar�zymas po prisijungimo. Yra teigiama, kad prisitaikymo

entropijos pokytis po prisijungimo da�zniausiai yra nenaudingas (∆S < 0) jungimosi procesui

d
el ligando ir aktyviojo centro aminor	ug�s�ciu� liekanu� jud
ejimo laisv
es suvar�zymo, tuo tarpu

konformacinis entalpijos narys gali b	uti bet kokios vert
es.

Nenaudinga� jungimosi procesui entropijos pokyti� (∆S < 0) da�zniausiai kompensuoja naujai

sudaromi ry�siai tarp ligando ir taikinio, kai suformuojamas galutinis kompleksas. Nenaudingas

entropijos pokytis (∆S < 0) atsiranda d
el jungimosi dalyviu� konformacinio prisitaikymo, kai

suminis ligando ir taikinio konformaciju� deriniu� skai�cius po prisijungimo suma�z
eja. Apiben-

drinant galima teigti, kad naudingas entropijos poky�cio ind
elis (∆S > 0) atsiranda vykstant

desolvatacijos procesui, kai vandens molekul
es, esan�cios �salia ligando ar taikinio aktyviajame

centre, tampa ½laisvesn
es�.

Nenaudingas entalpijos pokytis (∆H > 0) atsiranda desolvatacijos proceso metu, kai yra nu-

traukiami nekovalentiniu� sa�veiku� ry�siai tarp jungimosi dalyviu� ir vandens molekuliu�. Naudingas

jungimosi procesui entalpijos pokytis (∆H < 0) atsiranda d
el naujai suformuojamu� ry�siu� tarp

taikinio ir ligando.

Ligando jungimosi optimizavimas atsi�zvelgiant i� termodinaminius parametrus.

Ligando jungimosi efektyvumas (∆G) gali b	uti pagerintas d
el:

(1) Naudingesnio jungimosi entalpijos poky�cio (∆H < 0), kai i�vedami nauji ry�siai tarp ligando

ir taikinio, arba optimizuojami esantys ry�siai (pavyzd�ziui, siekiant labiau kompensuoti

entalpi�skai nenaudinga� desolvatacijos ind
eli�).

(2) Naudingo desolvatacijos proceso entropijos poky�cio, kai i� ligando strukt	ura� i�vedamos hidro-

fobin
es grup
es.

(3) Jungimosi dalyviu� konformacin
es prisitaikymo entropijos, kai bandoma suma�zinti galimu�

ligando konformaciju� skai�ciu�.

Hidrofobiniu� (nepoliniu�) grupiu� i�vedimas i� ligando pirmtaka� da�zniausiai suteikia naudinga�

entropijos ind
elio pokyti� (∆∆S > 0). Suma�zinus ligando galimu� konformaciju� skai�ciu�, galima

pasiekti �siek tiek geresni� jungima�si prie taikinio i�s nenaudingesnio ma�zesniu laipsniu entropijos

nario �T∆S konformacinis, kai ligando konformacinio prisitaikymo prie taikinio nenaudingas en-

tropijos pokytis bus ma�zesnis. Kitas svarbus pasteb
ejimas, kad hidrofobiniu� (nepoliniu�) grupiu�

desolvatacijos proceso nenaudingas entalpijos pokytis gali b	uti nenaudingesnis ma�zesniu laip-

sniu nei poliniu� grupiu�. Tokiu b	udu gauname, kad i�s jungimosi termodinamikos pus
es labiau

hidrofobiniu� ligandu� k	urimas yra paprastesnis. Deja, labiau hidrofobiniai ligandai turi eile�

farmakologiniu� problemu� � tirpumas, jungimosi atrankumas, toksi�skumas ir kiti.

Entalpi�skai optimizuojant ligando jungima�si bandoma i�vesti entalpi�skai naudingus ry�sius
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tarp ligando ir taikinio. Tokia strategija yra gana komplikuota, nes sud
etinga i�vesti nauja� poline�

grupe� i� ligando strukt	ura� taip, kad susiformuotu� papildomas stiprus kontaktas tarp ligando

ir taikinio, nes naujo kontakto stiprumas priklausys nuo atstumo tarp atomu� bei ju� erdvin
es

orientacijos. Atlikti ligando konformacin
es laisv
es suvar�zyma� bei hidrofobiniu� grupiu� i�vedima�

yra lengviau ir toks jungimosi optimizavimas gali b	uti naudingas paskutiniuose vaisto k	urimo

etapuose. Entropinis ligando jungimosi optimizavimas yra paprastesnis, nes po hidrofobin
es

grup
es i�vedimo ligandas yra labiau linke�s vengti kontaktu� su vandens molekul
emis (tirpikliu).

Papras�ciausia yra prad
eti junginio jungimosi prie taikinio optimizavima� nuo entalpijos varomo

slopiklio, nes pagerinti jungimosi entalpijos ind
eli� yra sud
etinga, tuo tarpu optimizuoti en-

tropi�skai � �zymiai papras�ciau. Pirmu�ju� �zmogaus imuno de�cito viruso HIV-1 proteaziu� slopikliu�

gimininguma� l
em
e jungimosi entropija, t.y. pagrindinis jungimosi energijai (∆G) naudingas

ind
elis buvo gaunamas i�s entropijos poky�cio. �Siuo momentu geriausi HIV-1 slopikliai yra labiau

entalpi�ski, jie yra labiau atrank	us taikiniui, stipriau jungiasi prie taikinio, ma�ziau toksi�ski,

labiau toleruoja taikinio strukt	uros poky�cius (mutacijas) [Freire, 2008]. Vandeniliniu� ry�siu�

akceptoriu� ir donoru� skai�cius nekoreliuoja su ligando jungimosi entalpi�skumu. Naujas poli-

nis ry�sys tarp ligando ir taikinio gali b	uti tiesiog entalpi�skai nenaudingas, nes d
el erdvi�skai

nepalankaus i�ssid
estymo entalpijos naudingas ind
elis i�s ry�sio susidarymo gali b	uti ma�zesnis nei

polin
es grup
es desolvatacijos entalpijos nenaudingas ind
elis d
el ry�siu� tarp ligando poliniu� grupiu�

ir vandens molekuliu� nutraukimo.

Jungimosi atrankumas. Jungimosi atrankumas yra svarbiausia vaisto savyb
e, kuri suma�zina

�salutiniu� poveikiu� tikimybe� bei vaisto toksi�skuma�. Kaip buvo min
eta ank�s�ciau, labiau hidro-

fobiniai ligandai yra ma�ziau atrank	us, tuo tarpu entalpijos varomi ligandai pasi�zymi didesniu

atrankumu taikiniui. Tai yra siejama su polinio ry�sio savyb
emis, nes polin
es sa�veikos stipru-

mas priklauso nuo atstumo tarp sa�veikaujan�ciu� atomu� ir ju� pad
eties erdv
eje, tod
el toks erdvinis

atpa�zinimas yra jautresnis [Tarcsay and Keser�u, 2015]. Da�zniausiai poliniu� grupiu� i�vedimas i�

ligando strukt	ura� neturi pastebimo efekto jungimosi stiprumui, nes naujos sa�veikos entalpijos

ind
elis yra tiesiog kompensuojamas nenaudingu entropijos ind
eliu, pasirei�skia taip vadinamas

entalpijos-entropijos kompensavimo efektas [Lafont et al., 2007]. Kaip buvo min
eta, entalpijos

varomu� junginiu� k	urimas yra �zymiai sud
etingesnis nei entropijos varomu�, nes po naujos polin
es

grup
es i�vedimo i� ligando strukt	ura� naujai sudaryto ry�sio entalpijos ind
elis turi ne tik kompen-

suoti nenaudinga� polin
es grup
es desolvatacijos proceso entalpijos ind
eli�, bet ir prid
eti naudinga�

jungimosi ind
eli� jungimosi stiprumui. Tai yra sud
etinga, nes reikia i�svengti entalpijos-entropijos

kompensavimo efekto. I�vedus nauja� poline� grupe� galimi sekantys variantai:

(a) Polin
e grup
e po prisijungimo yra nukreipta i� tirpala�, pavyzd�ziui, pagerina hidrofobinio

junginio tirpuma�.

(b) Polin
e grup
e yra desolvatuota, bet nesudaro stipraus ry�sio su taikiniu, pasirei�skia jungi-
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mosi stiprumo suma�z
ejimas d
el nevisi�skai kompensuoto desolvatacijos proceso nenaudingo

entalpijos ind
elio.

(c) Desolvatuota polin
e grup
e sudaro stipru� ry�si� su taikiniu, bet tai neturi i�takos ligando

jungimosi stiprumui d
el entalpijos-entropijos kompensavimo efekto.

(d) Desolvatuota polin
e grup
e sudaro stipru� ry�si� su taikiniu, aptinkamas jungimosi stiprumo

prieaugis.

b) atveju pirmtakas su i�vesta poline grupe turi b	uti pa�salintas i�s tolimesnio ligando jungimosi

optimizavimo. d) atveju nauja� poline� grupe� geriausiai yra i�vesti �salia ma�zai judraus taikinio

regiono, kai ma�zdaug �zinoma pirmtako pozicija taikinio aktyviajame centre. Tokiu atveju gali

susidaryti stipr	us ry�siai tarp ligando ir taikinio, ry�siai, kuriu� entalpijos ind
elis i�veiks entalpijos-

entropijos kompensavimo efekta�. c) ir d) atvejais polin
es grup
es da�zniausiai pagerina atrankuma�

taikiniui [Kawasaki and Freire, 2011].

Bendru atveju, jungimosi atrankumas nereikalauja stipraus jungimosi prie taikinio. Stiprus

jungimasis ir atrankumas taikiniui tarpusavyje nekoreliuoja, nes ry�sio stiprumas priklauso nuo

sudaromu� ry�siu� tarp ligando ir taikinio kokyb
es, t.y. naudingo energetinio ind
elio i� Gibso laisva�ja�

energija� (∆G), tuo tarpu taikinio atpa�zinimas (atrankumas jam) priklauso nuo sudaromu� ry�siu�

erdvinio i�ssid
estymo. Kaip buvo min
eta, papildomos polin
es grup
es gali netur
eti ind
elio i� jungi-

mosi stipruma�, bet gali pagerinti ligando atrankuma� taikiniui. Tokiu b	udu stipriai besijungiantis

prie taikinio ligandas gali b	uti neatrankus ir tur
eti �salutiniu� farmakologiniu� poveikiu�, o vidutinio

stiprumo ligandas gali tur
eti atrankaus ligando savybe�. Svarbus yra ligando atrankumas bei jo

farmakokinetin
es ir farmakodinamin
es savyb
es.

Jungimasis prie strukt	uri�skai pana�siu� taikiniu�. Kartais reikia, kad ligandas efektyviai

prisijungtu� prie homologiniu� taikiniu�, t.y. kad ligandas gal
etu� jungtis prie tikslinio baltymo

�seimos ar jo mutantinio baltymo. Pirmame etape sukuriami ligandai, kurie sa�veikauja su ma�ziau

kintan�ciu (kitaip tariant konservatyvu) bei strukt	uri�skai stabiliu taikinio regionu. Sekantis eta-

pas yra cheminiu� grupiu� i�vedimas, kurios konformaciniu at�zvilgiu yra ma�ziau suvar�zytos, t.y.

gali u�zimti daugiau erdv
es, lengviau prisitaikyti prie taikinio d
el grupiu� sukimosi laisv
es, ju�

asimetrijos. Tokios grup
es yra naudingos ligando sa�veikai su strukt	uri�skai ma�ziau stabiliais bei

skirtingais taikinio regionais.

1.8 Kristalin
es vandens molekul
es CA izoformu� aktyviajame centre

Kristalin
es strukt	uros, kuriu� skiriamoji geba yra auk�sta (didesn
e nei 1,8 �A), da�zniausiai turi

gerus elektronu� tankius, kurie leid�zia aptikti vandens molekuliu� elektronu� pikus. Vis da�zniau

publikuojami moksliniai straipsniai, kuriuose didesnis d
emesys yra skiriamas aktyviojo centro

vandens molekuliu� analizei, siekiant i�vertinti ju� i�taka� jungimosi proceso entropijos-entalpijos
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kompensavimui ( [Klebe, 2015, Snyder et al., 2013], programa Watermap). Yra nuomoniu�, kad

aktyviojo centro vandens molekuliu� savyb
es bei vandens molekuliu� dinamikos procesai yra ker-

tinis ir vienas labiausiai nesuprastas baltymo-ligando jungimosi termodinamikos dalyvis [Snyder

et al., 2013].

�Zmogaus CA-ligandas kompleksu� kristalin
es strukt	uros, kaip taisykl
e, yra auk�stos skiriamo-

sios gebos, tod
el aktyviojo centro vandens molekuliu� pikai yra gerai apibr
e�zti. Ne�zi	urint i� tai, ak-

tyviojo centro kristaliniu� vandens molekuliu� dinamikos i�vertinimas, t.y. kiek vandens molekuliu�

atsijung
e ar kiek buvo sutelkta po slopiklio prisijungimo prie aktyviojo centro, lyginant su

strukt	ura be slopiklio, yra sud
etingas d
el �siu� prie�zas�ciu�:

(a) Elektronu� tankiu� kokyb
es i�vertinimo. Bet kurioje kristalin
eje strukt	uroje vandens

molekuliu� elektronu� pikai yra skirtingos kokyb
es, tai rei�skia, kad vandens molekuliu� kiekis

priklauso nuo elektronu� tankio interpretavimo. Silpni elektronu� tankio pikai, t.y. ties

triuk�smo lygiu ar su auk�stais B-faktoriais, t.y. labiau judriu� atomu�, gali b	uti traktuojami

kaip vandens molekuliu� elektronu� pikai. Skirtingos programos (Refmac, Sfall), kurios ap-

skai�ciuoja elektronu� tankiu� �zem
elapiu� parametrus, gali pateikti i�s dalies skirtinga� vandens

molekules primenan�ciu� elektronu� piku� i�ssid
estyma�. Kitas svarbus dalykas, kad elektronu�

tankiu� interpretavimas priklauso nuo tyr
ejo, kuris atlieka strukt	uros modeliavima�, �ziniu�

ir po�zi	urio. Reikia pabr
e�zti, kad labai judriu� atomu� ir molekuliu� pozicijos negali b	uti

nustatytos naudojant kristalogra�jos metoda�.

(b) Baltymo molekuliu� susipakavimo kristale. CA baltymo subvienetai kristale susi-

pakuoja gana tankiai ir gali b	uti, kad vienas baltymo subvienetas i�ssid
esto �salia kito bal-

tymo subvieneto aktyviojo centro. Toks i�ssid
estymas sudaro palankesnes sa�lygas kristaliniu�

vandens molekuliu� elektronu� piku� padid
ejimui kristalin
eje strukt	uroje.

(c) Skirtumu� tarp skirtingu� baltymo subvienetu� toje pa�cioje strukt	uroje. CA XII

izoformos kristalin
es strukt	uros turi da�zniausiai 4 baltymo molekules. I�domiausia yra

tai, kad vandens molekuliu� skai�cius bei ju� tankiu� kokyb
e gali b	uti skirtingi skirtinguose

baltymo subvienetuose.

(d) Priklausomyb
es nuo kristalinimo buferio. Skirtingi kristalinimo buferiai (pavyzd�ziui

pagal pH verte�) sa�lygoja skirtinga� vandens molekuliu� i�ssid
estyma� CA aktyviajame centre.

Kristalin
es strukt	uros aktyviajame centre gali b	uti aptiktos kristalinimo buferio molekul
es,

kurios kei�cia aktyviojo centro vandens molekuliu� i�ssid
estyma�.

Min
etos prie�zastys apsunkina koreliacijos paie�skas tarp vandens molekuliu� dinamikos ir jungi-

mosi termodinamikos. Doktoranto spre�stu� strukt	uru� vandens molekuliu� dinamikos analiz
e buvo

prad
eta, bet nebaigta, tod
el nepateikiama disertacijoje.
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1.9 Sulfonamidiniu� slopikliu� tikriniai jungimosi parametrai

CA sulfonamidiniu� slopikliu� jungimosi termodinaminiai parametrai priklauso nuo buferio ir

jo pH. Kaip min
eta, prie �zmogaus CA aktyviojo centro Zn(II) jono jungiasi tiktai deprotonizuota

slopiklio forma � deprotonizuotas sulfonamidas R-SO2NH
−. Protono perne�simas nuo slopiklio

sulfonamidin
es grup
es i� buferi� yra termodinaminis procesas, kuris turi savo ind
eli� i� stebimu�

(matuotu�) energiju� (∆H, ∆G) vertes [Pilipuityt
e and Matulis, 2015, Taylor et al., 1970]. Buferio

ir jo pH ind
elis gali b	uti i�vertintas atliekant matavimus skirtingo pH buferiuose [Baranauskien
e

and Matulis, 2012, Jogait
e et al., 2013, Krishnamurthy et al., 2008, Mork	unait
e et al., 2015].

E (dr. E. �Capkauskait
e) ir VD (dr. V. Dudutien
e) klasiu� junginiu� tikriniai jungimosi prie

CA izoformu� parametrai yra paskelbti straipsniuose [Ki�sonait
e et al., 2014, Zubrien
e et al., 2015,

2017]. Tikriniai jungimosi parametrai gali b	uti siejami su strukt	uriniais jungimosi duomenimis.

1.10 Baltymo-ligando sa�veikos tyrimu� rezultatu� l	ukes�ciai ir realijos

I�svados, kaip taisykl
e, remiasi faktais, kurie savo ruo�ztu gali atspind
eti tik dali� informacijos

apie nagrin
ejama� objekta� ar procesa�. Kaip pavyzdi� galima paimti ½vaiki�ska� d
elione�� � vaizdas

yra ai�skesnis esant didesniam skai�ciui teisingai sud
etu� d
elion
es daliu�.

Yra �zinoma, kad jungimosi termodinamika yra i�vairiu� kitu� procesu� bei juos i�takojan�ciu�

veiksniu� suma:

(a) Tai nekovalentiniu� sa�veiku� ind
eliai � vandeniliniu� ry�siu�, Van der Valso kontaktu�, hidrofobiniu�,

elektrostatiniu� sa�veiku� ir kitu�.

(b) Tai vandens molekuliu� persigrupavimo procesai � ligando ir aktyviojo centro solvatacija ir

desolvatacija, vandens molekuliu� sutelkimas ir pa�salinimas i�s aktyviojo centro.

(c) Tai slopiklio bei baltymo konformaciniai poky�ciai prisijungimo metu.

(d) Tai aktyviojo centro t	uris ir forma, molekuliniu� pavir�siu� topogra�ja.

(e) Tai kiti veiksniai.

Eksperimentiniu b	udu nustatyti baltymo-ligando jungimosi parametrai (disociacijos konstan-

tos, jungimosi termodinaminiai parametrai) � tai visu� pirma yra sud
etingo proceso vidurkin
es

reik�sm
es. Mes, kaip buvo min
eta, neturime informacijos apie atskiru�, i�takojan�ciu� jungima�si

veiksniu� ind
elius i� jungimosi procesa�. Mes ne�zinome, kokie yra, pavyzd�ziui, slopiklio sukamojo-

slenkamojo jud
ejimo ar konformaciniu� energiju� pasiskirstymai esant laisvam slopikliui ir po

prisijungimo prie taikinio.
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Priklausomybiu� paie�skos tarp slopikliu� chemin
es strukt	uros (2D) ir jungimosi termodinamikos

leid�zia i�s dalies nustatyti grupes, kurios pagerina jungimosi efektyvuma� ar atrankuma� taikiniui.

