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SANTRUMPOS

BVTS Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyrius

CA Zmogaus karboanhidraze

CARP | karboanhidraze panasus baltymas (angl. carbonic anhydrase-related protein)
PDB ID baltyminiy struktury duomeny bazés baltymo struktura Zymintis kodas (angl. Protein
Data Bank)

FTSA fluorescencinis terminio poslinkio metodas (angl. Fluorescence thermal shift assay)
HEPES 2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-iljetansulfoniné rugstis

ITC izoterminé titravimo kalorimetrija (angl. Isothermal titration calorimetry)

K;; slopinimo pusiausvyros konstanta

K, disociacijos pusiausvyros konstanta

MES 2-(N-morfolino)etansulfoniné rugstis

PEG polietilenglikolis

PEG2000mme polietilenglikolio metilo eteris (vidutiné molekuliné masé 2.000)

SPR paviriaus plazmono rezonansas (angl. Surface plasmon resonanse)

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

T, lydymosi temperatura

VdV van der Valso jégos (saveikos)



IVADAS

Siuo metu farmacijos bendrovése, o taip pat ir mokslo tyrimy institucijose nauji vaistai
dazniausiai i§ pradziy yra kuriami pasirenkant molekulinj taikinj, kurj turéty veikti vaisto
molekulé, kad padéty gydyti norima liga. Molekulinis taikinys dazniausiai buna baltymas,
kurio raiska dél ligos gali buti padidéjusi. Tokiu atveju vaistiné medziaga (ligandas) turéty
dideliu giminingumu jungtis prie baltymo-taikinio ir griztamuoju budu slopinti (inhibuoti) bal-
tymo funkcija. Jei baltymas yra fermentas, reikety slopinti jo katalizinj aktyvuma. Siuolaikiniai
bioinformatiniai metodai vis dar néra igsivyste iki tokio lygio, kad remiantis taikinio struktura,
buty galima surasti liganda, kuris atrankiai slopinty reikiamg taikinj. Molekulinis atpazinimas
lieka nepilnai suprastu reiskiniu. Vaisty kurimas negali apsieiti be Siuolaikiniy biofizikiniy
metody, kurie padeda detaliai analizuoti saveikas tarp baltymuy ir ligandy. Baltymy kristalo-
grafija yra vienas i§ placiausiai naudojamy strukturiniy metody, kuriy pagalba galima nustatyti
atomine baltymo makromolekulés struktura ir gauti baltymo-ligando komplekso strukturos trijy
matmeny (3D) vaizda. Nustatytos strukturos yra jrodymas, kad tiriamas ligandas jungiasi bal-
tymo aktyviajame centre. Be to, ligando ir baltymo saveikos strukturiné informacija yra labai

svarbi atrankaus jungimosi mechanizmo nustatymui.

Kaip taikinys vaisty kurimui buvo pasirinktos Zmogaus karboanhidrazés (CA, 4.2.1.1), kurios
priklauso didelei metalo fermenty Seimai, kuri randama visose gyvose lastelése. Jos katalizuoja
anglies dioksido hidratacijos reakcija, kai CO5 molekulé yra ver¢iama i du vandenyje tirpius jonus
(HCO3~ ir protong). Zmogaus karboanhidrazés priklauso a-Seimai ir yra svarbios jvairiems
fiziologiniams ir patologiniams procesams. Zmogaus genomas turi 15 CA izoformy, i3 kuriy 12
pasizymi kataliziniu aktyvumu. Yra isskiriama keletas CA izoformy, kuriy veikla esant tam
tikroms salygoms, siejama su sunkiais susirgimais (pvz., su véZzio progresavimu susijusios CA
IX ir CA XII [Frost and McKennaj, 2014, [Lou et al.l [2011} [Pettersen et al.,|2014]) ir kurios yra

farmakologigkai tyrinéjamos. CA XII yra Zinoma kaip antiglaukominis taikinys.

Siame darbe buvo tiriami naujai susintetinti pirminiai sulfonamidiniai slopikliai. Sulfon-
amidai ir juy dariniai priklauso gana senai CA slopikliy klasei, kurios junginiai yra gana sékmingai
naudojami jvairiy negalavimuy, susijusiy su CA izoformy veikla, gydymui. Nepaisant to, atrankiy
CA slopikliy kurimas vis dar yra aktualus dalykas, ypac¢ kalbant apie CA IX ir CA XII, kurios
yra susijusios su véZio progresavimu. Atrankus junginiai turi maZesne vaisto $alutiniy poveikiy

pasireiskimo tikimybe ir leidzia kombinuoti juos su kitais preparatais.