Baltymu� kristalogra�ja leid�zia nustatyti slopiklio pozicija� aktyviajame centre atomin
es skiriamo-

sios gebos tikslumu. Gauti ligando sa�veikos su aktyviuoju centru strukt	uriniai duomenys leid�zia

formuoti tikslesni� ir i�ssamesni� baltymo-ligando jungimosi proceso vaizda�. Atsiranda galimyb
e

atpa�zinti procesus, kurie i�takoja jungimosi termodinaminiu� parametru� ver�ciu� poky�cius.

1.11 Baltymu� kristalogra�jos metodo taikymas vaistu� k	urime

Kristalas � tai yra med�ziagos strukt	ura, kuria� suformuoja identi�ski, pasikartojantys blokai �

elementarios kristalin
es gardel
es (kristalogra�nis terminas). Kiekviename bloke tie patys atomai

ir molekul
es turi ta� pa�cia� erdvine� pozicija�. Kristalo blokai idealiame kristale i�ssid
esto simetri�skai,

tod
el kristalas, esant tam tikroms sa�lygoms, veikia kaip difrakcijos atspind�ziu� stiprintuvas.

Rentgeno spindulius kristale atspindi atomu� elektronai, d
el to stebime Rentgeno spinduliu�

interferencini� vaizda�.

Slopiklio molekul
es elektronu� tankis elektronu� �zem
elapiuose bus aptiktas tiktai tada, jei

slopiklis n
era ½per daug judrus�, t.y. neturi daug alternatyviu� poziciju� aktyviajame centre,

nes tokiu atveju difrakcijos atspind�ziu� nuo slopiklio informacija atsiduria difrakcijos triuk�smo

lygyje. Geriausias elektronu� tankis yra tu� molekuliu�, kurios sa�veikauja su aktyviuoju centru

vienodu mechanizmu, t.y. slopiklio pozicija kristalo narveliuose sutampa, jo atomai turi ta� pati�

erdvini� i�ssid
estyma�. Labilios, judrios slopiklio dalys da�zniausiai visai neturi jokio elektronu�

tankio. Reikia neu�zmir�sti, kad difrakcijos atspind�ziu� surinkimas yra atliekamas 100 K (-173,15

◦C) temperat	uroje, nes baltymo kristalas yra u�z�saldomas. Tokiu b	udu yra dalinai ½u�z�saldomas�

ligando ir baltymo �soniniu� grandiniu� judrumas. Baltymo ir ligando sa�veikos kambario tem-

perat	uroje bus �siek tiek kitokios, ypa�c kalbant apie ju� pasiskirstyma�. Tod
el yra daroma prielaida,

kad kristalin
eje strukt	uroje ligando pozicija aktyviajame centre atitinka ligando pozicija� esant

Tkambario, ir ji yra palankiausia.

Didelis temperat	urinis skirtumas tarp eksperimentiniu� sa�lygu� (difrakcijos eksperimentas yra

atliekamas 100 K (-173,15 ◦C), o ITC � 310 K (37◦C) temperat	uroje) yra dar viena svari

prie�zastis, kuri neleid�zia atlikti patikimos kristaliniu� vandens molekuliu� dinamikos analiz
es CA

aktyviuosiuose centruose, lyginant kristaline� strukt	ura� be ligando ir baltymo-ligando kompleksa�.

Temperat	urinis ind
elis i� vandens molekuliu� kon�g	uraciju� gausa� aktyviajame centre yra neabejoti-

nas � didesnis baltymo grandin
es �siluminis jud
ejimas sukelia baltymo molekulinio pavir�siaus, su

kuriuo sa�veikauja vandens molekul
es, poky�cius. Bandymas suri�sti vandens molekuliu� skai�ciaus

pokyti� kristalin
ese strukt	urose su jungimosi termodinamika b	utu� nekorekti�skas.
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2 MED�ZIAGOS IR METODAI

2.1 Naudoti prietaisai, med�ziagos

2.1.1 Naudoti prietaisai

• spektrofotometras ½NanoDrop 1000�

• �saldoma mikrocentrifuga ½Eppendorf Centrifuge 5415 R�

• �saldoma centrifuga ½Eppendorf Centrifuge 5810-R�

• kristalinimo robotas ½Oryx8�

• difraktometras ½RIGAKU� MM007-HF

• termostatuojamas kambarys

• sinchrotrono EMBL DESY makromolekulin
es kristalogra�jos spinduliu� linijos P13 ir P14

• sinchrotrono Lunde makromolekulin
es kristalogra�jos spinduliu� linijos

• �sviesinis mikroskopas ½Carl Zeiss Stemi SN11� ir ½ÎÃÌÝ-Ï2�

• baltymu� koncentratoriai ½Amicon-Ultra-0,5ml� 10 kDa

• baltymu� koncentratoriai Pierce Protein Concentrators, 9K

• kristalinimo l
ek�stel
es, skirtos s
edin�cio la�so metodui: ½MRC Maxi 48-Well Crystallization

Plate (Swissci)�, ½Cryschem Plate�, ½CrystalEX (Corning)�

• stalinis kompiuteris

2.1.2 Naudoti reagentai

Kristalinimo tirpalu� reagentai.

Naudotu� reagentu� grynumas kristalinimo tirpalams gaminti buvo ≥ (97-99) %. Baltymu�

kristalinimo efektyvumas taip pat priklauso nuo sekan�ciu� kristalinimo sa�lygu�:

(1) Nuo kristalinimo metodikos � s
edin�cio la�so, kaban�cio la�so, kristalinimo po aliejumi ar kitos

metodikos.

(2) Nuo kristalinimo l
ek�stel
es tipo � skirtingi la�so susitraukimo grei�ciai, pavyzd�ziui, s
edin�cio

la�so.
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(3) Nuo tikslios pH reik�sm
es, nes, pavyzd�ziui CA XII ties pH 7,0 nesikristalizuoja, bet ties

pH 7,2 kristalizuojasi labai gerai.

(4) Nuo pradinio la�so sud
eties � baltymo koncentracijos, kristalinimo buferio praskiedimo ir

t.t.

(5) Nuo rekombinantinio baltymo rai�skai naudojamo konstrukto.

Reagentu� gamintojai: Sigma, Roth, Fluka, Serva.

Da�zniausiai naudoti buferiai:

MES 2-(N-morfolino)etansulfonin
e r	ug�stis

HEPES 4-(2-hidroksetil)-1-piperazinetansulfonin
e r	ug�stis

BIS-TRIS 2,2-Bis(hidroksimetil)-2,2',2"-nitrilotrietanolis

citrinu� r	ug�stis/citratas

TRIS/HCl 2-Amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiolio hidrochloridas,

TRIS hidrochloridas, Tris(hidroksimetil)aminometano hidrochloridas,

bicinas 2-(Bis(2-hidroksietil)amino)acetato r	ug�stis

acto r	ug�stis

acetatas

tricinas N-(2-Hidroksi-1,1-bis(hidroksimetil)etil)glicinas

sukcinatas

malonatas.

Da�zniausiai naudotos druskos:

Kalcio chloridas, natrio chloridas, amonio sulfatas

Da�zniausiai naudoti nusodintojai:

PEG8000, PEG4000, PEG3350, PEG400, iPrOH, PVP (polivinilpirolidonas).

½Hampton� kristalinimo tirpalu� rinkiniai (angl. crystal screens): ½PEG6000�, ½PEG/LiCl�,

½Sodium Malonate�, ½Index�, ½PEG/Ion�, ½Cryo�, ½2 Cryo�.

Tiriami CA slopikliai. Disertacijoje analizuojami junginiai buvo susintetinti Biotermodi-

namikos ir vaistu� tyrimu� skyriuje ir pagrinde sudaro dvi grupes:

(1) Mono/di -pakeisti �uorinti benzensulfonamidai (dr. V. Dudutien
e, VD klas
e);

(2) Mono/di -pakeisti chlorinti benzensulfonamidai (dr. E. �Capkauskait
e, E klas
e);

Kiti ligandai, kuriu� kompleksu� su CA strukt	uros i�sspre�stos doktoranto, buvo gauti i�s ben-

dradarbiaujan�ciu� instituciju� (KTU, prof. V. Mickevi�cius bei Latvijos organin
es sintez
es institu-

tas, dr. Trapencieris). Junginiu� grynumas buvo > 95 %.
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2.1.3 Baltymai

Visos kristalinimo eksperimentuose naudotos �zmogaus CA izoformos, i�svardintos �zemiau,

buvo ekspresuojamos ir i�sgrynintos BTI BVTS dr. J. Matulien
es, dr. V. Jogait
es (Juozapai-

tien
e), V. Michailovien
es, dokt. J. Kazokait
es, dr. J. Jachno, D. Timm, M. Gedgaudo, A.

Kasiliauskait
es, G. Milinavi�ci	ut
es.

Lentel
e 2.1: Kristalinimui naudoti CA baltymai.

CA
Konstrukto

numeris ∗

Aminor	ug�s�ciu�

seka

Uniprot

numeris

CA I pL0060 3-261 P00915

CA II pL0059
1-260 (pilno

ilgio)
P00918

CA IV
pL0307

pL0200

19-284

19-284
P22748

CA VI
pL0136

pL0213

21-280

31-280
P23280

CA VA pL0147 34-305 P35218

CA VB
pL0173

pL0214

40-317

40-297
Q9Y2D0

CA VII pL0051
1-264 (pilno

ilgio)
P43166

CA IX pL0323 138-390 Q16790

CA XII pL0119 30-291 O43570

CA XIII pL0058
1-262 (pilno

ilgio)
Q8N1Q1

∗ BVTS sukonstruotos plazmid
es numeris.
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2.2 Metodai

2.2.1 �Zmogaus CA I, II, IV, VA, VB, VI, VII, IX, XII ir XIII izoformu�

kristalinimas

CA kristalai buvo gauti naudojant s
edin�cio la�so baltymu� kristalinimo metoda�, kai i�s la�so,

kuriame yra baltymo ir kristalinimo buferio mi�sinys (nuo 0.1 iki 5 µL), vandens molekul
es difun-

duoja i� talpykla� (nuo 0.1 iki 0.5 mL), kurioje yra tik kristalinimo buferis. Baltymo ir kristalin-

imo buferio mi�sinio la�sas susitraukia, did
eja baltymo bei buferio komponentu� koncentracija. Jei

kristalinimo buferio komponentai skatina baltymo kristalinimo vyksma�, susidaro kristalinimo

centrai ir prasideda baltymo kristalu� augimas. Kristalinimo eksperimentu� apibendrinimas yra

parodytas Lentel
eje 2.1.

Paskelbtu� �zmogaus CA-ligando kristaliniu� strukt	uru� kristalinimo sa�lygos yra sura�sytos PDB

strukt	uros apra�syme ir yra lengvai pasiekiamos naudojant PDB kodo numeri�.

Lentel
e 2.2: CA izoformos ir ju� kristalinimo apibendrinimas.

CA

Skiriamoji

geba,

(�A)

Trumpas apra�symas

I
1,3-

2,0

CA I kristalinimo sa�lygos buvo optimizuotos (dr. E. Manakova (VU

BTI)). Gerai su slopikliu besikristalizuojanti izoforma. Kristalai auga

apie savaite�.

II
1,0-

2,0

CA II kristalinimo sa�lygos jau buvo optimizuotos (E. Manakova (VU

BTI)). Labai gerai besikristalizuojanti izoforma. Auga apie savaite�.

IV
vir�s

2,5

Lengvai besikristalizuojanti CA izoforma. Buvo nustatytos skirtingos

kristalinimo sa�lygos. Skiriamosios gebos pagerinti nepavyko. Gauta

viena kristalin
e strukt	ura. Auga apie savaite�.

VA -
Nepavyko aptikti kristalinimo sa�lygu�. I�sbandyta 800 kristalinimo

buferiu�.

VB -

Nepavyko aptikti kristalinimo sa�lygu�, buvo bandyta su dviem skirtin-

gais konstruktais, sukurtais A. Kasiliauskait
es. I�sbandyta 1400 kristal-

inimo sa�lygu�.

VI
vir�s

1,6

Kristalinimo sa�lygos buvo optimizuotos. Atlikti difrakcijos eksperimen-

tai ir nustatyta, kad CA VI baltymas dimerizuojasi taip, kad aktyvieji

centrai slopikliui yra u�zblokuoti. Komplekso su slopikliu strukt	uros

nepavyko gauti. Auga apie 3-4 savaites.
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VII -
Kristalinimo sa�lygos nebuvo optimizuotos. Buvo i�sbandyta 1000

kristalinimo sa�lygu�.

IX
vir�s

3,0

Kristalinimo sa�lygos buvo optimizuotos, gauti ma�zi, taisyklingos

geometrin
es formos kristalai. Atlikti difrakcijos eksperimentai parod
e

netinkama� skiriama�ja� geba�. Kristalai atsiranda po m
enesio.

XII
1,2-

2,0

Kristalinimo sa�lygos buvo optimizuotos disertacijos autoriaus magis-

trant	uros metu. Kristalai atsiranda po 1 savait
es.

XIII
1,6-

2,0

Kristalinimo sa�lygos CA XIII jau buvo optimizuotos (E. Manakova

(VU BTI)). Auga apie 2-3 savaites.

Skiriamosios gebos vir�sutin
e riba yra 2,5 �A, kai dar i�manoma nustatyti slopiklio pad
eti� CA

aktyviajame centre. Vandens molekuliu� elektronu� �zem
elapiu� pikus, esant > 2,5 �A, nustatyti

negalima. Esant skiriamajai gebai ma�ziau nei 2 �A, vandens molekuliu� pad
etys aktyviajame

centre gali b	uti tiksliai nustatomos, ju� skai�cius did
eja ger
ejant skiriamajai gebai. �Zmogaus

CA izoformu� baltymai buvo koncentruojami ultra�ltracijos b	udu iki (15-50) mg mL−1 baltymo

koncentracijos ver�ciu�. Baltymu� tirpalu� koncentracijos buvo i�vertinamos spektrofotometri�skai

naudojant spektrofotometra� ½NanoDrop�. �Zemiau i�svardinti kristalinimui naudoti buferiai ir

CA baltymu� koncentracijos.

Naudoti kristalinimo buferiai bei baltymu� koncentracijos, kurioms esant gaunami

kristalai:

(1) CA I: Cbaltymo (15-25) mg mL
−1

1) 0,2 M natrio chloridas, 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 28 % PEG3350

2) 0,2 M natrio chloridas, 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 20 % PEG8000

3) 0,2 M amonio sulfatas, 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 24 % PEG4000

4) 0,2 M amonio sulfatas, 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 28 % PEG4000

5) 0,2 M amonio sulfatas, 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 24 % PEG3350

6) 0,2 M amonio sulfatas, 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 28 % PEG3350

7) 0,2 M amonio sulfatas, 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 20 % PEG8000

8) 0,2 M amonio acetatas, 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 24 % PEG4000

9) 0,2 M amonio acetatas, 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 28 % PEG4000

10) 0,2 M amonio acetatas, 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 24 % PEG3350

11) 0,2 M amonio acetatas, 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 28 % PEG3350

12) 0,2 M amonio acetatas, 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 20 % PEG8000

13) 0,2 M natrio acetatas (pH 8,3), 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 24 % PEG4000

14) 0,2 M natrio acetatas (pH 8,3), 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 28 % PEG4000
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15) 0,2 M natrio acetatas (pH 8,3), 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 24 % PEG3350

16) 0,2 M natrio acetatas (pH 8,3), 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 28 % PEG3350

17) 0,2 M natrio acetatas (pH 8,3), 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 20 % PEG8000

(2) CA II: Cbaltymo (15-50) mg mL
−1

1) 0,1 M natrio bicinas (pH 9,0), 0,2 M amonio sulfatas, 2 M natrio malonatas (pH 7,0);

2) 0,1 M natrio bicinas (pH 9,0), 2,0 M natrio malonatas (pH 7,0);

(3) CA IV: Cbaltymo (15-25) mg mL
−1

1) 0,2 M amonio sulfatas, 0,1 M natrio acetatas (pH 4,5), 23 % PEG3350

2) 0,2 M amonio sulfatas, 0,1 M natrio acetatas (pH 4,5), 25 % PEG3350

3) 0,2 M amonio chloridas, 0,1 M natrio Mes (pH 6,5), 15 % PEG4000

4) 0,2 M amonio sulfatas, 0,1 M natrio Mes (pH 6,5), 20 % PEG2000mme

5) 0,2 M amonio sulfatas, 0,1 M natrio Mes (pH 6,5), 20 % PEG3350

(4) CA VI: Cbaltymo (10-20) mg mL
−1

1) 0,1 M amonio citratas (pH 5,0), 20 % PEG2000mme

2) 0,1 M amonio citratas (pH 5,0), 15 % PEG3350

(5) CA IX: mhCA IX, Cbaltymo 3-6 mg mL
−1

1) (0,25-0,55) M NH4H2PO4

(6) CA XII: Cbaltymo (20-30) mg mL
−1

1) 0,1 M amonio citratas (pH 7,23), 0,2 M amonio sulfatas, 26-30 % PEG4000

(7) CA XIII: Cbaltymo (15-50) mg mL
−1

1) 0,1 M natrio citratas (pH 5,5), 0,2 M natrio acetatas (pH 4,5), 30 % PEG4000;

2) 0,1 M natrio citratas (pH 5,5), 0,1 M natrio acetatas (pH 4,5), 26 % PEG4000;

3) 0,1 M amonio citratas (pH 7,0), 0,1 M natrio acetatas (pH 4,5), 26 % PEG3350;

4) 0,1 M natrio citratas (pH 5,5), 0,2 M amonio sulfatas, 26 % PEG3350;

5) 0,1 M amonio citratas (pH 5,0), 18-20 % PEG4000;

2.2.2 Slopiklio molekul
es i�vedimas i� CA kristalus

CA II, CA IV, CA XII ir CA XIII izoformu� kristalai apie savaite� iki difrakcijos eksperi-

mento buvo mirkomi kristalinimo buferyje kartu su tiksliniu slopikliu. Kristalinimo buferis su

slopikliu buvo gaunamas sumai�sant (0,5-2,0) µL 50 mM slopiklio tirpalo su 50 µL kristalin-

imo buferio, gauto i�s kristalinimo l
ek�stel
es talpyklos. La�su� buferis, kur buvo aptinkami reikiamo

dyd�zio kristalai, buvo tiesiog pakei�ciamas buferiu su slopikliu. Tokios manipuliacijos CA-ligando

kompleksui gauti buvo atliekamos su CA II, CA IV, CA XII ir CA XIII kristalais. CA I baltymo-

ligando komplekso kristalai buvo gaunami ko-kristalinimo metu, kai kartu su baltymu buferyje

buvo slopiklio molekul
es.
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2.2.3 Difrakcijos duomenu� rinkimas

Rentgeno spinduliu� difrakcijos vaizdai nuo CA-ligandas kompleksu� kristalu� buvo renkami

asmeni�skai ir su kolegu� pagalba (dr. S. Gra�zulis, dr. E. Manakova, dr. G. Tamulaitien
e, dr. G.

Sasnauskas) naudojant:

(1) VU gyvyb
es mokslo centro BTI esanti� difraktometra� RIGAKU MM007-HF.

(2) Hamburgo sinchrotrono makromolekuliu� spinduliu� linijas P13 ir P14 (Vokietija).

(3) Lund sinchrotrono spinduliu� linijas (�Svedija).

2.2.4 Difrakcijos vaizdu� apdorojimas, faziu� problemos sprendimas

Difrakcijos rinkiniu� apdorojimas buvo atliekamas Linux OS aplinkoje, pagrinde naudojant

CCP4 [Winn et al., 2011] paketo programine� i�ranga�. Naudotu� programu� sa�ra�sas difrakcijos

rinkiniams apdoroti yra sura�sytas Lentel
eje 2.3.

Lentel
e 2.3: Difrakcijos vaizdu� apdorojimo programos.

Programa Programos taikymas

MOSFLM

[Battye

et al., 2011]

MOSFLM buvo naudojamas difrakcijos vaizdu� apdorojimui, kai nuo

2D vaizdu� yra nuskaitomi difrakcijos atspind�ziai bei ju� charakteris-

tikos. Programa sukuria MTZ tipo faila�, kuriame yra sura�syti aptikti

difrakcijos atspind�ziai.

XDS [Kab-

sch, 2010]

XDS programa skirta tam pa�ciam tikslui kaip ir Mos�m. XDS pa-

galba buvo atliekamas difrakcijos vaizdu�, gautu� Hamburgo (linijos

P13, P14) ir Lundo sinchrotronuose, apdorojimas. Taip pat XDS pro-

grama buvo naudojama difrakcijos vaizdams apdoroti nuo VU BTI

detektoriaus PILATUS3 R 200K-A. XDS sukuria HKL tipo faila�.

(http://xds.mpimf-heidelberg.mpg.de)

COMBAT
Programa, kuri generuoja MTZ faila� i�s HKL failo (i�s XDS).

(http://www.ccp4.ac.uk/html/combat.html)

SCALA

Po difrakcijos vaizdu� integravimo, kai yra gautas MTZ failas, SCALA

programa i�vertina surinktu� difrakcijos atspind�ziu� statistika�, juos su-

vidurkina.

UNIQUE

Po SCALA programos veikimo UNIQUE programa

sudaro unikaliu� atspind�ziu� sa�ra�sa� MTZ formatu.

(http://www.ccp4.ac.uk/html/unique.html)
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FREERFLAG

Po UNIQUE programos veikimo FREERFLAG pro-

grama atrenka ir pa�zymi 10% unikaliu� sa�ra�so atspind�ziu�.

(http://www.ccp4.ac.uk/html/freer�ag.html)

MTZUTILS
Programa, kuri naudojama MTZ failo duomenu� strukt	uros pertvarky-

mui. (http://www.ccp4.ac.uk/html/mtzutils.html)

TRUNCATE

Po SCALA programos panaudojimo TRUNCATE atlieka atspind�ziu�

intensyvumu� perskai�ciavima� i� strukt	uriniu� faktoriu� amplitudes.

(http://www.ccp4.ac.uk/html/truncate.html)

Po difrakcijos vaizdu� rinkimo atliekamas gautu� duomenu� kokyb
es i�vertinimas. Svarb	us

parametrai, i� kuriuos reikia atkreipti d
emesi�, yra sura�syti Lentel
eje 2.4.

Lentel
e 2.4: Surinktu� nuo difrakcijos vaizdu� atspind�ziu� kokyb
es i�vertinimas.

Parametras Parametro reik�sm
e

Skiriamoji

geba

Nurodo minimalu� atstuma� tarp atspind�zio plok�stumu�. Minimalus ats-

tumas apibr
e�zia maksimalia� skiriama�ja� geba�. �Sis parametras priklauso

nuo kristalo savybiu�.

Rmerge

Parodo sulietu� atspind�ziu� skirtuma� esant tam tikrai skiriamajai

gebai. Idealiai tie patys atspind�ziai (pagal hkl indeksavima�) skir-

tis neturi. Did
ejant skiriamajai gebai, daug
eja atspind�ziu� skai�cius,

Rmerge pradeda augti. Bendrai Rmerge parodo atspind�ziu� duomenu�

patikimuma� esant tam tikrai maksimaliai skiriamajai gebai.

I/σ

�Sis parametras koreliuoja su Rmerge. Taip pat parodo atspind�ziu�

duomenu� patikimuma� esant tam tikrai maksimaliai skiriamajai

gebai. Duomenys laikomi nepatikimais, jei I/σ ma�zesn
e u�z 2,0. Tai

rei�skia, kad nustatomi intensyvumai skiriasi nuo paklaidos tik 2 kartus.

Ma�z
ejant I/σ, auga Rmerge reik�sm
es.

Difrakcijos

duomenu�

pilnumas

Kiekvienai kristalo gardelei ir simetrijos grupei yra ribotas atspind�ziu�

skai�cius, priklausomai nuo skiriamosios gebos. Difrakcijos duomenu�

pilnumas parodo, kokia ju� dalis buvo nuskaityta nuo difrakcijos vaizdu�

( gauta difrakcijos eksperimento metu).

Surinktu� atspind�ziu� rinkinyje yra u�zkoduota informacija apie atomu� i�ssid
estyma� (t.y. ko-

ordinates) kristalo asimetriniame vienete. Jos i�sgavimui reikalingas savitas raktas � faz
es. Po
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difrakcijos vaizdu� rinkinio apdorojimo yra atliekamas faziu� problemos sprendimas, po kurio

galima analizuoti elektronu� tankiu� �zem
elapius bei i�jungti i� juos molekuliu� atomus. Vienas i�s faziu�

problemos sprendimo b	udu� yra molekulinis pakeitimas. Pradin
es faz
es yra tiesiogiai gaunamos i�s

jau i�sspre�stos strukt	uros (kristalogra�jos, branduolio magnetinio rezonanso ar bioinformatiniais

metodais), kuri yra labai artima sprend�ziamai strukt	urai. �Siuo atveju naudojamos programos

MOLREP arba AMORE (Lentel
e 2.5). Ju� veikimas paremtas tuo, kad per eile� duoto pradinio

modelio transliaciju� bei rotaciju� surandama tokia pad
etis, kuri geriausiai atitinka difrakcijos

duomenis.

Programos SFALL ir SIGMAA yra naudojamos .mtz formato failo gavimui, kuriame yra faziu�

ir elektronu� tankio �zem
elapiu� koe�cientai, reikalingi elektronu� tankiams vizualizuoti. Turint

sufazuota� modeli� ir elektronu� �zem
elapius, pradedamas kristalin
es strukt	uros modeliavimas, nau-

dojant COOT programa�. Yra analizuojami sekantys elektronu� tankiu� �zem
elapiu� tipai:

(1) tiesioginis elektronu� �zem
elapis;

(2) skirtuminis elektronu� �zem
elapis.

Lentel
e 2.5: Strukt	uros modeliavimui naudojamos programos.

Pavadinimas Programos taikymas

MOLREP

Naudojama molekuliniam pakeitimui, t.y. pradin
es faz
es ap-

skai�ciuojamos ir pateikiamos i�s i�sspre�stos ir strukt	uri�skai identi�skos

arba labai pana�sios strukt	uros.

AMORE MOLREP programos analogas.

COOT [Em-

sley et al.,

2010]

Naudojant COOT programa� rankiniu b	udu vykdomas strukt	uros mod-

eliavimas: neu�zpildyti elektroninio tankio �zem
elapiu� pikai analizuojami

ir u�zpildomi vandens ar kitomis molekul
emis/atomais.

REFMAC

[Murshudov

et al., 1997,

Vagin et al.,

2004]

Programa atlieka atominio modelio atomu� pad
eties patikslinima�

pagal eksperimentinius duomenis bei geometrijos apribojimus. Po

REFMAC strukt	uros patikslinimo v
el gri��ztama prie COOT pro-

gramos, analizuojami poky�ciai po faziu� pagerinimo. Ciklas kar-

tojamas, kol visi reik�smingi elektroninio tankio pikai (i�sskyrus

aktyvu�ji� centra�) yra u�zpildyti ir belieka sumodeliuoti slopiklio

pad
etis pagal esama� neu�zpildyta� elektronu� tanki� aktyviajame centre.

http://www.ccp4.ac.uk/html/refmac5.html

SFALL

Apskai�ciuoja strukt	urinius faktorius ir fazes naudojant modelio ir

difrakcijos eksperimento metu gautu� strukt	uriniu� faktoriu� (Fobs.mtz)

informacija�. http://www.ccp4.ac.uk/dist/html/sfall.html
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SIGMAA

Atlieka Furj
e-koe�cientu� gerinima� naudojant apskai�ciuotas fazes,

gautas i�s SFALL. Bendrai �si programa yra reikalinga elektronu�

�zem
elapiams generuoti, t.y. apskai�ciuoti elektronu� �zem
elapiu� koe�-

cientus. http://www.ccp4.ac.uk/html/sigmaa.html

AVOGADRO

[Hanwell

et al., 2012]

Programa naudojama slopiklio molekul
es 3D modeliui sukurti. Gautas

modelis i�jungiamas i� skirtumini� elektronu� �zem
elapi� aktyviajame centre,

i�s modelio taip pat apskai�ciuojami slopiklio geometrijos apribojimai.

LIBCHECK

Programa i�s slopiklio atominio modelio (PDB) failo generuoja

i�seities faila�, kuriame yra sura�sytos slopiklio molekul
es geometrin
es

ir chemin
es savyb
es, reikalingos REFMAC programos veikimui.

Tiesioginis elektronu� tankio �zem
elapis gaunamas naudojant difrakcijos duomenu� F strukt	urinius

faktorius ir pradines fazes (gautas i�s pradinio atominio modelio). Skirtuminis elektronu� �zem
elapis

apskai�ciuojamas naudojant Feksperimentas -Fmodelis taisykle� ir modelio fazes. Jis parodo elektronu�

tankio skirtumus, apskai�ciuotus i�s strukt	uros ir surinktu� duomenu�. Elektronu� tankio �zem
elapiai

yra labiau priklausomi nuo faziu� nei nuo amplitud�ziu�. �Zem
elapiu� kokyb
e priklauso ir nuo

skiriamosios gebos vert
es: ma�z
ejant skiriamajai gebai, dingsta informacija apie individualiu�

atomu� tikslu� i�ssid
estyma�, did
eja paklaidos, elektronu� �zem
elapiai tampa sunkiau interpretuojami.

Baltymo grandiniu� ir aminor	ug�s�ciu� �soniniu� grandiniu� alternatyvios pad
etys, dalis vandens/jonu�

ir kitu� molekuliu� negali b	uti i�vertinti, nes informacija atsiduria �zemiau difrakcijos triuk�smo lygio.

Po modeliavimo, naudojant COOT, pakeistas atominis modelis perduodamas patikslinimo

programai REFMAC. Po patikslinimo gri��ztama prie �zem
elapiu� analiz
es, nes po atominio mode-

lio patikslinimo kei�ciasi faz
es, o tai rei�skia, kad kei�ciasi ir elektronu� �zem
elapiai. COOT � REF-

MAC ciklas kartojamas kol skirtuminio �zem
elapio pikai jau neturi prasm
es (tiesiog triuk�smas).

Strukt	uros patikimumo parametrai yra sura�syti Lentel
eje 2.4.

2.2.5 BSA ir ASA pavir�siu� plotu� apskai�ciavimas

BSA (angl. Buried Surface Area, nuo tirpiklio pasl
eptas molekulinis pavir�siaus plotas) ir

ASA (angl. Accessible Surface Area, tirpikliui prieinamas molekulinis pavir�siaus plotas) ligandu�

pavir�siai kompleksuose su CA izoformomis buvo i�vertinti naudojant Voronota programa� (v.

1.10.1544) [Olechnovi�c and Venclovas, 2014]. Buvo pasirinkti �sie parametrai: 1) numatytas

ried
ejimo zondo spindulys (1,4 �A); 2) atomu� VdV spinduliai: Cl atomui � 1,75 �A, C � 1,7 �A, F

� 1,47 �A, N � 1,55 �A, O � 1,52 �A, S � 1,80 �A, Zn � 1,39 �A ir H � 1,09 �A.
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3 Eksperimentu� rezultatai ir ju� aptarimas

3.0.1 Doktorant	uros metu i�sspre�stos CA-ligando komplekso kristalin
es strukt	uros

Mano doktorant	uros pagrindinis tikslas buvo nustatyti keliasde�simt baltymo ir baltymo-

ligando komplekso strukt	uru� naudojant Rentgeno spinduliu� kristalogra�jos metoda�. I�s kristaliniu�

komplekso strukt	uru� galima spre�sti kaip strukt	uri�skai i�ssid
esto m	usu� laboratorijoje susintetinti

cheminiai junginiai i�vairiu� karboanhidraziu� izoformu� aktyviuosiuose centruose. Man pavyko

gerokai vir�syti pradinius l	ukes�cius ir darbo metu i�sspre�sti daugiau nei 61 auk�stos kokyb
es

strukt	ura� bei sud
eti duomenis i� baltymu� duomenu� baze� PDB. �Sios kristalin
es strukt	uros su-

dar
e laboratorijoje i�sspre�stu� strukt	uru� pagrindine� grupe� ir pad
ejo racionaliau kurti cheminius

junginius, kurie b	utu� dar labiau efektyv	us ir atrank	us.

Doktorant	uros eigoje i�s viso buvo surinkti 181 Rentgeno spinduliu� difrakcijos duomenu� rink-

iniai, kuriu� did�zioji dalis gauta tiriant CA kompleksus su slopikliais (i�ssamiai duomenys yra

pateikti Lentel
eje 3.1). I�s ju� 61 kristalin
es strukt	uros buvo sud
etos i� PDB duomenu� baze�:

5LLH, 5LLC, 5LLE, 5LLG, 5LLN, 5LLP, 5LLO, 5MSA, 5MSB, 5IPZ, 5LL4, 5LL5, 5LL9, 5LLA,

5E2N, 5DOG, 5DOH, 5DRS, 5E2M, 5EHE, 4QIY, 4QIZ, 4QJ0, 4QJM, 4QJO, 4QJP, 4QJW,

4QJX, 4QTL, 4WR7, 4WUP, 4WUQ, 4WW6, 4WW8, 4QSA, 4QSB, 4QSI, 4QSJ, 4PYX, 4PYY,

4Q0L, 4PZH, 4Q06, 4Q08, 4Q09, 4Q07, 4Q6D, 4Q6E, 4KNJ, 4KNN, 4KP5, 4KNI, 4KNM, 4KP8,

4HT2, 4HU1, 4HT0, 5OGJ, 5OGO, 5OHH, 4LHI. 62 kristalin
es strukt	uros buvo tu�s�cios, t.y. ju�

aktyviuosiuose centruose nebuvo aptinkamas elektronu� tankis, kuris gal
etu� b	uti vienareik�smi�skai

priskirtas ligandui.

Lentel
e 3.1: Doktorant	uros metu surinktu� difrakcijos rinkiniu� ap�zvalga.

Bendra apdorotu� difrakci-

jos vaizdu� informacija
Pastabos

i�s viso buvo apdoroti 169

difrakcijos rinkiniai

Toks yra bendras surinktu� difrakcijos rinkiniu� skai�cius,

kuri� pavyko s
ekmingai apdoroti, t.y. gauti elektronu�

tankiu� �zem
elapius.

61 kristalin
e strukt	ura

buvo patalpinta i� PDB

duomenu� baze�

Tai yra kristalin
es strukt	uros, kurios turi PDB numeri� ir

yra laisvai prieinamos.

62 kristalin
es strukt	uros

buvo be slopiklio

Tai yra kristalin
es strukt	uros, kuriu� aktyviuosiuose cen-

truose neaptinkama elektronu� tankio, kuris gal
etu� b	uti

priskirtas ligandui.
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28 atvejais aktyviojo

centro elektronu� tankiai

buvo neai�sk	us

Aktyviajame centre randami elektronu� tankiai, kuriu�

kokyb
e neleid�zia vienareik�smi�skai interpretuoti duomenu�

ir sukurti patikimo modelio.

18 kristaliniu� strukt	uru�

be slopiklio
Kristalin
es strukt	uros be slopiklio kristalinimo buferyje.

vir�s 6 kristaliniu�

strukt	uru� buvo

sumodeliuota

Nepublikuotos kompleksu� kristalin
es strukt	uros.

Ligandu� chemin
es strukt	uros ir ju� kompleksu� su CA izoformomis PDB numeriai yra pateikti

Lentel
eje 3.2.

Lentel
e 3.2: Ligandu� chemin
es strukt	uros ir ju� kristaliniu� strukt	uru� kompleksu� su CA izofor-

momis PDB numeriai. I�s viso 61 kompleksas.

Ligandas Ligando strukt	ura Kristalin
es strukt	uros

VD12-25-2
4QIY, 4QIZ, 4QJ0 (CA II, CA

XII, CA XIII)

VD11-28
4QJM, 4QJO, 4QJP (CA II,

CA XII, CA XIII)

VD10-39b

4QJW, 4QJX, 4QTL, 5EHE,

5OGO (CA II, CA XII, CA

XIII, chCA I)

VD12-09

4PYX, 4Q06, 4Q08, 5OGJ (CA

II, chCA IX, chCA XII, CA

XIII)
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VD11-4-2

5E2M, 4PYY, 4Q0L, 4Q09,

4Q07, 5E2N (CA I, CA II, CA

XII, chCA IX, chCA XII, CA

XIII)

VD10-35
4PZH, 4HU1, 5MSB (CA II,

CA XIII, CA XII)

E11-8
4KNJ, 4KP5, 4KNN (CA II,

CA XII, CA XIII)

E11-10 4KNI, 4KNM (CA II, CA XIII)

E11-18 4QSA, 4QSJ (CA II, CA XIII)

E11-19 4QSB (CA II)

E11-9 4KP8 (CA XII)

E52 4QSI (CA II)
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E35 5IPZ (CA IV)

E79 5LL4, 5LL5 (CA II, CA XII)

E11-36 5LL9, 5LLA (CA XII, CA XIII)

VD12-05

4WR7, 4WW6, 4WW8, 5LLN

(CA I, CA II, CA XII, CA

XIII)

MK3 4Q6D (CA II)

KR50-12 4Q6E (CA II)

OL-19 4LHI (CA II)

VD12-63 4WUQ (CA I)
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VD12-15 5DOH, 5OHH (CA II, CA XIII)

VD10-50 4HT0, 4HT2, (CA II, CA XII)

VD12-34 5DRS, 5LLO (CA II, CA XII)

VD10-49 5LLH (CA II)

VD11-26 5LLC (CA II)

VD11-53-2 5DOG (CA II)

VD11-31 4WUP (CA I)

VD10-51 5LLE (CA II)
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VD12-10 5LLG (CA II)

VD12-23 5LLP (CA XII)

Did�zioji dalis kokybi�sku� strukt	uru� buvo publikuota 10 straipsniu�, kuriuose doktorantas

yra bendraautoriu� eil
eje. Publikaciju� sa�ra�sas bei su jomis susijusios strukt	uros yra sura�sytos

Lentel
eje 3.3. Svarbiausia doktoranto publikacija yra [Smirnov et al., 2018], kurioje buvo

ap�zvelgta did�zioji dalis doktorant	uros metu spre�stu� kristaliniu� strukt	uru�. �Sioje publikacijoje

buvo bandoma nustatyti koreliacijas tarp baltymo-ligando komplekso strukt	uros ir tikriniu�, t.y.

nepriklausomu� nuo buferio ir pH ver�ciu�, jungimosi termodinaminiu� parametru�.

Disertacijoje analizuojami junginiai buvo susintetinti Biotermodinamikos ir vaistu� tyrimu� skyri-

uje ir pagrinde sudaro dvi grupes:

(1) mono/di -pakeisti �uorinti benzensulfonamidai (dr. V. Dudutien
e, VD klas
e);

(2) mono/di -pakeisti chlorinti benzensulfonamidai (dr. E. �Capkauskait
e, E klas
e);

Lentel
e 3.3: PDB strukt	uros ir su jomis susije� straipsniai.