CA izoformy aktyvieji centrai tarpusavyje yra strukturiskai panasus [Pinard et al., 2015b].
CA aktyvusis centras yra lokalizuotas baltymo pavir§iaus kuginés formos iduboje, kurios gylis
ir plotis yra apie 15 A. Idubos dugne yra lokalizuotas tetraedrinis trijy histidiny ir Zn(II) kom-

pleksas. Izoformy aktyviyju centry panaSumai apsunkina itin maZy koncentracijy diapazone



veikiancio slopiklio kurima (K, yra nM ar net pM eilés), kuris buty atrankus tik tam tikrai

vienal CA izoformai.

Detalesnei baltymo ir ligando tarpmolekuliniy saveiky analizei buvo panaudotas baltymuy
kristalografijos metodas, kurio pagalba buvo nustatytos atominés skiriamosios gebos baltymo-
ligando komplekso kristalinés strukturos. 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 IT mutantiniai baltymai (chimeriniai baltymai), kai tagkiniy mutacijy pa-
galba buvo bandoma imituoti CA IX ir CA XII aktyviuosius centrus. CA II mutantiniy baltymuy
kurimas remiasi CA izoformy aktyviojo centro auksto laipsnio strukturiniais panasumais [Pinard
et al.,2015b|. Kaip tyrinéjimo modelis, CA II mutantiniai baltymai galéty buti ypa¢ aktualus,
kai tikslinés CA izoformos gryninimo iSeiga yra labai maza arba gryninimo kagtai yra dideli. Be

to, CA II mutantiniy baltymy kristaly savybés turéty buti panagios | CA II kristaly savybes.

Tiriami ligandai buvo susintetinti BVTS dr. V. Dudutienés ir dr. E. Capkauskaités. Ligandy
ir CA izoformy aktyviyju centry saveikos strukturinius parametrus buvo siekiama
susieti su tikriniais jungimosi termodinaminiais parametrais. Kaip Zinoma, sulfonamidiniy
slopikliy stebimieji jungimosi termodinaminiai parametrai priklauso nuo eksperimento salygy
(pH ir buferinés medZiagos) bei baltymo ir ligando fizikiniy savybiy (pK, ir protonizacijos en-
talpijos). Buvo analizuojami tikriniai ligando jungimosi prie taikinio termodinaminiai parame-

trai, kurie apraso tik tiriamo ligando saveika su CA.

Darbo tikslas: Nustatyti keleto CA izoformy kompleksy su eile sulfonamidiniy slopikliy
kristalines strukturas, naudojant Rentgeno strukturinés kristalografijos metoda. ISsprestose
kompleksy strukturose iSnagrinéti ligandy saveikas su CA baltymu ir nustatyti saveikos mech-
anizmus, kurie lemia atranky bei stipry jungimasi prie CA izoformuy bei ieskoti jungimosi

strukturos-termodinaminiy parametry koreliacijy.

Darbo uZdaviniai:

(1) nustatyti CA IV, CA VA, CA VB, CA VI, CA VII ir CA IX kristalinimo salygas;

(2) spresti CA izoformy ir CA IT mutantiniy baltymy kompleksy su naujai susintetintais aro-

matiniais sulfonamidais kristalines strukturas;

(3) nustatyti strukturinius jungimosi faktorius, kurie salygoja junginio VD11-4-2 atrankuma

CA IX, lyginant su kitomis CA izoformomis — CA I, CA II, CA XII ir CA XIIT;

(4) iSnagrinéti slopikliy issidéstyma CA izoformy aktyviajame centre, nustatyti kontaktus bei
saveikos rugis su baltymo aminorugstimis. IeSkoti koreliacijy tarp ligando saveikos su
taikiniu strukturiniy parametry ir jungimosi tikriniy termodinaminiy parametry kristalinése

strukturose.