PDB numeriai Apra�symas

5LLH, 5LLC, 5LLE,

5LLG, 5LLN, 5LLP,

5LLO, 5MSA, 5MSB

[Smirnov et al., 2018]

�Siame straipsnyje buvo ap�zvelgta did�zioji dalis doktoranto

spre�stu� kristaliniu� strukt	uru�. Buvo ie�skoma koreliaciju� tarp

ligandu� jungimosi prie CA izoformu� aktyviu�ju� centru� ir

tikriniu� jungimosi termodinaminiu� parametru�. Pateiktos

devynios naujos kristalin
es strukt	uros.

5IPZ CA IV [Mick-

evi�ci	ut
e et al., 2017]

Viena mano i�sspre�sta strukt	ura. Straipsnyje ap�zvelgiami

slopikliu� tikriniai termodinaminiai jungimosi parametrai prie

CA IV izoformos.

5LL4, 5LL5, 5LL9, 5LLA

[�Capkauskait
e et al.,

2017]

Publikuoti dr. E. �Capkauskait
es susintetintu� (E klas
es)

junginiu� tikriniai jungimosi prie 12 CA izoformu� parametrai.

Keturios mano i�sspre�stos kristalin
es strukt	uros.
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5E2N, 5DOG, 5DOH,

5DRS, 5E2M, 5EHE

[Zubrien
e et al., 2017]

Meta-, orto-pakeistu� �uorintu� benzensulfonamidu� tikriniai

jungimosi termodinaminiai parametrai. �Se�sios mano

i�sspre�stos kristalin
es strukt	uros.

4QIY, 4QIZ, 4QJ0,

4QJM, 4QJO, 4QJP,

4QJW, 4QJX, 4QTL

[Dudutien
e et al., 2015]

Pirma� karta� buvo publikuoti dr. V. Dudutien
es susintetinti

para-, orto-, meta-pakeisti �uorinti benzensulfonamidai (VD

junginiu� klas
e). Yra pateikti stebimieji jungimosi parametrai.

Pateiktos devynios mano i�sspre�stos kristalin
es strukt	uros.

4WR7, 4WUP, 4WUQ,

4WW6, 4WW8 [Zubrien
e

et al., 2015]

Para-pakeistu� �uorintu� benzensulfonamidu� tikriniai jungi-

mosi termodinaminiai parametrai. Penkios mano i�sspre�stos

kristalin
es strukt	uros.

4QSA, 4QSB, 4QSI,

4QSJ [Ki�sonait
e et al.,

2014]

Publikuoti dr. E. �Capkauskait
es susintetintu� (E klas
es)

junginiu� tikriniai jungimosi termodinaminiai parametrai.

Keturios mano i�sspre�stos kristalin
es strukt	uros.

4PYX, 4PYY, 4Q0L,

4PZH, 4Q06, 4Q08,

4Q09, 4Q07 [Dudutien
e

et al., 2014]

Pirma� karta� buvo publikuoti atrank	us CA IX izoformai

slopikliai. A�stuoniu� mano i�sspre�stu� kristaliniu� strukt	uru�,

kuriu� tarpe yra CA II izoformos mutantiniai baltymai, pub-

likavimas.

4Q6D, 4Q6E [Rutkauskas

et al., 2014]

Para-pakeisti benzensulfonamidai (susintetinti KTU, dr.

K. Rutkauskas). Pateiktos dvi mano i�sspre�stos kristalin
es

strukt	uros.

4KNJ, 4KNN, 4KP5,

4KNI, 4KNM, 4KP8

[�Capkauskait
e et al.,

2013]

E klas
es junginiu� publikavimas (dr. E. �Capkauskait
e).

Ap�zvelgtas junginiu� atrankumas �se�sioms CA izoformoms.

�Se�sios mano i�sspre�stos kristalin
es strukt	uros.

4HT2, 4HU1, 4HT0

[Dudutien
e et al., 2013]

Pirma� karta� buvo publikuoti dr. V. Dudutien
es susintet-

inti para-pakeisti �uorinti benzensulfonamidai. Yra pateikti

stebimieji (i�smatuoti) jungimosi parametrai. Trys mano

i�sspre�stos kristalin
es strukt	uros.

4LHI, 5OGJ, 5OGO,

5OHH
Strukt	uros be publikacijos.

3.1 Baltymo-ligando kompleksu� kristaliniu� strukt	uru� ir tikriniu� jungi-

mosi parametru� koreliacija

Straipsniuose [�Capkauskait
e et al., 2013, Dudutien
e et al., 2013, 2014, 2015, Rutkauskas

et al., 2014], kuriuose a�s esu bendraautoriu� eil
eje, kristalogra�n
eje dalyje i�s esm
es buvo i�rodyta,
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kad naujai susintetinti sulfonamido pagrindu junginiai jungiasi b	utent prie CA aktyviojo centro

Zn(II) jono, o ne prie kitos baltymo dalies. �Siuose straipsniuose da�zniausiai buvo pirma� karta�

pavie�sinti naujai susintetinti junginiai kaip CA slopikliai. Straipsniuose buvo

analizuojami stebimieji jungimosi parametrai. Kaip buvo min
eta, sulfonamidinio ligando jungi-

masis priklauso nuo buferio, jo pH ver�ciu� ir sulfonamidin
es grup
es pKa. Kituose straipsniuose

buvo i�vertinti junginiu� tikriniai jungimosi parametrai, kai yra i�vertinamas buferio ir jo pH ind
elis

i� jungimosi parametru� vertes [Ki�sonait
e et al., 2014, Zubrien
e et al., 2015, 2017].

Mano spre�stu� CA-ligando kompleksu� kristaliniu� strukt	uru� bendro skai�ciaus augimas leido

atlikti i�ssamesne� visu� jo spre�stu� strukt	uru� analize� lyginant su tikriniais jungimosi parametrais.

Lentel
eje 3.4 yra i�svardinti kristaliniu� strukt	uru� PDB numeriai ir tikriniai baltymo-ligando

jungimosi termodinaminiai parametrai, kurie buvo i�traukti i� doktoranto straipsni� [Smirnov et al.,

2018]. Did�zioji dalis kristaliniu� strukt	uru� ir tikriniu� termodinaminiu� parametru� yra paimta i�s

ank�s�ciau publikuotu� straipsniu�. Bus naudojamas dvigubas junginiu� numeravimas, t.y. raid�ziu�

ir skai�ciu� derinys � BVTS naudojamas junginio numeris (pavyzd�ziui, VD10-35) ir junginio

numeris i�s straipsnio [Smirnov et al., 2018].

Lentel
e 3.4: CA-ligandas kompleksu� kristalin
es strukt	uros ir tikriniai jungimosi termodi-

naminiai parametrai.

CA ir slopik-

lis

PDB

ID

Kd,

(nM,

FTSA)

∆Gtik; ∆H tik;

-T∆S tik, (kJ

mol−1)

Publikacija (pagal

strukt	uras)

CA II - 1

(VD12-10)
5LLG 0,0074 -66,1 -69,0 2,9 [Smirnov et al., 2018]

CA XII - 1

(VD12-10)
4WW8 0,067 -60,4 -56,4 -4,0 [Zubrien
e et al., 2015]

CA II - 2

(VD10-51)
5LLE 0,060 -60,7 -25,1 -35,6 [Smirnov et al., 2018]

CA I - 3

(VD12-05)
4WR7 0,0021 -69,4 -74,4 5,0 [Zubrien
e et al., 2015]

CA II - 3

(VD12-05)
4WW6 0,062 -60,6 -46,4 -14,2 [Zubrien
e et al., 2015]

CA XII - 3

(VD12-05)
5MSA* 1,14 -53,1 -31,7 -21,4 n/d

CA XIII - 3

(VD12-05)
5LLN* 0,099 -59,4 -54,3 -5,1 n/d

CA II - 4

(VD10-49)
5LLH 0,067 -60,4 -37,7 -22,8 [Smirnov et al., 2018]
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CA I - 5

(VD12-63)
4WUQ 0,0015 -70,3 -59,7 -10,6 [Zubrien
e et al., 2015]

CA II - 6

(E65)
3SBH 0,080 -59,9 -48,4 -11,5

[�Capkauskait
e et al.,

2012]

CA II - 7

(E90)
3SBI 0,025 -63 -62 -1,0

[�Capkauskait
e et al.,

2012]

CA II - 8

(E11-10)
4KNI 0,085 -59,8 -41,1 -18,7

[�Capkauskait
e et al.,

2013]

CA XIII - 8

(E11-10)
4KNM 0,18 -57,9 -51,6 -6,3

[�Capkauskait
e et al.,

2013]

CA II - 9

(E11-8)
4KNJ 0,11 -59,0 -47,6 -11,4

[�Capkauskait
e et al.,

2013]

CA XII - 9

(E11-8)
4KP5* 3,0 -50,6 -32 -18,6

[�Capkauskait
e et al.,

2013]

CA XIII - 9

(E11-8)
4KNN 0,31 -56,5 -54,8 -1,7

[�Capkauskait
e et al.,

2013]

CA II - 10

(VD10-35)
4PZH 2,7 -50,9 -46,7 -4,2 [Dudutien
e et al., 2014]

CA XII - 10

(VD10-35)
5MSB 35 -44,3 -24,6 -19,7 [Smirnov et al., 2018]

CA XIII - 10

(VD10-35)
4HU1 8,9 -47,8 -50,4 2,7 [Dudutien
e et al., 2013]

CA I - 11

(VD11-4-2)
5E2M* 60 -42,9 0,8 -43,7 [Zubrien
e et al., 2017]

CA II - 11

(VD11-4-2)
4PYY* 2,4 -51,2 -9,5 -41,7 [Dudutien
e et al., 2014]

chimeric

CA IX - 11

(VD11-4-2)

4Q07* n/d n/d n/d n/d [Dudutien
e et al., 2014]

CA XII - 11

(VD11-4-2)
4Q0L 0,11 -59,0 -40,8 -18,2 [Dudutien
e et al., 2014]

CA XIII - 11

(VD11-4-2)
5E2N 0,29 -56,6 -11,4 -45,2 [Zubrien
e et al., 2017]

CA II - 12

(VD12-34)
5DRS 1,1 -53,2 -36,4 -16,8 [Zubrien
e et al., 2017]

CA XII - 12

(VD12-34)
5LLO 0,4 -55,8 -47,0 -8,8 [Smirnov et al., 2018]
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CA II - 13

(VD11-26)
5LLC 0,3 -56,5 -49,4 -7,1 [Smirnov et al., 2018]

CA II - 14

(VD11-28)
4QJM 0,34 -56,2 -23,1 -33,1 [Dudutien
e et al., 2015]

CA XII - 14

(VD11-28)
4QJO* n/d n/d n/d n/d [Dudutien
e et al., 2015]

CA XIII - 14

(VD11-28)
4QJP* 0,13 -56,9 -17,7 -39,1 [Dudutien
e et al., 2015]

CA II - 15

(VD10-39b)

4QTL*,

5EHE*
4,5 -49,5 -22,1 -27,4

[Dudutien
e et al., 2015,

Zubrien
e et al., 2017]

CA XII - 15

(VD10-39b)
4QJW 1,2 -53,0 -36,1 -16,9 [Dudutien
e et al., 2015]

CA XIII - 15

(VD10-39b)
4QJX* 1,6 -52,2 -34,2 -18,0 [Dudutien
e et al., 2015]

CA XII - 16

(VD12-23)
5LLP 0,58 -54,8 -29,8 -25,0 [Smirnov et al., 2018]

n/d - n
era duomenu�.

Analizuojamu� junginiu� chemin
es strukt	uros yra pavaizduotos Pav. 3.1.
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Pav. 3.1: Junginiai ir ju� kompleksu� su CA izoformomis PDB numeriai.

3.1.1 Jungimosi palyginimas naudojant u�zklotas molekulines poras

Kaip buvo min
eta, ligando jungimosi prie taikinio procesas bei jo termodinamika priklauso

nuo daugelio veiksniu�, tod
el buvo pasirinkta junginiu� poros palyginimo strategija toje pa�cioje

CA izoformoje. Junginiu� pora (toliau molekulin
e pora) yra apibr
e�ziama kaip du strukt	uri�skai

pana�s	us sulfonamidiniai junginiai, kurie tarpusavyje skiriasi pakaitais orto-, meta- arba para-

pad
etyse benzensulfonamido at�zvilgiu. Buvo ie�skoma molekuliniu� poru�, kur slopikliu� krista-

logra�niai modeliai turi pana�su� ligandu� i�ssid
estyma� tos pa�cios izoformos aktyviajame centre.
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Kompleksu� kristaliniu� strukt	uru� r	u�siavimas pagal molekulines poras leid�zia suvienodinti kai

kuriu� jungimosi proceso veiksniu� ind
elius:

(1) Jei molekulin
es poros junginiai pana�siai ri�sasi prie tos pa�cios CA izoformos, tai galima

daryti prielaida�, kad molekulin
es sa�veikos komplekse tarp ligando ir baltymo bus tos pa�cios.

(2) Nagrin
ejamos molekulin
es poros junginiai yra komplekse su ta pa�cia CA izoforma, tokiu

b	udu bandoma i�svengti ind
elio, atsirandan�cio d
el skirtumu� tarp CA izoformu�. Nedideli

molekulinio pavir�siaus skirtumai tarp CA izoformu� aktyviu�ju� centru� gali b	uti reik�smingi

(pavyzd�ziai):

(a) Para ar para-,meta-pakeisto �uorinto benzensulfonamido �ziedas aptinkamas CA II

ir CA XII aktyviuosiuose centruose dviejose pozicijose (Pav. 3.2B), tuo tarpu CA

XIII izoformoje sutinkama tik viena �uorinto �ziedo pad
etis (Pav. 3.2C). Manoma,

kad �siuo atveju vienos aminor	ug�sties pakeitimas, t.y. treonino (Thr (CA II, CA XII))

i� valina� (Val), lemia tik viena� �uorinto benzensulfonamido sa�veikos b	uda� su CA XIII

aktyviuoju centru.

(b) Kristaliniu� vandens molekuliu� i�ssid
estymas CA aktyviuosiuose centruose skiriasi tarp

izoformu�, nes vandens molekul
es sa�veikauja su skirtingu molekuliniu pavir�siumi.

Pav. 3.2: Vienos aminor	ug�sties pakeitimo i�taka �uorinto benzeno pozicijai aktyviuosiuose CA

II, CA XII ir CA XIII centruose. Parodytos CA II, CA XII ir CA XIII izoformu� kristalin
es

strukt	uros komplekse su ligandu 14 (VD11-28). Aktyvieji centrai yra pavaizduoti vienoje ori-

entacijoje. Fluorintas benzensulfonamidas gali b	uti randamas CA II ir CA XII aktyviuosiuose

centruose ½tarp� pad
etyje, t.y. tarp leucino (Leu198 (CA II) ir Leu197 (CA XII)) ir treonino

(Thr200 (CA II) ir Thr199 (CA XII)) liekanu� (�zi	ur
eti A, B (permatomas ligandas)). Toks �u-

orinto benzeno �ziedo i�ssid
estymas nebuvo aptiktas CA XIII kompleksu� kristalin
ese strukt	urose,

kur �uorinto benzensulfonamido �uorai yra i�ssid
este� tiktai lygiagre�ciai sulfonamidiniam S-N

ry�siui (C). Manoma, kad treonino (Thr200 (CA II) ir Thr199 (CA XII)) pakeitimas i� leucina�

(CA XIII) neleid�zia �uorintam �ziedui u�zimti ½tarp� pozicijos. Kaip min
eta, CA II ir CA XII

kristalin
ese strukt	urose sutinkamos abi �uorinto �ziedo pozicijos.

57



Galimu� molekuliniu� poru� deriniu� skai�cius yra akivaizd�ziai apribotas turimu� baltymo-ligando

kristaliniu� strukt	uru� aibe. Per�zi	ur
ejus visas doktoranto spre�stas strukt	uras ir perrenkant ju� de-

rinius, buvo nustatytos 9 molekulin
es poros, kuriose ligandu� benzeno �ziedo pozicijos tose pa�ciose

CA izoformose sutampa, o skirtumai yra tiktai benzensulfonamido pakaitu� pozicijose (Pav. 3.4,

vienodai besijungian�ciu� junginiu� poros bus i�ssamiau i�snagrin
etos sekan�cioje dalyje). Pasteb
eta,

kad daugeli� poru� fakti�skai galima sur	u�siuoti pagal junginiu� hidrofobi�skumo poky�cius poroje.

Buvo palygintos �siu� poru� BSA (angl. Buried Surface Area, nuo tirpiklio pasl
eptas molekulinio

pavir�siaus plotas) ir ASA (angl. Accessible Surface Area, tirpikliui prieinamas molekulinio

pavir�siaus plotas) vert
es tarp ligando ir baltymo kompleksuose su tikriniais jungimosi termodi-

naminiais parametrais. Molekuliniu� pavir�siu� skaitiniams i�ver�ciams apskai�ciuoti buvo pritaikytos

3 programos � Voronota [Olechnovi�c and Venclovas, 2014], V3 [Voss and Gerstein, 2010] ir PISA

[Krissinel and Henrick, 2007]. Ap�zvelgus �siu� programu� galimybes buvo nuspre�sta naudoti tiktai

Voronota, nes:

(a) PISA skai�ciuoja BSA ir ASA kontaktus bendrai visam ligandui.

(b) V3 galima pritaikyti atskiro slopiklio ir aktyviojo centro t	urio bei molekuliniu� pavir�siu�

apskai�ciavimams, bet tik visam ligandui.

(c) Voronota labai patogi molekuliniam BSA ir ASA pavir�siu� i�vertinimui, nes leid�zia ap-

skai�ciuoti pavir�sius pasirinktiems atomams, molekuliu� grup
ems.

Kiekvienoje molekulin
eje poroje, naudojant Voronota programa�, buvo apskai�ciuojami lig-

ando fragmentu� molekuliniu� pavir�siu� plotai, t.y. sulfonamidin
es grup
es, pirmo �ziedo, orto, meta,

para-pakaitu�. Tai leido i�vertinti skirtingu� funkciniu� grupiu�, kuriu� chemin
e strukt	ura skiriasi

molekulin
eje poroje, BSA ir ASA pavir�siu� plotus. Ap�zvelgiamose molekulin
ese porose

nebuvo rasta atskiru� koreliaciju� tarp tikriniu� jungimosi termodinaminiu� parametru� ir molekulinio

pavir�siaus BSA arba ASA (�A) ploto ver�ciu� poky�ciu�. Buvo pasteb
eta tendencija, kad did
ejant

hidrofobiniam pavir�siui (BSA + ASA), entalpijos ind
elis tampa ma�ziau naudingas, tuo tarpu

entropinis narys (-T∆S, labiau palankus jungimosi procesui) kompensuoja jungimosi entalpijos

nario praradimus. Papildomas molekulinis pavir�sius fakti�skai nekei�cia jungimosi prie CA I, CA

II, CA XIII izoformu� aktyviu�ju� centru� stiprumo (Pav. 3.3, �zi	ur
eti ∆G arba Lentel
eje 3.5 �

∆∆G). Susidurta su jungimosi termodinamikoje gerai �zinomu rei�skiniu � jungimosi entalpijos-

entropijos kompensavimo efektu, kai pavyzd�ziui, jungimuisi naudingo entalpinio ind
elio poky�cio

(∆∆H < 0) u�ztenka tik entropinio nario nenaudingo poky�cio (∆∆S < 0) kompensavimui.

Sekan�ciame skyriuje bus i�ssamiau ap�zvelgtos visos 9 molekulin
es poros.
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3.1.2 Hidrofobiniu� grupiu� i�taka ligando jungimosi termodinamikai: strukt	uri�skai

pana�siai besijungiantys ligandai

Kaip buvo min
eta, molekulin
eje poroje po papildomo hidrofobinio pavir�siaus prid
ejimo en-

talpijos ind
elio pokytis tampa nenaudingu jungimuisi, tuo tarpu entropinio nario pokytis visi�skai

ar i�s dalies kompensuoja nenaudinga� entalpijos ind
elio pokyti�. Tiksliai prognozuoti, kaip pasikeis

skaitin
es termodinaminiu� parametru� vert
es junginiu� poroje po hidrofobinio pavir�siaus prid
ejimo,

priklausomai nuo jo dyd�zio, negalima. Kaip pavyzdi� galima ap�zvelgti dvi poras, kai nedidelis

molekulinio pavir�siaus prieaugis poroje CA I: 3 (VD12-05) su 5 (VD12-63) (pora S3) sukelia

pana�sius entalpijos ir entropijos ind
elio ver�ciu� svyravimus kaip ir junginiu� poroje CA II: 10

(VD10-35) su 12 (VD12-34) (pora S7), kurioje molekulinio pavir�siaus prieaugis yra 11 kartu�

didesnis (Lentel
e 3.5, min
eti atvejai pa�zym
eti raudonai).

�Siame skyriuje bus naudojamas dvigubas junginiu� numeravimas, t.y. raid�ziu� ir skai�ciu� derinys

� darbinis junginio pavadinimas (pavyzd�ziui, VD10-35) ir tik skai�ciai � junginio numeris i�s

straipsnio [Smirnov et al., 2018].

Lentel
e 3.5: Molekuliniu� poru� termodinaminiu� parametru� ir molekuliniu� pavir�siu� poky�ciai

(ASA, BSA). ASA ir BSA pavir�siu� vert
es buvo apskai�ciuotos �zalia ir ro�zine spalva

pa�zym
etoms molekulin
es poros funkcin
ems grup
ems (Pav. 3.4).

Ligandu� molekulin
es

poros

Numeracija

i�s straip-

snio

∆ASA,

�A

∆BSA,

�A

∆∆G,

(kJ

mol−1)

∆∆H,

(kJ

mol−1)

∆(-

T∆S ),

(kJ

mol−1)

CA XIII: VD10-35 su

VD11-4-2 (S1 pora)
10 su 11 15,5 154,1 -8,8 39 -47,9

CA II: VD12-05 su

VD10-51 (S2 pora)
3 su 2 59,9 50,3 -0,1 21,3 -21,4

CA I: VD12-05 su

VD12-63 (S3 pora)
3 su 5 25,5 -9,5 -0,9 14,7 -15,6

CA II: E90 su E65

(S4 pora)
7 su 6 73,4 22,3 3,1 13,6 -10,5

CA II: VD11-26 su

VD11-28 (S5 pora)
13 su 14 40,4 79,4 0,3 26,3 -26,0

CA XIII: E11-8 su

E11-10 (S6 pora)
9 su 8 36,5 42,1 -1,4 3,2 -4,6

CA II: VD10-35 su

VD12-34 (S7 pora)
10 su 12 39,0 144,4 -2,3 10,3 -12,6
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CA II: VD12-05 su

VD10-49 (S8 pora)
3 su 4 39,6 40,6 0,2 8,7 -8,6

CA II: E11-8 su E11-

10 (S9 pora)
9 su 8 12 40,3 -0,8 6,5 -7,3

Lentel
eje 3.5 yra sura�syti junginiu� poros funkciniu� grupiu� jungimosi BSA ir ASA pavir�siu�

plotu� skirtumai (apskai�ciuoti VORONOTA programa). I�s lentel
eje pateiktu� duomenu� matyti,

kad pasirei�skia jungimosi proceso entalpijos-entropijos (H/S) kompensavimo efektas, t.y. ∆∆G

vert
es daugeliu atveju� yra nedidel
es ir patenka i� matavimu� paklaidos ribas lyginant junginiu�

jungima�si (±2 kJ mol−1). H/S kompensavimas yra �zinomas kaip vienas i�s pagrindiniu� barjeru�

stipriai besijungian�ciu� prie taikinio ir atrankiu� slopikliu� k	urimui. Pavyzd�ziui, papildomu� vandeniliniu�

ry�siu� i�vedimas tarp ligando ir taikinio gali tiesiog netur
eti i�takos jungimosi stiprumui, nes

naudingas entalpijos ind
elio pokytis bus tiesiog eliminuotas nenaudingo entropijos nario poky�cio

[Freire, 2008].

Paveiksle 3.3 yra parodyti devyniu� molekuliniu� poru� jungimosi termodinaminiu� parametru�

poky�ciai. x-a�syje yra atid
etos BSA, ASA ver�ciu� sumos, siekiant pabr
e�zti papildomo molekulinio

pavir�siaus prieaugi� tarp molekulin
es poros junginiu�. Matyti, kad jungimosi stiprumas (∆G)

po papildomo hidrofobinio pavir�siaus prid
ejimo prakti�skai nesikei�cia daugelyje poru�, tuo tarpu

entalpijos ir entropijos ind
eliu� vert
es fakti�skai apsikei�cia veidrodiniu b	udu. Kaip min
eta, en-

talpijos ind
elio pokytis visais atvejais yra ma�ziau naudingas ligando jungimosi procesui prie CA

aktyviojo centro ir da�zniausiai yra pilnai kompensuojamas naudingu entropijos ind
elio prieaugiu.
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Pav. 3.3: Vienodai besijungian�ciu� prie CA aktyviojo centro ligandu� jungimosi termodinamikos ir

prid
etinio hidrofobinio molekulinio pavir�siaus priklausomyb
es. ASA ir BSA pavir�siu� sumos buvo

apskai�ciuotos �zalia ir ro�zine spalva pa�zym
etoms molekulin
es poros funkcin
ems grup
ems (Pav.

3.4). Molekulin
es poros junginiai tarpusavyje skiriasi b	utent �zalia ir ro�zine spalva pa�zym
etomis

funkcin
emis grup
emis. Gerai matyti, kad jungimosi stiprumas (∆G) po papildomo hidrofobinio

pavir�siaus prid
ejimo prakti�skai nesikei�cia. Aptinkamas jungimosi proceso entalpijos-entropijos

(H/S) kompensavimo efektas.

Ap�zvelgsime vienodai besijungian�ciu� prie CA aktyviu�ju� centru� ligandu� molekulines poras.

Ligandai 2 (VD10-51), 3 (VD12-05) ir 4 (VD10-49) yra para-pakeisti �uorinti benzen-

sulfonamidai, kurie jungiasi prie CA II izoformos aktyviojo centro identi�skai, remiantis �uor-

into benzeno pozicija (Pav. 3.4, poros S2 ir S8). Ju� Kd vert
es pagal FTSA yra tos pa�cios

(Lentel
e 3.4). �Siu� junginiu� �uorinto benzeno �ziedo pozicijos sutampa, o ju� para-pad
eties hidro-

fobin
es grup
es sa�veikauja su to paties aktyviojo centro molekuliniu pavir�siumi, kuri� suformuoja

aminor	ug�s�ciu� Phe131, Val135, Leu198, Pro202 ir Leu204 �sonin
es liekanos. �Siu� junginiu� para-

grup
es yra gana skirtingos:
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(a) slopiklis 3 (VD12-05) turi propilo grup
es fragmenta�, kuris yra lankstus, tod
el gali efek-

tyviau prisitaikyti prie taikinio molekulinio pavir�siaus, i�gauti optimalia� konformacija� sa�veikoje

su taikiniu.

(b) slopikliai 4 (VD10-49) ir 2 (VD10-51) turi didesnes bei nelanks�cias grupes, t.y. atitinka-

mai adamantano ir heterociklines grupes.

Vienodas �siu� junginiu� jungimosi stiprumas CA II aktyviajame centre parodo, kad para-

grup
es turi pana�su� ind
eli� i� ligando jungima�si. Didesnis junginiu� 4 (VD10-49) ir 2 (VD10-51)

hidrofobinis molekulinis pavir�sius, lyginant su 3 (VD12-05), sukelia jungimosi termodinaminiu�

parametru� poky�cius, kai ma�ziau naudingas tampa entalpijos jungimosi narys, kurio nenaudingas

pokytis yra pilnai kompensuojamas naudingu entropijos nario poky�ciu. Mes manome, kad tokiu�

jungimosi termodinaminiu� parametru� poky�ciu� prie�zastis gali slyp
eti vandens strukt	uros poky�ciu�

termodinamikoje (solvatacijos, desolvatacijos procesuose). Toks teiginys remiasi sekan�ciais sam-

protavimais:

(a) Kaip buvo min
eta, ligandai su CA II aktyviuoju centru sa�veikauja identi�skai, remiantis

sulfonamido ir �uorinto �ziedo pozicijomis, tod
el daroma prielaida, kad ∆H sa�veiku� vert
es

tur
etu� b	uti pana�sios.

(b) ∆Hmainu� entalpijos ind
elis i� jungima�si yra i�vertintas ir pa�salintas (pH ir buferio ind
elis).

Naudojami tikriniai jungimosi termodinaminiai parametrai.

(c) Lieka ∆H desolvatacijos ir ∆H konformacinis entalpijos ind
eliai. ∆H konformacinis ind
eliai

tarp poros ligandu� gali b	uti pana�s	us d
el: 1) pana�saus prisijungimo prie taikinio, 2)

strukt	urinio pana�sumo tarp ligandu�.

(d) Tokiu b	udu galimi kandidatai, kurie sukelia termodinaminiu� parametru� poky�cius junginiu�

porose, yra termodinaminiai ind
eliai, susije� su desolvatacijos procesais. ∆H desolvatacijos ir

�T∆S desolvatacijos ind
eliu� poky�ciai tikriausiai yra esminiai tarp kitu� termodinaminiu�

parametru� ind
eliu� �siose molekulin
ese porose. Jungimosi entropijos poky�ciai gali b	uti

naudingi d
el padid
ejusios vandens molekuliu�, buvusiu� solvatacijos sluoksnyje aplink liganda�,

sukamosios-slenkamosios laisv
es, nes, kaip buvo min
eta literat	uros ap�zvalgoje, vandens

molekul
es �salia hidrofobinio pavir�siaus turi didesni� tetraedrin
es tvarkos laipsni� ir �siek tiek

stipresnius vandenilinius ry�sius. Po ligando prisijungimo �siu� vandens molekuliu� energetiniu�

b	usenu� skai�cius gal
etu� padid
eti, kas tur
etu� b	uti naudinga jungimosi entropijos ind
eliui.
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Pav. 3.4: Vienodai besijungian�ciu� prie CA izoformu� aktyviu�ju� centru� slopikliu� molekulin
es poros.

Visos 9 poros yra parodytos toje pa�cioje CA baltymo orientacijoje. Molekulin
es poros junginiu�

skirtingi pakaitai yra parodyti �zaliais ir ro�ziniais ovalais. Poros ligandai yra nuspalvinti atitinka-

mai �zalia ir ro�zine spalvomis. Vandens molekul
es aktyviajame centre yra parodytos �zalia ir

ro�zine spalvomis, atitinkan�ciomis ligandu� nuspalvinima�. Zn(II) jonas yra parodytas violetine

sfera. Baltymo pavir�sius yra nuspalvintas naudojant sekan�cia� spalvu� schema�: 1) Val, Ile, Leu,

Phe, Met, Ala, Gly ir Pro aminor	ug�s�ciu� liekanos yra priskirtos hidrofobiniam pavir�siui, kuris

nuspalvintas oran�zine spalva; 2) Arg, Asp, Asn, Glu, Gln, His, Lys, Ser, Thr, Tyr, Trp ir Cys
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Pav. 3.4: te�sinys

aminor	ug�s�ciu� liekanos yra priskirtos poliniam, i�krautam pavir�siui, kuris nuspalvintas m
elynai.

S1, Junginiai 10 (VD10-35) (�zalias, PDB ID 4HU1) ir 11 (VD11-4-2) (ro�zinis, PDB ID

5E2N) prisijunge� prie CA XIII izoformos. S2, Junginiai 3 (VD12-05) (�zalias, PDB ID 4WW6)

ir 2 (VD10-51) (ro�zinis, PDB ID 5LLE) prisijunge� prie CA II izoformos. S3, Junginiai 3

(VD12-05) (�zalias, PDB ID 4WR7) ir 5 (VD12-63) (ro�zinis, PDB ID 4WUQ) prisijunge� prie

CA I izoformos. S4, Junginiai 7 (E90) (�zalias, PDB ID 3SBI) ir 6 (E65) (ro�zinis, PDB ID

3SBH) prisijunge� prie CA II izoformos. S5, Junginiai 13 (VD11-26) (�zalias, PDB ID 5LLC)

ir 14 (VD11-28) (ro�zinis, PDB ID 4QJM) prisijunge� prie CA II izoformos. S6, Junginiai

9 (E11-8) (�zalias, PDB ID 4KNN) ir 8 (E11-10) (ro�zinis, PDB ID 4KNM) prisijunge� prie

CA XIII izoformos. S7, Junginiai 10 (VD10-35) (�zalias, PDB ID 4PZH) ir 12 (VD12-34)

(ro�zinis, PDB ID 5DRS) prisijunge� prie CA II izoformos. S8, Junginiai 3 (VD12-05) (�zalias,

PDB ID 4WW6) ir 4 (VD10-49) (ro�zinis, PDB ID 5LLH) prisijunge� prie CA II izoformos. S9,

Junginiai 9 (E11-8) (�zalias, PDB ID 4KNJ) ir 8 (E11-10) (ro�zinis, PDB ID 4KNI) prisijunge�

prie CA II izoformos.

I�s Pav. 3.4 (poros S2, S8) matyti, kad CA II komplekso su 3 (VD12-05) aktyviajame

centre yra randama daugiau vandens molekuliu� lyginant su strukt	uromis CA II-4 (VD10-49) ir

CA II-2 (VD10-51), bet toks vaizdas yra tik i�s dalies akivaizdus. Junginiu� 4 (VD10-49) ir 2

(VD10-51) kristalin
ese strukt	urose His64, kuris �zinomas kaip CA protonu� pompos elementas,

turi dvi �sonin
es grandin
es alternatyvias pozicijas, kurios silpnina vandens molekuliu� elektronu�

pikus aktyviajame centre. Kristalin
es strukt	uros CA II-3 (VD12-05) aktyviajame centre nus-

tatoma tik viena aminor	ug�sties His64 �sonin
es grandin
es pozicija, kuri yra gerai apibr
e�zta, ir

aktyviojo centro vandens molekuliu� pikai yra geros kokyb
es. �Siu� kristaliniu� strukt	uru� skiriamoji

geba yra skirtinga: CA II-3 (VD12-05) (1,06 �A, surandama 17 vandens molekuliu� nuo cinko

atomo 9 �A atstume, naudojant Pymol i�ranki�), CA II-4 (VD10-49) (1,90 �A, surandamos 6 van-

dens molekul
es) ir CA II-2 (VD10-51) (1,90 �A, surandamos 9 vandens molekul
es). Taigi, galima

apibendrinti, kad atlikti vandens molekuliu� skai�ciaus kitimo palyginima� kompleksu� strukt	uru�

aktyviuosiuose centruose yra sud
etinga, atsi�zvelgus i� ank�s�ciau min
etus niuansus. Jungimosi

termodinaminiu� parametru� poky�ciu� tarp poros junginiu� prie�zastis tikriausiai slypi vandens

molekuliu� dinamikos procesuose, vykstant ligando prisijungimui prie taikinio.

Ligandai 3 (VD12-05) ir 5 (VD12-63) yra para-pakeisti �uorinti benzensulfonamidai,

kurie jungiasi prie CA I aktyviojo centro vienodu mechanizmu (Pav. 3.4, S3). Ligando 3

(VD12-05) sa�veika su CA I yra detaliai apra�syta straipsnyje [Zubrien
e et al., 2015]. Labai

stiprus jungimasis prie CA I (tikrin
e ∆G yra -69,4 kJ mol−1 (Kd 1,5 pM) ) yra paai�skinamas

speci�n
es sa�veikos buvimu: �uorintas benzeno �ziedas yra u�z�ksuotas tarp dvieju� molekuliniu�

pavir�siu�, t.y. i�s vienos pus
es �uorintas �ziedas sa�veikauja su Leu198 liekana (sudaroma aro-
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matin
e-alifatin
e sa�veika tarp Leu198 liekanos metilo grup
es ir ligando benzeno �ziedo), i�s kitos

pus
es His200 �sonin
es grup
es �ziedas apriboja ligando �uorinto benzeno �ziedo judruma�. Nedidelis

hidrofobinio pavir�siaus prieaugis (2 CH2 grup
es) sukelia �zenklius entalpijos ir entropijos ind
eliu�

poky�cius (∆∆G = -0,9; ∆∆H = 14,7; ∆(-T∆S ) = -15,6 (kJ mol−1)). Tokie termodinaminiu�

parametru� (H, S) poky�ciai gali b	uti siejami su vandens molekuliu� dinamikos procesais komplekso

formavimosi metu.

Slopikliai 13 (VD11-26) ir 14 (VD11-28) (CA II, pora S5) yra meta/para-pakeisti �uor-

inti benzensulfonamidai. Abu ligandai para-pad
etyje turi ta� pa�cia� funkcine� grupe�, kuri i�ssid
esto

CA II aktyviojo centro hidro�lin
eje dalyje. �Sioje hidro�lin
eje aktyviojo centro dalyje yra ran-

damos kristalin
es vandens molekul
es kristalin
ese strukt	urose be slopiklio arba strukt	urose su

junginiais, kurie nesa�veikauja su min
eta aktyviojo centro dalimi (pavyzd�ziui, Pav. 3.4, pora

S2). I�domu, kad ligandas 13 (VD11-26), kuris efektyviai u�zpildo CA aktyviojo centro t	uri�

ir pa�salina i�s jo vandens molekules, yra entalpijos varomas slopiklis (∆G = -56,5; ∆H = -49,4

(kJ mol−1)). Atrodo, kad vandens molekuliu� pa�salinimas i�s aktyviojo centro �siuo atveju neturi

pastebimo ind
elio i� jungimosi termodinaminius procesus. �Sios (S5) poros ligandai tarpusavyje

skiriasi tiktai meta-pad
eties grupe, ju� suri�simas su CA II aktyviuoju centru yra erdvi�skai vien-

odas. Po hidrofobinio pavir�siaus prieaugio nustatomi �zenkl	us entalpijos ir entropijos ind
eliu�

svyravimai ( ∆∆G = 0,3; ∆∆H = 26,3; ∆(-T∆S ) = -26,0 (kJ mol−1)). Tokiu� termodinaminiu�

poky�ciu� prie�zastis tikriausiai slypi vandens molekuliu� dinamikos skirtumuose, vykstant ligandu�

prisijungimui prie taikinio.

Molekulin
es poros S7 junginiai 10 (VD10-35) su 12 (VD12-34) (CA II) skiriasi pakaitu

meta-pad
etyje (atitinkamai �uoras yra pakeistas indenilamino grupe). �Sios poros junginiai jun-

giasi prie CA II aktyviojo centro tokiu pat b	udu, sutampa tiek �uorinto benzensulfonamido,

tiek para-pad
eties grupiu� atomu� pozicijos (Pav. 3.4, S7). Yra aptinkamas jungimosi stiprumo

prieaugis � 2,3 kJ mol−1 (esant paklaidai ±2 kJ mol−1). Po hidrofobinio pavir�siaus prid
ejimo

nustatomi toliau i�svardinti entalpijos ir entropijos ind
eliu� ver�ciu� poky�ciai: ∆∆G = -2,3; ∆∆H

= 10,3; ∆(-T∆S ) = -12,6 (kJ mol−1). Entalpijos ir entropijos ind
eliu� ver�ciu� poky�ciai yra apie

2 kartus ma�zesni nei poros (S5, 13 (VD11-26) su 14 (VD11-28)) atveju. Tarp poru� S7

ir S5 junginiu� sutampa tiek ju� �uorinto benzensulfonamido pozicijos, tiek labiau hidrofobiniu�

ligandu� meta-grup
es i�ssid
estymas CA II aktyviajame centre. Hidrofobinio pavir�siaus prieaugis

S7 poroje yra didesnis nei S5 poroje, nes S5 atveju tai yra metilbenzeno grup
e, o S7 � indenil-

amino. Taigi, S7 molekulin
eje poroje didesnis pavir�siaus plotas sukelia ma�zesnius entalpijos ir

entropijos ind
eliu� ver�ciu� svyravimus.

Kaip buvo min
eta, papildomas hidrofobinis molekulinis pavir�sius lyg ir nepagerina jungimosi

tarp ligando ir baltymo, nors tur
etu� bent formuotis VdV kontaktai. Po hidrofobin
es grup
es

i�vedimo n
era aptinkamos naujos entalpi�skai naudingos sa�veikos (tokios kaip vandenilinis ry�sys,

joninis ry�sys ir kitos) min
etose molekulin
ese porose.
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Junginiai 9 (E11-8) ir 8 (E11-10) yra para-pakeisti 2-chlorobenzensulfonamidai, kurie

tarpusavyje skiriasi para-pad
eties grup
emis: 9 (E11-8) para-pad
etyje turi pirimidino �zieda�, o

8 (E11-10) � dimetilpirimidino �zieda�. Buvo gautos abieju� junginiu� kristalin
es strukt	uros su

CA II ir CA XIII: S9 (CA II) ir S6 (CA XIII). Abiem atvejais hidrofobinio pavir�siaus prieaugis

neturi i�takos jungimosi stiprumui. Jungimuisi naudinga� entropijos ind
elio pokyti� kompensuoja

nenaudingas entalpijos ind
elio pokytis:

pora S9 (CA II): ∆∆G = -0,8; ∆∆H = 6,5; ∆(-T∆S ) = -7,3 (kJ mol−1);

pora S6 (CA XIII): ∆∆G = -1,4; ∆∆H = 3,2; ∆(-T∆S ) = -4,6 (kJ mol−1).

Matyti, kad metilinto pirimidino �ziedas poroje S6 (CA XIII, junginys 8 (E11-10)) yra

i�slinde�s i�s gilesn
es pozicijos, lyginant su nemodi�kuoto pirimidino �ziedo suri�simu (Pav. 3.4,

S6). Poroje S9 (CA II) metilintas pirimidinas sa�veikauja su visai kita aktyviojo centro dalimi

(Pav. 3.4, S9). Pana�su, kad metilintas pirimidinas yra per didelis hidrofobinei ki�senei, kurioje

abiem atvejais i�ssid
esto nemodi�kuoto pirimidino �ziedas (junginio 9 (E11-8)).

Junginiai 7 (E90) ir 6 (E65) yra junginiu� 9 (E11-8) ir 8 (E11-10) analogai: 7 (E90) ir

6 (E65) neturi chloro atomo 2' �ziedo pad
etyje (Pav. 3.4, S4). S4 poros jungimosi parametrai

parodo sa�veikos stiprumo su taikiniu suma�z
ejima� po hidrofobinio pavir�siaus prieaugio d
el nepil-

nai kompensuoto nenaudingo entalpijos ind
elio poky�cio: ∆∆G = 3,1; ∆∆H = 13,6; ∆(-T∆S )

= -10,5 (kJ mol−1). S4 poros junginiu� jungimosi prie CA II aktyviojo centro stiprumas skiriasi

apie 3 kartus, kas n
era reik�sminga, nes yra ma�ziau nei 4 kartai.

Bendru atveju, visoms S1-9 poroms buvo nustatytas ½klasikinis� hidrofobinis efektas, kai po

hidrofobinio pavir�siaus prieaugio entalpijos ind
elio pokytis yra ma�ziau naudingas jungimuisi, ir

toks pokytis yra pilnai ar i�s dalies kompensuojamas palankiu entropijos ind
eliu. �Siose porose

fakti�skai nesikei�cia sa�veikos tarp taikinio ir ligandu�, tod
el pana�su, kad jungimosi termodinamikos

parametru� poky�ciu� porose prie�zastys slypi vandens molekuliu� dinamikos (persitvarkymo) proceso

termodinamikoje.

Kaip buvo min
eta, did�zioji dalis S1-9 poru� neturi reik�smingo sa�veikos su taikiniu stiprumo

poky�cio po hidrofobinio pavir�siaus prieaugio, bet yra i�simtis poroje S1 (CA XIII): 10 (VD10-

35) ir 11 (VD11-4-2) yra aptinkamas gana �zenklus jungimosi prie taikinio stiprumo pa-

did
ejimas (Kd suma�z
eja apie 30 kartu�) po papildomo pavir�siaus prid
ejimo. �Sioje poroje pasikei�cia

vandens molekuliu� prieinamumas prie labiau hidrofobinio ligando sulfonamido. CA XIII-10

(VD10-35) strukt	uroje ligandas u�zima tiktai dali� CA aktyviojo centro, kita aktyviojo cen-

tro dalis yra hidro�lin
e ir u�zpildyta vandens molekul
emis (matyti Fig. 3.4, S1). Tuo tarpu

strukt	uroje CA XIII-11 (VD11-4-2) ligandas u�zima didesne� aktyviojo centro dali�, papildomas

hidrofobinis pavir�sius i�sstumia vandens molekules i�s CA aktyviojo centro hidro�lin
es dalies, ku-

rioje yra randamos vandens molekul
es komplekso su 10 (VD10-35) strukt	uroje. Yra si	ulomas

mechanizmas, pagal kuri� ligandas 11 (VD11-4-2) prie CA XIII jungiasi 30 kartu� stipriau,
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lyginant su 10 (VD10-35), d
el meta-pad
eties hidrofobin
es grup
es, kuri yra laikinas barjeras

vandens molekul
ems prasiskverbti prie CA aktyviojo centro Zn(II) jono, vykstant ligando at-

sijungimo procesui (Pav. 3.5A, B; Kd: 11 (VD11-4-2) � 0,29 nM ir 10 (VD10-35) � 8,9

nM; Lentel
e 3.4). Kitose molekulin
ese porose neaptinkama, kad �zenkliai pasikeistu� vandens

molekuliu� prieinamumas prie labiau hidrofobiniu� ligandu� sulfonamidu�.

Pav. 3.5: Si	ulomi vandens molekuliu� patekimo i� CA aktyvu�ji� centra� atvejai, vykstant slopiklio

atsijungimo procesui nuo CA aktyviojo centro. M
elynas sta�ciakampis yra sulfonamido grup
e,

oran�zinis � junginio pirmas �ziedas su para-grupe, geltonas � hidrofobin
e grup
e meta-pad
etyje.

Zn(II) jonas yra violetinis ovalas, aktyviojo centro vandens molekul
es parodytos kaip raudoni ru-

tuliukai. HΦob ir hPhil atitinkamai �zymi hidrofobini� ir hidro�lini� pavir�siu�. A, Parodytas ligando

atsijungimo procesas, kai hidro�lin
e aktyviojo centro dalis yra u�zpildyta vandens molekul
emis

ir jos gali var�zytis d
el sa�veikos sudarymo su sulfonamido grupe bei Zn(II) jonu. B, Slopiklio

hidrofobin
e grup
e pa�salina vandens molekules i�s hidro�lin
es CA aktyviojo centro dalies, su-

daro laikina� barjera� vandens molekul
ems skverbtis gilyn i� CA aktyvu�ji� centra�, vykstant ligando

atsijungimo nuo aktyviojo centro procesui. C, Si	ulomas pakopinis ligando atsijungimo mecha-

nizmas, kai ligando molekul
e yra tarsi molekuliniuose spa�stuose (molekulin
es poros D1-4): 1)

ligando vir�sutin
e para-pad
eties dalis palieka CA aktyviojo centro i�duba�; 2) disociacijos procesa�

apsunkina hidrofobin
e ligando dalis, kuri sudaro laikina� barjera� vandens molekul
ems.

3.1.3 Hidrofobiniu� grupiu� i�taka ligando jungimosi termodinamikai: strukt	uri�skai

skirtingai besijungiantys ligandai

Buvo i�sskirtos dar keturios junginiu� molekulin
es poros, kuriose hidrofobinio pavir�siaus pa-

did
ejimas yra analogi�skas S1-9 poroms, bet ju� junginiai prie CA XII aktyviojo centro jungiasi
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skirtingai � skiriasi �uorinto �ziedo pozicijos tarp ligandu� poroje (Pav. 3.7). Ju� jungimosi

termodinaminiai parametrai kei�ciasi visi�skai kitaip negu vienodai prie taikinio besijungian�ciu�

ligandu� molekulin
ese porose S1-9. I�s Pav. 3.6 ir Lentel
es 3.6 matyti, kad po papildomo

hidrofobinio pavir�siaus prieaugio entalpijos ind
elio pokytis tampa naudingas ir poroje �zenkliai

padid
eja labiau hidrofobin
es molekul
es jungimosi prie taikinio stiprumas (pavyzd�ziui, porojeD1

jungimosi stiprumas padid
eja 318 kartu�). Entropijos ind
elio pokytis porose D1-4 yra i�vairus:

porojeD3 aptinkamas naudingas entropijos ind
elio pokytis, porojeD4 � nenaudingas entropijos

ind
elio pokytis, porose D1 ir D2 entropijos ind
elio poky�ciai n
era reik�smingi.

Lentel
e 3.6: Molekuliniu� poru� D1-4 termodinaminiu� parametru� ir molekuliniu� pavir�siu�

poky�ciai (ASA, BSA). ASA ir BSA pavir�siu� vert
es buvo apskai�ciuotos �zalia ir ro�zine spalva

pa�zym
etoms molekulin
es poros funkcin
ems grup
ems (Pav. 3.7).

Ligandu� molekulin
es

poros

Numeracija

i�s straip-

snio

∆ASA,

�A

∆BSA,

�A

∆∆G,

(kJ

mol−1)

∆∆H,

(kJ

mol−1)

∆(-

T∆S ),

(kJ

mol−1)

CA XII: 10 (VD10-

35) su 11 (VD11-4-2)

(D1 pora)

10 su 11 31,5 141,7 -14,7 -16,2 1,5

CA XII: 10 (VD10-

35) su 15 (VD10-

39b) (D2 pora)

10 su 15 21,8 102,9 -8,7 -11,5 2,8

CA XII: 10 (VD10-

35) su 16 (VD12-23)

(D3 pora)

10 su 16 34,9 150,2 -10,5 -5,2 -5,3

CA XII: 10 (VD10-

35) su 12 (VD12-34)

(D4 pora)

10 su 12 28,9 140,9 -11,5 -22,4 10,9
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Pav. 3.6: Skirtingai besijungian�ciu� ligandu� molekulin
ese porose jungimosi termodinamikos ir

prid
etinio hidrofobinio molekulinio pavir�siaus priklausomyb
es. ASA ir BSA pavir�siu� sumos buvo

apskai�ciuotos �zalia ir ro�zine spalva pa�zym
etoms molekulin
es poros funkcin
ems grup
ems (Pav.

3.7). Molekulin
es poros junginiai tarpusavyje skiriasi b	utent �zalia ir ro�zine spalva pa�zym
etomis

funkcin
emis grup
emis.

Naudinga� entalpijos ind
elio pokyti� D1-4 porose mes ai�skiname tuo, kad labiau hidrofobiniu�

ligandu� hidro�lin
es para-grup
es i�ssid
esto hidro�lin
eje CA XII aktyviojo centro aplinkoje. D
el

tokio labiau hidrofobinio ligando i�ssid
estymo sudaroma galimyb
e formuotis vandeniliniams ry�siams

tarp ligando para-grup
es ir baltymo aktyviojo centro hidro�lin
es dalies. Manoma, kad tikriausiai

pasirei�skia naudingas entalpijos termodinaminis ind
elis, atsirandantis d
el min
etu� vandeniliniu�

ry�siu� sudarymo.

Palyginus labiau hidrofobinius junginius 12 (VD12-34) (i�s poros D4) ir 16 (VD12-23)

(i�s poros D3), buvo nustatyta, kad tokia pora atitinka vienodai prie taikinio besijungian�ciu�

junginiu� molekulines poras:

(a) �Sie junginiai tarpusavyje skiriasi tiktai nearomatiniais �ziedais meta-pad
etyje: 16 (VD12-
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23) �ziedas yra didesnis -CH2- fragmentu;

(b) Abu junginiai prie CA XII aktyviojo centro ri�sasi identi�skai pagal �uorinto �ziedo pozicija�

(Pav. 3.7, D3, D4) ir ju� jungimosi stiprumas yra toks pats: 0,58 nM � 16 (VD12-23)

ir 0,4 nM � 12 (VD12-34).

(c) Jungimosi prie CA XII termodinaminiu� parametru� skirtumai tarp 12 (VD12-34) ir 16

(VD12-23) yra ∆∆G = 1,0; ∆∆H = 17,2 (nenaudingas pokytis); ∆(-T∆S ) = -16,2

(naudingas pokytis) (kJ mol−1).

Matome, kad po -CH2- fragmento prid
ejimo (12 (VD12-34) → 16 (VD12-23)) i�vyko

jungimosi termodinaminiu� parametru� pasikeitimai, pana�siai kaip vienodai besijungian�ciu� ligandu�

porose: po hidrofobinio pavir�siaus padid
ejimo yra aptinkamas nenaudingas jungimosi entalpijos

ind
elio pokytis, kuris yra kompensuojamas naudingu entropijos ind
elio poky�ciu. Tokiu� jungimosi

termodinaminiu� parametru� poky�ciu� prie�zastys tarp 12 (VD12-34) ir 16 (VD12-23) junginiu�

gali b	uti:

(a) Vandens molekuliu� strukt	uru� persitvarkymo procesai (solvatacija, desolvatacija), pana�siai

kaip S2-9 poru� atvejais.

(b) Para-grupiu� pozicijos skirtumai tarp CA XII-12 (VD12-34) ir CA XII-16 (VD12-23)

kompleksu�, t.y. CA XII-12 (VD12-34) strukt	uroje yra gerai apibr
e�zta tik viena para-

grup
es pozicija, tuo tarpu CA XII-16 (VD12-23) strukt	uroje yra randamos dvi para-

grup
es alternatyvios pozicijos.

Kaip buvo min
eta, visose D1-4 porose yra aptinkamas �zenklus jungimosi prie taikinio

stiprumo padid
ejimas. I�sanalizuokime molekuline� pora� D1, kuriai yra nustatomas did�ziausias

jungimosi stiprumo pokytis tarp D1-4 poru� � 318 kartu� (junginio 10 (VD10-35) Kd yra 35,0

nM, junginio 11 (VD11-4-2) � 0,11 nM). Junginys 10 (VD10-35) pagrinde sa�veikauja su

hidrofobine CA XII aktyviojo centro dalimi, tuo tarpu hidro�lin
e dalis yra u�zpildyta vandens

molekul
emis (Pav. 3.7, D1). Junginys 11 (VD11-4-2) u�zpildo CA XII aktyvu�ji� centra�

efektyviau nei 10 (VD10-35), nes CA XII aktyviojo centro hidro�lin
eje dalyje yra i�ssid
este�

ligando �uorintas �ziedas ir para-pad
eties grup
e, kuri yra tarsi palindusi po aminor	ug�s�ciu� Lys69

ir Asn64 liekanomis. Atrodo, kad ligando 11 (VD11-4-2) meta-pad
eties hidrofobin
e grup
e da-

lyvauja kitos ligando dalies ½i�ki�sime� i� hidro�line� CA XII aktyviojo centro dali� (t.y. b	utent po

aminor	ug�s�ciu� Lys69 ir Asn64 �sonin
emis liekanomis). Toks ligando 11 (VD11-4-2) jungimosi

b	udas leido i�skelti ½molekuliniu� spa�stu�� prielaida�. Pav. 3.5C yra parodytas si	ulomas ligandas-

CA sa�veikos mechanizmas, kuris gal
etu� paai�skinti �zenklu� jungimosi prie taikinio stiprumo pokyti�

porose D1-4. Galimas ligando 11 (VD11-4-2) atsijungimo nuo aktyviojo centro mechanizmas

yra sudarytas i�s 2 etapu�:
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(a) Ligando nuo Zn(II) jono atsijungimo procesas gali prasid
eti tik po slopiklio dalies i�ssilaisvinimo

i�s po min
etu� aminor	ug�s�ciu� liekanu� (Lys69 ir Asn64), nes jo vertikalus jud
ejimas (nuo Zn(II)

jono i�s aktyviojo centro) steri�skai yra apribotas. I�s
ejimas i�s po aminor	ug�s�ciu� �soniniu�

grandiniu� gali prasid
eti tik po konformaciniu� poky�ciu� meta-pad
eties grup
eje.

(b) Po i�ssilaisvinimo i�s ½molekuliniu� spa�stu�� gali b	uti apsunkintas vandens molekuliu� pra-

siskverbimas i� aktyvu�ji� centra� d
el galimo hidrofobinio barjero, kuri� sudaro meta-pad
eties

hidrofobin
e grup
e. Tai gal
etu� b	uti papildomas veiksnys, kuris gerina ligando 11 (VD11-4-

2) jungimosi prie taikinio stipruma�, nes ligando atsijungimo nuo CA aktyviojo centro metu

vandens molekul
ems yra tiesiog sunkiau prasiskverbti prie Zn(II) jono ir sulfonamidin
es

grup
es.
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Pav. 3.7: Skirtingai prie taikinio besijungiantys ligandai poroje. Visos 4 poros yra parody-

tos toje pa�cioje CA XII baltymo orientacijoje. Molekulin
es poros junginiu� skirtingi pakaitai

yra parodyti �zaliais ir ro�ziniais ovalais. Poros ligandai yra nuspalvinti atitinkamai �zalia ir

ro�zine spalvomis. Vandens molekul
es CA XII aktyviajame centre yra parodytos �zalia ir ro�zine

spalvomis, atitinkan�ciomis ligandu� nuspalvinima�. Zn(II) jonas yra parodytas violetine sfera.

Baltymo pavir�sius yra nuspalvintas naudojant sekan�cia� spalvu� schema�: 1) Val, Ile, Leu, Phe,

Met, Ala, Gly ir Pro aminor	ug�s�ciu� liekanos yra priskirtos hidrofobiniam pavir�siui, kuris
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Pav. 3.7: te�sinys

nuspalvintas oran�zine spalva; 2) Arg, Asp, Asn, Glu, Gln, His, Lys, Ser, Thr, Tyr, Trp ir Cys

aminor	ug�s�ciu� liekanos yra priskirtos poliniam, i�krautam pavir�siui, kuris nuspalvintas m
elynai.

(D1) Junginiai 10 (VD10-35) (�zalias, PDB ID 5MSB) ir 11 (VD11-4-2) (ro�zinis, PDB ID

4Q0L) komplekse su CA XII (pora D1). (D2) Junginiai 10 (VD10-35) (�zalias, PDB ID

5MSB) ir 15 (VD10-39b) (ro�zinis, PDB ID 4QJW) komplekse su CA XII (pora D2). (D3)

Junginiai 10 (VD10-35) (�zalias, PDB ID 5MSB) ir 16 (VD12-23) (ro�zinis, PDB ID 5LLP)

komplekse su CA XII (pora D3). (D4) Junginiai 10 (VD10-35) (�zalias, PDB ID 5MSB) ir

12 (VD12-34) (ro�zinis, PDB ID 5LLO) komplekse su CA XII (pora D4).

Kaip buvo min
eta, jungimuisi naudingas entalpijos nario pokytisD1-4 porose yra ai�skinamas

labiau hidrofobinio ligando hidro�lin
es para-grup
es i�ssid
estymu hidro�lin
eje CA XII aktyviojo

centro dalyje. Be to, ligando para-grup
e atsiduria po min
etu� aminor	ug�s�ciu� liekanomis, o tai

tur
etu� apsunkinti vandens molekuliu� konkurencija� d
el vandeniliniu� ry�siu� sudarymo su ligando

para-grup
es atomais, ta�ciau palengvinti ju� (ry�siu�) sudaryma� su baltymo �sonin
emis grandin
emis.

Tokiu b	udu vandeniliniai ry�siai tarp para-grup
es ir baltymo tur
etu� b	uti stipresni. Bendru atveju,

termodinaminiu� parametru� poky�ciai skirtingai besijungiantiems ligandams priklauso nuo pra-

dinio ir modi�kuoto junginio jungimosi termodinamikos bei nuo CA izoformos.

3.1.4 Aromatinis-alifatinis ry�sys ir jo i�taka jungimosi stiprumui

Kaip buvo min
eta anks�ciau, po hidrofobinio pavir�siaus prid
ejimo poroje S4 (CA II, Pav.

3.8) �siek tiek suma�z
eja labiau hidrofobinio junginio 6 (E65) jungimosi prie taikinio stiprumas.

Toks suma�z
ejimas n
era reik�smingas, nes yra ties FTSA metodo paklaidos riba (3 kartai, 0,080

nM (6 (E65)) ir 0,025 nM (7 (E90)) prie CA II). Nustatomas vienintelis jungimosi prie CA

aktyviojo centro skirtumas tarp �siu� ligandu�: metilinto pirimidino metilo grup
e, esanti ligando

6 (E65) para-pad
etyje, i�sstumia pirimidino �zieda� i�s gilesn
es pozicijos, esan�cios tarp Pro204 ir

Phe133 �soniniu� grandiniu�, lyginant su nemetilintu ligandu 7 (E90). Nustatoma, kad �siu� ligandu�

benzeno �ziedai sudaro ta� pati� aromatini�-alifatini� ry�si� su Leu198 �sonin
es grandin
es metilo grupe

(Pav. 3.8 (S4): atomai, sudarantys alifatini�-aromatini� ry�si�, yra parodyti pilkomis sferomis).
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Pav. 3.8: Ligandai, sudarantys alifatini�-aromatini� ry�si� su CA II ir CA XII aktyviu�ju� centru�

molekuliniu pavir�siumi. Zn(II) jonas yra parodytas m
elyna sfera. C1, Ligandas 1 (VD12-10)

komplekse su CA II (PDB ID: 5LLG, �zaliai pavaizduotas ligandas) ir XII (PDB ID: 4WW8,

ro�zine spalva pavaizduotas ligandas) izoformomis. Geltonai pa�zym
etos aminor	ug�s�ciu� liekanos,

priklausan�cios CA II grandinei (�zali u�zra�sai), tuo tarpu raudonai parodytos aminor	ug�s�ciu�

liekanos � CA XII (raudoni u�zra�sai, jei aktyviojo centro aminor	ug�stys yra skirtingos tarp CA

II ir CA XIII izoformu�). Apa�cioje yra pavaizduotas gra�kas, kuriame yra parodyti junginio

1 (VD12-10) tikriniai jungimosi prie CA II ir CA XII izoformu� termodinaminiai parame-

trai: ∆G (m
elynai), ∆H (raudonai), -T∆S (�zaliai). S4, Junginiai 7 (E90) (�zalias, PDB ID:

3SBI) ir 6 (E65) (ro�zinis, PDB ID: 3SBH) komplekse su CA II izoforma. Geltonai pavaizduo-

tos aminor	ug�s�ciu� liekanos ir jas atitinkantys �zali u�zra�sai priklauso CA II. Atomai, sudarantys

alifatini�-aromatini� ry�si�, yra parodyti pilkomis sferomis.

I�snagrin
ekime kita� atveji�, kur yra aptinkamas analogi�skas aromatinis-alifatinis ry�sys. Junginys

1 (VD12-10) yra para-pakeistas benzensulfonamidas, kaip ir min
etos S4 poros junginiai. Paly-

ginus junginio 1 (VD12-10) jungima�si prie CA II ir CA XII aktyviu�ju� centru�, buvo nustatyta,

kad benzeno �ziedas sudaro ta� pati� alifatini�-aromatini� ry�si� su leucino liekana (Leu198 (CA II) ir

Leu197 (CA XII), konservatyvi tarp �siu� CA izoformu�). Junginio 1 (VD12-10) benzeno �ziedo

pozicija idealiai sutampa u�zklojus jo CA II ir CA XII kompleksu� strukt	uru� modelius (Pav.

3.8, C1). Jungimosi Kd vert
es rodo, kad 1 (VD12-10) prie CA II jungiasi stipriau nei prie

CA XII ( Kd = 7,4 pM (CA II) ir Kd = 67,0 pM (CA XII) ). Jungimosi termodinaminiu�

parametru� poky�ciai tarp CA II ir CA XII yra: ∆∆G = 5,7; ∆∆H = 12,6; ∆(-T∆S ) = -6,9
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(kJ mol−1). Nenaudingas entalpijos ind
elio pokytis i�s dalies kompensuojamas entropijos nario

poky�ciu. Strukt	uriniai skirtumai tarp CA II-1 (VD12-10) ir CA XII-1 (VD12-10) modeliu�

yra aptinkami para-pad
eties grup
es pozicijoje. CA II atveju para-grup
e i�ssid
esto hidrofobin
eje

aplinkoje tarp Pro202 ir Phe131 �soniniu� grandiniu�. CA XII atveju para-grup
e i�ssid
esto statmenai

alifatiniam-aromatiniam ry�siui, nes vietoje Phe131 (CA II) yra alanino liekana.

Bendru atveju, poros S4 (prie CA II) ir 1 (VD12-10) (prie CA II ir CA XII) junginiu�

jungimesi dominuoja entalpijos ind
elis:

1) CA II-7 (E90): (∆G = -63,0; ∆H = -62,0 (kJ mol−1)), CA II-6 (E65): (∆G = -59,9; ∆H

= -48,4 (kJ mol−1));

2) CA II-1 (VD12-10): (∆G = -66,1; ∆H = -69,0 (kJ mol−1)), CA XII-1 (VD12-10): (∆G

= -60,4; ∆H = -56,4 (kJ mol−1)).

Tik
etina, kad alifatinis-aromatinis ry�sys tarp �siu� ligandu� benzensulfonamido �ziedo ir leucino

�sonin
es grandin
es labai stipriai pagerina ju� jungima�si prie CA II ir CA XII (Kd yra (10-100)

pM).
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3.1.5 CA IX atrank	us slopikliai

Doktorant	uros metu buvo atliekami �zmogaus CA IX kristalinimo darbai, siekiant gauti geros

kokyb
es kristalus. Buvo kristalinamas glikozilintas katalizinis domenas, ekspresuotas �zinduoliu�

la�stel
ese [Dudutien
e et al., 2014]. Buvo gauti taisyklingos formos CA IX kristalai, bet ju� difrak-

cijos savyb
es neleido toliau te�sti kristalogra�niu� tyrimu�, nes skiriamoji geba buvo apie 9 �A, o

tai netinka net baltymo grandin
es pozicijos nustatymui. Bandymai pagerinti kristalu� difrakcijos

skiriama�ja� geba� buvo nes
ekmingi.

BVTS buvo sukurti CA II mutantiniai baltymai, kai ta�skiniu� mutaciju� pagalba buvo ban-

doma imituoti kitu� CA izoformu� aktyviuosius centrus. CA II mutantiniu� baltymu� id
eja remiasi

CA izoformu� aktyviu�ju� centru� auk�sto laipsnio strukt	uriniais pana�sumais tarpusavyje [Pinard

et al., 2015b]. CA II mutantiniai baltymai gal
etu� b	uti ypa�c aktual	us, kai tikslin
es CA izoformos

gryninimo i�seiga yra labai ma�za arba gryninimo ka�stai yra dideli. Be to, CA II mutantiniu�

baltymu� kristalu� savyb
es tur
etu� b	uti pana�sios i� CA II kristalu� savybes.

Bendru atveju, CA II mutantai yra unikalios karboanhidraz
es ir ju� jungimasis gali b	uti

i�vairus:

(1) CA II mutantas gali b	uti pana�sus i� CA II baltyma� pagal jungimosi Kd vertes.

(2) CA II mutantas gali b	uti pana�sus i� CA izoforma�, kurios aktyvu�ji� centra� bandoma imituoti

pagal jungimosi Kd vertes.

(3) Kd vert
es yra tarp CA II ir kitos CA izoformos ver�ciu� ir t.t.

I�s mano pus
es svarbus buvo kristalogra�nis ind
elis. Keturios chimerin
es strukt	uros yra pub-

likuotos. Straipsnyje [Dudutien
e et al., 2014], kuriame buvo analizuojami CA IX atrank	us

slopikliai, buvo publikuotos dvi chCA IX (CA XII aktyviojo centro imitavimas) ir dvi chCA

IX (CA IX aktyviojo centro imitavimas) kristalin
es strukt	uros. Lentel
eje 3.7 yra sura�sytos

ta�skin
es mutacijos, kurios buvo i�vestos i� CA II aktyviojo centro strukt	ura�, siekiant gauti i� CA IX

ir CA XII pana�sius aktyviuosius centrus. Reikia pabr
e�zti, kad chCA IX baltymai buvo kuriami

ir kitose mokslininku� grup
ese [Genis et al., 2009, Mujumdar et al., 2016, Pinard et al., 2013,

Sippel et al., 2011].

Lentel
e 3.7: Dvieju� CA II mutantiniu� konstruktu� ta�skin
es mutacijos. Ta�skin
es mutacijos yra

pasi	ulytos dr. V. Kairio (VU, Gyvyb
es mokslu� centras, BTI, Bioinformatikos skyrius), kai

buvo prad
etas CA II mutantiniu� baltymu� k	urimas.

CA izoforma CA II izoformos ta�skin
es mutacijos
Konstrukto auto-

rius
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chCA IX (6 mu-

tacijos)
A65S, N67Q, I91L, F130V, V134L, L203A D. Timm

chCA XII (6 mu-

tacijos)
A65S, N67K, I91L, F130A, V134S, L203N D. Timm

Analizuojant publikuota� med�ziaga� [Dudutien
e et al., 2014], buvo pasteb
etos jungimosi stiprumo

priklausomyb
es nuo aktyviojo centro dyd�zio ir nuo molekulinio pavir�siaus topologijos. Pav. 3.9

yra parodyti straipsnyje analizuoti junginiai (i�s viso 6).

Pav. 3.9: �Se�si junginiai, kurie buvo analizuojami straipsnyje [Dudutien
e et al., 2014]. Junginiai

VD11-4-2, VD12-09 ir PG7 yra atrank	us CA IX izoformai.

�Sie junginiai yra mono- arba di -pakeisti �uorinti benzensulfonamidai (i�sskyrus vaistini�

preparata� AZM). I�s ju� trys ligandai VD11-4-2, VD12-09 ir PG7 yra atrank	us CA IX izofor-

mai. JunginiaiVD10-35 irVD10-13 yra para-pakeisti �uorinti benzensulfonamidai, kurie n
era

atrank	us kuriai nors CA izoformai. Junginys AZM nuo 20 a. vidurio naudojamas medicinoje

kaip �zmogaus CA izoformu� slopiklis.

Lentel
eje 3.8 yra sura�sytos �siu� junginiu� stebimosios Kd vert
es [Dudutien
e et al., 2014].

Matyti, kad junginiai VD11-4-2, VD12-09 ir PG7 prie CA IX jungiasi atitinkamai 1 180, 1

200 ir 21 000 kartu� stipriau nei prie CA II, kurios slopinimas n
era pageidautinas d
el jos paplitimo
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�zmogaus organizme ir jos funkcijos svarbos. Tuo tarpu junginiai VD10-35, VD10-13 ir AZM

pagal Kd vertes prie CA II ir IX izoformu� jungiasi pana�siu stiprumu: VD10-13 (6,7 nM su 32

nM), VD10-35 (17 nM su 50 nM) ir AZM (38 nM su 20 nM).

Lentel
e 3.8: �Se�siu� junginiu� jungimosi prie CA I, CA II, CA IX, chCA IX, CA XII ir chCA XII

baltymu� duomenys (Kd,stebimoji (nM) vert
es, [Dudutien
e et al., 2014]).

CA izoforma
VD12-

09
PG7

VD11-4-

2

VD10-

13

VD10-

35
AZM

CA I 50 000 >200 000 710 0,11 0,20 1 400

CA II 1300 >200 000 60 6,7 17 38

CA IX 1,1 9,5 0,050 32 50 20

chCA IX

(6 mutacijos)
25 630 2,0 63 83 50

CA XII 330 >200 000 3,3 220 250 130

chCA XII

(6 mutacijos)
500 >200 000 6,7 310 250 330

CA XIII 140 1700 3,6 8,3 29 50

Pereikime prie kristaliniu� strukt	uru� analiz
es ir ry�sio tarp jungimosi Kd ver�ciu� ir baltymo-

ligando sa�veikos kompleksuose nustatymo.

Pav. 3.10A yra pavaizduotas para-pakeistas junginys VD10-35 komplekse su CA II (gel-

tonas) ir CA XIII (oran�zinis). Matyti, kad �uorinto benzeno �ziedo pozicijos yra skirtingos, bet

Kd vert
es yra paklaidos ribose � 17 nM (CA II) ir 29 nM (CA XIII). Be to, slopiklis u�zima tik

dali� �siu� izoformu� aktyviu�ju� centru�, kai kita dalis yra u�zpildyta vandens molekul
emis (geltoni

ir oran�ziniai rutuliukai). Bendru atveju, para-pakeisti �uorinti benzensulfonamidai be steriniu�

trukd�ziu� prieina prie aktyviojo centro Zn(II) jono ir ju�Kd vert
es gali b	uti pana�sios. Jie sa�veikauja

tik su tam tikra aktyviojo centro dalimi. M	usu� spre�stose kristalin
ese strukt	urose nustatyta, kad

para-pakeisti �uorinti benzensulfonamidai sa�veikauja su ta pa�cia CA II, CA XII ir CA XIII

aktyviojo centro dalimi, kuri yra hidrofobin
e (gerai matyti CA II ir CA XIII izoformu� atvejais

� Pav. 3.4, poros S1, S2, S7, S8, S9; CA XII � Pav. 3.7, junginys VD10-35).

CA I aktyvusis centras yra siauresnis d
el histidinu� �soniniu� grupiu� (His67 ir His200), kurios

u�zima aktyviojo centro dali� (Pav. 3.10E; papildomai Pav. 3.4 (S3). Para-pakeisti �uorinti

benzensulfonamidai prie CA I jungiasi labai stipriai (Lentel
e 3.8). Ju� jungimosi mechanizmas

yra detaliai i�snagrin
etas straipsnyje [Zubrien
e et al., 2015]. Paveiksle 3.10E yra parodytas

�uorinto �ziedo i�ssid
estymas, kuris yra aptinkamas CA I kompleksuose su para-pakeistais �uor-
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intais benzensulfonamidais. Fluorintas �ziedas yra u�z�ksuotas tarp dvieju� molekuliniu� pavir�siu�,

t.y. i�s vienos pus
es �uorintas �ziedas sa�veikauja su Leu198 liekana (sudaroma aromatin
e-alifatin
e

sa�veika tarp Leu198 liekanos metilo grup
es ir ligando benzeno �ziedo), i�s kitos pus
es His200

liekanos �sonin
es grup
es �ziedas apriboja ligando �uorinto benzeno �ziedo judruma�.

Pereikime prie CA IX atrankiu� junginiu� analiz
es. Pav. 3.10B, D parodyti atvejai, kurie

geriausiai iliustruoja aktyviojo centro dyd�zio svarba� atrankiam jungimuisi. Pav. 3.10B yra

pavaizduotas junginys VD12-09 komplekse su CA II ir chCA IX. Prie chCA IX baltymo ak-

tyviojo centro VD12-09 ri�sasi 50 kartu� stipriau. Matyti, kad junginys VD12-09 prie CA II

(�zalias) ir chCA IX (�zydras) aktyviu�ju� centru� jungiasi skirtingais b	udais pagal �uorinto �ziedo

pozicijas. Did�ziausias skirtumas tarp CA II ir chCA IX aktyviu�ju� centru� yra ta�skin
e mutacija

(Phe131 i� Val (chCA IX strukt	uroje Val130)) (Lentel
e 3.7 ir Pav. 3.10B yra parodyti skirtu-

mai tarp CA II ir chCA IX aktyviu�ju� centru�). LiganduiVD12-09 jungiantis prie CA II aktyviojo

centro, orto-pad
eties ciklooktilamino grup
e pa�salina vandens molekules i�s hidro�lin
es aktyviojo

centro dalies. LiganduiVD12-09 jungiantis prie chCA IX, ligando orto-pad
eties ciklooktilamino

grup
e i�ssid
esto hidrofobin
eje aplinkoje (Val130, Leu134, Leu91), o kita, hidro�li�skesn
e ligando

dalis, pakei�cia vandens molekules hidro�lin
eje aktyviojo centro dalyje. Hidro�li�skesn
e ligando

dalis � tai �uorintas benzeno �ziedas ir jo para-grup
e. CA II aktyviojo centro fenilalanino pakeiti-

mas (Phe131 i� Val) sudaro galimybe� liganduiVD12-09 sudaryti sa�veikas tarp ligandoVD12-09

orto-pad
eties hidrofobin
es grup
es ir naujai prieinamo hidrofobinio pavir�siaus (Val130, Leu134,

Leu91). Kalbant apie skirtingai besijungian�ciu� ligandu� poras (analizuotos skyriuje 3.1.3, D1-

D4), buvo min
eta, kad labiau hidrofobinio junginio meta-pad
eties grup
e sa�veikauja su aktyviojo

centro hidrofobiniu pavir�siumi ir nukreipia kita� ligando dali� i� hidro�line� baltymo aktyviojo cen-

tro aplinka� po aminor	ug�s�ciu� �sonin
emis grandin
emis (priminimui Pav. 3.7, 3.5C). Junginys

VD12-09 prie chCA IX jungiasi pana�siai, tod
el 50 kartu� jungimosi stiprumo padid
ejimas, lygi-

nant su VD12-09-CA II, gali b	uti sa�lygotas min
etu� ½molekuliniu� spa�stu�� ir ligando atsijungimo

nuo aktyviojo centro proceso apsunkinimo, kai ligando orto-pad
eties hidrofobin
e grup
e i�spaud�zia

kita� ligando dali� i� aktyviojo centro i�duba� ir apsunkina vandens molekuliu� prieinamuma� prie

hidro�lin
es ligando dalies.

Pav. 3.10D yra parodytas junginys VD11-4-2 komplekse su CA II ir chCA IX baltymais.

Junginys VD11-4-2 CA II aktyviajame centre turi dvi gerai apibr
e�ztas alternatyvias pozici-

jas (violetin
e ir violetin
e-raudona). Viena i�s ju� i�sstumia Phe131 �sonine� grandine� i�s pastovios

pozicijos (palyginimui Phe131 �sonin
es grandin
es pad
etis Pav. 3.10A). Kaip matome, ligandas

gali keisti aminor	ug�s�ciu� dideliu� �soniniu� grandiniu� i�ssid
estyma�. Slopiklis VD11-4-2 prie chCA

IX aktyviojo centro jungiasi tik vienu b	udu. Ligandas VD11-4-2 prie CA II jungiasi 30 kartu�

silpniau nei prie chCA IX, ir toks jungimasis gali b	uti paai�skinamas analogi�sku b	udu, kaip ir

ligando VD12-09 atveju, kai buvo analizuojamas jo jungimasis prie CA II ir chCA IX (Pav.

3.10B). chCA IX aktyviajame centre ligando VD11-4-2 (raudonas) meta-pad
eties ciklooktil-

amino grup
e yra lokalizuota prie naujai prieinamo hidrofobinio pavir�siaus (lyginant su CA II),
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tuo tarpu ligando hidro�lin
e dalis � chCA IX aktyviojo centro hidro�lin
eje dalyje.

Pav. 3.10: Slopikliu� VD12-09, VD11-4-2 ir VD10-35 jungimosi palyginimas CA I, CA II,

CA XIII ir chCA IX aktyviuosiuose centruose. Aminor	ug�s�ciu� liekanos yra nuspalvintos pagal

sekan�cia� schema�: CA I � �sviesiai m
elynai, CA II � geltonai ir chCA IX � �sviesiai raudonai. Zn(II)

jonas yra pavaizduotas kaip m
elynas rutulys. Histidinu� triada, �ksuojanti Zn(II) jona�, yra balta.

A, Junginys VD10-35 komplekse su CA II (geltonas, PDB ID: 4PZH) ir CA XIII (oran�zinis,

PDB ID: 4HU1). Matyti, kad �uorinto benzeno �ziedo pozicijos yra skirtingos. Junginys u�zima tik

dali� aktyviojo centro, kita dalis yra u�zpildyta vandens molekul
emis (ma�zi rutuliukai: geltonos

spalvos � CA II ir oran�zin
es � CA XIII). Kristalin
ese strukt	urose su junginiais VD12-09 ir

VD11-4-2 �siu� vandens molekuliu� n
era. B, Junginys VD12-09 komplekse su CA II (�zalias,

PDB ID: 4PYX) ir chCA IX (�zydras, PDB ID: 4Q06). Junginio VD12-09 ciklooktilamino

grup
e d
el Phe131 (CA II) didel
es �sonin
es grup
es gali i�ssid
estyti tik hidro�lin
eje CA II aktyviojo

80



Pav. 3.10: te�sinys

centro dalyje. Phe131 pakeitimas i� Val130 (chCA IX) leid�zia junginiui kitaip prisijungti prie

chCA IX aktyviojo centro. Juodai yra pa�zym
etos chCA IX aktyviojo centro aminor	ug�s�ciu�

liekanos, geltonai � CA II. C, Junginiu� VD12-09 (�zydras, PDB ID: 4Q06) ir VD11-4-2

(raudonas, PDB ID: 4Q07) jungimosi prie chCA IX aktyviojo centro palyginimas. Junginiai

chCA IX aktyviajame centre i�ssid
esto gana pana�siai. D, Junginys VD11-4-2 komplekse su

CA II (yra parodytos dvi alternatyvios ligando pozicijos: violetin
e ir violetin
e-raudona; PDB

ID: 4PYY) ir chCA IX (raudonas; PDB ID: 4Q07). Pa�zym
etos yra chCA IX aktyviojo centro

aminor	ug�s�ciu� liekanos. E, F, Junginys VD11-4-2 CA I aktyviajame centre (PDB ID: 5E2M, A

subvienetas). Parodytos dvi alternatyvios ligando pozicijos. (F) atveju ligandas pakei�cia His200

�sonin
es grandin
es pozicija�. His 200 ir His67 �sonin
es grandin
es siaurina CA I aktyvu�ji� centra�.

Siauras CA I aktyvusis centras gali sa�lygoti silpnesni� VD11-4-2 jungima�si prie CA I, lyginant

su CA IX (14 200 kartu�, 710 nM (CA I) ir 0,050 nM (CA IX)).

Junginiu� VD12-09 ir VD11-4-2 jungimasis prie chCA IX (6 mut.) yra palygintas Pav.

3.10C. Jungimosi Kd vert
es atitinkamai yra 25 nM ir 2 nM. I�s kristaliniu� strukt	uru� palyginimo

yra sud
etinga i�vardinti Kd ver�ciu� skirtumo prie�zastis. Viena i�s galimu� prie�zas�ciu� yra ta, kad

VD11-4-2 junginio para-grup
e yra labiau hidro�lin
e, lyginant su junginio VD12-09 grupe

(-SO2- su -S-), ir jos atomai gali sudaryti vandenilinius ry�sius su hidro�line aktyviojo centro

dalimi. Be to, Kd vert
es yra stebimosios. Tikrin
es Kd vert
es mutantiniams baltymams yra

nenustatytos.

Junginiai VD12-09 ir VD11-4-2 prie chCA IX jungiasi atitinkamai 52 ir 30 kartu� stipriau

nei prie CA II, tuo tarpu prie CA IX �sie junginiai jungiasi apie 1 200 kartu� stipriau nei prie CA II.

Ne�zinomi strukt	uriniai faktoriai neleid�zia pasiekti pana�saus jungimosi prie CA IX. I�domu, kad

jungimosi identi�skumas tarp mutantinio baltymo chCA XII ir CA XII yra idealus. I�s Lentel
es

3.8 duomenu� matyti, kad nagrin
ejamu� ligandu� (visi 6) jungimasis prie chCA XII ir CA XII yra

toks pat (skirtumai yra ma�zesni nei 4 kartai). �Siuo atveju CA XII aktyviojo centro pavir�siaus

suk	urimas CA II baltymo aktyviajame centre idealiai pavyko.
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Pav. 3.11: Slopiklio VD11-4-2 jungimosi prie CA XII, chCA IX ir chCA XII palyginimas.

Aminor	ug�s�ciu� liekanos yra nuspalvintos pagal sekan�cia� schema�: chCA IX � �sviesiai raudonai,

CA XII � �sviesiai ro�ziniai ir chCA XII � �sviesiai �zaliai. Zn(II) jonas yra pavaizduotas kaip

m
elynas rutulys. Histidinu� triada, �ksuojanti Zn(II) jona�, yra balta. A, Junginys VD11-4-2

komplekse su chCA IX (raudonas; PDB ID 4Q07) ir chCA XII (tamsiai raudonas; PDB ID

4Q09). Yra pa�zym
etos chCA IX aminor	ug�s�ciu� liekanos. B, Junginys VD11-4-2 komplekse

su CA XII (�sviesiai ro�zinis; PDB ID 4Q0L) ir chCA XII (tamsiai raudonas; PDB ID 4Q09).

Ligandu� i�ssid
estymai sutampa. Yra pa�zym
etos chCA XII aminor	ug�s�ciu� liekanos.

Pav. 3.11 yra parodytas junginio VD11-4-2 jungimosi prie chCA IX, chCA XII ir CA

XII aktyviu�ju� centru� palyginimas. Paveiksle 3.11B parodyta, kad ligandas VD11-4-2 jun-

giasi tiesiog identi�skai prie chCA XII ir CA XII aktyviu�ju� centru�. CA II aktyviojo centro

pakeistu� aminor	ug�s�ciu� pozicijos (chCA XII) sutampa su CA XII aktyviojo centro atitinkamu�

aminor	ug�s�ciu� pozicijomis. Jungimosi Kd vert
es yra vienodos � 6,7 nM (chCA XII) ir 3,3 (CA

XII). Galima apibendrinti, kad CA II aktyviojo centro pertvarkymas i� CA XII aktyvu�ji� centra�

pavyko.

Pav. 3.11A yra palygintas VD11-4-2 junginio jungimasis prie chCA XII ir chCA IX

aktyviu�ju� centru�. Gerai matyti, kad ligando pad
etys sutampa, jungimosi reik�sm
es yra tos pa�cios

� 6,7 nM (chCA XII) ir 2,0 nM (chCA IX).

I�s bendradarbiavimo su kitais tyr
ejais (K. Tars) yra �zinoma, kad junginiai VD11-4-2 ir

VD12-09 prie CA IX aktyviojo centro jungiasi taip pat, kaip ir m	usu� kristalin
ese strukt	urose

chCA IX-VD11-4-2 ir chCA IX-VD12-09 atitinkamai: �uorinto benzensulfonamido ir para-

grupiu� pozicijos sutampa idealiai. Junginio VD11-4-2 meta-grup
es ciklooktilo �ziedas turi dau-

giau laisvos erdv
es strukt	uros CA IX-VD11-4-2 aktyviajame centre, lyginant su chCA IX ak-

tyviuoju centru. Deja, VD11-4-2 ir VD12-09 kompleksu� su CA IX negaliu pateikti, o tik

apra�syti, nes strukt	uros n
era mano ir nepublikuotos PDB duomenu� baz
eje. Pav. 3.12 yra par-

odytas chCA IX ir CA IX (PDB ID: IAI3) aktyviu�ju� centru� palyginimas. Matyti, kad chCA IX

ir CA IX aktyviu�ju� centru� did�zioji dalis aminor	ug�s�ciu� poziciju� idealiai sutampa, tame tarpe ir
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ta�skiniu� mutaciju� Gln67, Ser65 ir Ala204 pozicijos. Leu91 atveju nesutampa �sonin
es grandin
es

pozicija, o Val131 ir Leu135 atvejais yra nustatomas (1,0-1,5 �A) poslinkis. CA IX komplekso

strukt	uroje VD11-4-2 ligando ciklooktilo �ziedas i�ssid
esto truputi� kitaip nei chCA IX aktyvia-

jame centre. Tikriausia, kad �siek tiek skirtingas Leu91, Val131 ir Leu135 erdvinis i�ssid
estymas

chCA IX aktyviajame centre, lyginant su atitinkamomis aminor	ug�stimis CA IX aktyviajame

centre, neleid�zia pasiekti pana�saus jungimosi i� CA IX. Hidro�lin
e CA IX ir chCA IX aktyviu�ju�

centru� dalis, su kuria sa�veikauja ligandas, yra tokia pati.

Pav. 3.12: chCA IX ir CA IX (PDB ID: IAI3) aktyviu�ju� centru� palyginimas. chCA IX aktyviojo

centro aminor	ug�s�ciu� liekanos yra parodytos �zydra spalva, tuo tarpu jas atitinkan�cios CA IX �

�zalia. Pa�zym
etos aminor	ug�s�ciu� liekanos priklauso chCA IX. Didesn
es aminor	ug�s�ciu� liekanos

parodo i� CA II aktyvu�ji� centra� i�vestas mutacijas (chCA IX) ir jas atitinkan�cias aminor	ug�s�ciu�

liekanas CA IX aktyviajame centre. Matyti, kad chCA IX ir CA IX aktyviu�ju� centru� did�zioji

dalis aminor	ug�s�ciu� liekanu� idealiai sutampa, tame tarpe ir ta�skiniu� mutaciju� pagalba i�vestos

liekanos Gln67, Ser65 ir Ala204. Leu91 atveju nesutampa �sonin
es grandin
es pozicija, o Val131

ir Leu135 yra nustatomas (1,5-2,0) �A poslinkis tarp ½CA� atomu�.

Bendru atveju mes tikrai �zinome junginio VD11-4-2 i�ssid
estyma� CA IX aktyviajame centre.

Buvo min
eta, kad para-pakeisti �uorinti benzensulfonamidai jungiasi prie tam tikros CA II, CA

XII ir CA XIII aktyviu�ju� centru� dalies. Mes neturime chCA IX ir CA IX kompleksu� kristaliniu�

strukt	uru� su junginiuVD10-35. Yra �zinoma, kadAZM jungiasi prie tos pa�cios aktyviojo centro

dalies, kaip ir para-pakeisti �uorinti benzensulfonamidai, tod
el VD10-35 junginio pad
etis CA

IX aktyviajame centre yra nusp
ejama (AZM kompleksu� kristalin
es strukt	uros su CA IX (PDB
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ID: 3IAI), CA XII (PDB ID: 1JD0), CA XIII (PDB ID: 3CZV), CA II (PDB ID: 3HS4) ir

CA I (PDB ID: 1AZM)). Tokiu b	udu VD10-35 ir VD11-4-2 junginiai gali b	uti palyginti kaip

skirtingai prie CA IX aktyviojo centro besijungiantys ligandai (kaip molekulin
es poros D1-D4

(prie CA XII)).

Junginys VD11-4-2 prie CA IX jungiasi 1000 kartu� stipriau nei VD10-35 (50 nM (VD11-

4-2) ir 0,050 nM (VD10-35)). Tikriausiai, kad jungimosi stiprumo poky�cio prie�zastys yra

tos pa�cios, kaip ir molekulin
ems poroms D1-D4: hidrofobin
e grup
e meta-pad
etyje sudaro

galimybe� kitai ligando daliai atsidurti aktyviojo centro hidro�lin
es dalies i�duboje. Pagal tikrinius

parametrus [Zubrien
e et al., 2017] junginys VD11-4-2 prie CA IX jungiasi 4 400 kartu� stipriau

nei VD10-35. Termodinaminiu� jungimosi parametru� poky�ciai yra kitokie nei poru� D1-D4

(su CA XII): ∆∆G = -21,8; ∆∆H = 10,7 (nenaudinga); ∆(-T∆S ) = -32,4 (naudinga) (kJ

mol−1). LigandasVD11-4-2 prie CA IX jungiasi geriau d
el naudingo entropijos ind
elio poky�cio.

Junginiu� VD10-35 ir VD11-4-2 jungimosi prie CA IX termodinaminiu� parametru� poky�ciai

neb	utinai turi b	uti pana�s	us i� termodinaminius poky�cius porose D1-D4 (prie CA XII). Skirtingi

aktyvieji centrai turi skirtingas termodinaminiu� parametru� poky�ciu� tendencijas.

Junginys VD11-4-2 prie CA I jungiasi 14 200 kartu� silpniau nei prie CA IX. I�s komplekso

strukt	uros matyti, kad CA I aktyvusis centras junginiui VD11-4-2 yra gana siaurokas: His200

ir His67 �sonin
es grandin
es siaurina CA I aktyvu�ji� centra� (Fig. 3.10E, F). Kitam CA IX

atrankiam slopikliui VD12-09 patekti i� CA I aktyvu�ji� centra� bus dar sunkiau, nes hidrofobin
e

grup
e yra orto-pad
etyje. Junginys VD12-09 prie CA I jungiasi 45 000 kartu� silpniau nei prie

CA IX.

Bendru atveju junginiu� VD11-4-2 ir VD12-09 atrankumas CA IX yra paai�skintas. CA I ir

CA II izoformu� slopinimas n
era pageidautinas, nes �sios izoformos dalyvauja kv
epavimo procese

(CO2/HCO3
− molekuliu� perna�sa). Prie CA IX aktyviojo centro ligandai jungiasi kitaip nei

prie CA I ir CA II aktyviu�ju� centru�. Junginio VD11-4-2 jungimasis prie CA XIII aktyviojo

centro buvo parodytas Pav. 3.4(S1). Jis prie CA XIII aktyviojo centro jungiasi taip pat, kaip

ir prie CA II (violetinis ligandas, Pav. 3.10D). VD11-4-2 ligando jungimosi prie CA IX ir

CA XII skirtumai tikriausiai yra sa�lygoti aktyviu�ju� centru� hidrofobin
es dalies skirtumu� (ligandu�

ciklooktilamino grup
e sa�veikauja su hidrofobine aktyviu�ju� centru� dalimi).

Junginiu� VD11-4-2 ir VD12-09 jungimasis buvo i�stirtas gana detaliai, buvo nustatytos

prie�zastys, kurios sa�lygoja �siu� junginiu� atrankuma� CA IX. Atlikti kristalogra�niai tyrimai tur
etu�

pad
eti �siems junginiams kada nors tapti vaistiniais preparatais.
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I�SVADOS

(1) Buvo nustatytos CA izoformu� CA IV, CA VI ir CA IX kristalinimo sa�lygos. Gauti CA IX

kristalai netinka d
el difrakcijos savybiu� (9 �A). CA VI kompleksu� kristaliniu� strukt	uru� gauti

nepavyko, nors CA VI kristalu� skiriamoji geba buvo gera (1,6-2,0 �A). CA VI baltymas

kristalizuojasi kaip dimeras, kurio aktyvieji centrai yra vienas �salia kito. Esant ligandams,

CA VI kristalai yra nestabil	us. CA IV baltymas kristalizuojasi gana lengvai, jo kristalu�

skiriamoje geba buvo vidutin
e (2,5 �A).

(2) Naudojant rentgenostrukt	urin
es analiz
es metoda�, buvo i�sspre�sta 181 kristalin
e strukt	ura,

i�s kuriu� 61 geros kokyb
es CA-ligandas komplekso kristalin
e strukt	ura buvo pateikta i� PDB

duomenu� baze�. Buvo nustatytos laboratorijoje susintetintu� aromatiniu� sulfonamidu� prisi-

jungimo pozicijos prie 5 karboanhidraziu� izoformu� (CA I, CA II, CA IV, CA XII ir CA

XIII) bei dvieju� CA II mutantiniu� baltymu�, kuriu� aktyvieji centrai yra pana�s	us i� izoformu�

CA IX ir CA XII. Baltymai difragavo skiriamosios gebos 1,1-2,0 �A intervale, kas leido nus-

tatyti tikslias sulfonamidiniu� ligandu� pozicijas kompleksuose. Baltymu� strukt	uros aktyvi-

uosiuose centruose, lyginant baltymus be ir su ligandu, netur
ejo strukt	uri�skai reik�smingu�

skirtumu�, tod
el vyraujanti jungimosi energiju� prie�zastis slypi pa�ciame jungimosi, o ne

konformaciniu� pakitimu� procese. Daugeliui ligandu� yra nustatyta daugiau nei viena strukt	ura

su skirtingomis CA izoformomis, kas yra svarbu atrankaus jungimosi prie taikinio mechanizmu�

tyrimams.

(3) Buvo i�snagrin
eti slopikliu� VD11-4-2 ir VD12-09 atrankuma� CA IX sa�lygojantys veik-

sniai. Junginys VD11-4-2 labai stipriai jungiasi prie CA IX (apie 50 pM). Mes turime

6 kompleksu� kristalines strukt	uras su �siuo junginiu: prie keturiu� izoformu� CA I, CA II,

CA IX, CA XII ir dvieju� CA II mutantiniu� baltymu� (chCA IX ir chCA XII) (PDB ID:

5E2M, 4PYY, 4Q0L, 4Q09, 4Q07, 5E2N). Junginys VD11-4-2 yra perspektyvus CA IX

slopiklis.

(4) Buvo nustatytos koreliacijos tarp jungimosi tikriniu� termodinaminiu� parametru� ir strukt	uriniu�

parametru� i�s CA-ligando kompleksu� kristaliniu� strukt	uru�. Po hidrofobin
es grup
es prik-

abinimo ligandai da�zniausiai jungiasi labiau entropi�skai negu entalpi�skai. Hidrofobin
es

grup
es i�vedimas kartais gali netur
eti jokios i�takos jungimosi stiprumui, tokiais atvejais

yra nustatoma, kad modi�kuotas ir pradinis junginys gali tur
eti ta� pa�cia� pozicija� taikinio

aktyviajame centre. Dideli jungimosi poky�ciai po hidrofobin
es grup
es i�vedimo gali reik�sti,

kad modi�kuotas junginys kitaip sa�veikauja su taikinio aktyviuoju centru ir jungimosi

termodinaminiu� parametru� poky�ciai gali b	uti i�vair	us.
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