Darbo mokslinis naujumas ir praktiné verté:

(1)

Siame darbe buvo publikuota 61 kristaline struktiira PDB duomeny bazéje. Tai buvo
naujai susintetinty sulfonamidiniy slopikliy kompleksai su penkiomis CA izoformomis (CA
I, CA II, CA 1TV, CA XII, CA XIII) ir dviem CA II mutantiniais baltymais. DidZiausia
CA izoformy dalj PDB duomeny bazéje sudaro ligandy kompleksai su CA II (apie 500, i§
kuriy 25 mano spresti). Mano spresti ligandy kompleksai su CA XII ir CA XIII sudaro
pagrindine dalj i§ visy kompleksy su CA XII (14 i§ 17) ir CA XIII (12 i§ 14) PDB duomeny
bazéje. Daugeliui ligandy yra i§spresta daugiau nei viena struktura su skirtingomis CA
izoformomis, tai yra svarbu atrankaus jungimosi prie taikinio mechanizmy tyrimams. Buvo

papildyta CA I (4 i§ 25) ir CA IV (1 i§ 10) kompleksy su ligandais jvairove.

Gautos kompleksy kristalinés strukturos buvo detaliai istirtos. Nustatyti saveiky tipai
ir tirlamy ligandy jungimosi CA aktyviajame centre budai. Pasiulyti ligandy saveikos
su taikiniu mechanizmai, kurie paaiskina jungimosi gimininguma. Tiriant jy kompleksy

kristalines strukturas, buvo paaigkintas atrankiy CA IX ligandy jungimasis.

Buvo nustatytos ir aprasytos jungimosi termodinaminiy parametry pokyé¢iy tendenci-
jos strukturiskai panasiems junginiams. Tai yra svarbu naujy junginiy su norimomis

savybémis kurimui.

Siuolaikiniai bioinformatiniai ligando-baltymo jungimosi tyrimo metodai negali apsieiti be
eksperimentiniy duomeny. Kristalinése strukturose yra nustatoma, kaip ligandas saveikauja
su taikinio molekuliniu pavir§iumi. Literaturoje kiekvienam ligando-CA izoformos kom-
pleksui yra pateikti jungimosi termodinaminiai parametrai, kai kuriems i§ jy yra ivertinti
jungimosi kinetikos parametrai. Kristalografiniai, termodinaminiai ir kinetiniai jungimosi
parametrai sudaro kokybiska duomeny rinkinj 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 IT ir CA XIII aktyviyju centry. Ligando VD11-4-2 meta-padéties ciklooktilo
Ziedas sudaro saveika su CA IX aktyviojo centro hidrofobine dalimi, kas CA I, CA II ir
CA XIII aktyviuosiuose centruose néra jmanoma dél strukturiniy skirtumy tarp aktyviyjy

centry.

chCA IX (CA II daugybinis mutantas, kurio aktyvusis centras panasus i CA IX aktyvuji
centra) aktyvusis centras nepilnai atkartoja CA IX aktyviojo centro molekulinj pavirsiy jo

hidrofobinéje dalyje.

Jei para-pakeistas junginys ir papildomu pakaitu modifikuotas junginys prie taikinio ak-

tyviojo centro jungiasi kristalografiSkai panasiai, tai to papildomo hidrofobinio pavir§iaus



pridéjimas dazniausiai nepakei¢ia junginio jungimosi stiprumo, bet entalpija ir entropija
keiéiasi stipriai bei dazniausiai yra nustatomas entalpijos-entropijos kompensavimo reiskinys,
kai nepalanky jungimuisi entalpijos indélio pokytj kompensuoja entropijos indélio pokytis.
Skirtingai prie taikinio besijungian¢iam modifikuotam ir pradiniam ligandui jungimosi ter-

modinamikos poky¢iai gali buti jvairus.
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1 LITERATUROS APZVALGA

Karboanhidrazés yra didelé Seima metalo fermentu, kurie katalizuoja anglies dioksido
hidratacijos reakcija (EC 4.2.1.1). Savaiminé anglies dioksido hidratacijos reakcija, kurios metu
maziau tirpi neutrali CO5 molekulé yra verc¢iama j du vandenyje gerai tirpius jonus (bikarbonata
ir protona), yra létas procesas. Karboanhidrazés pagreitina CO2 dujy apykaitos procesa, vers-
damos COy molekules j jonus. Karboanhidrazés dalyvauja pH homeostazés procese dél katali-

zuojamos reakcijos metu atsirandanéiy protony (H™).

2017 metais buvo isskiriamos septynios karboanhidraziy seimos — «v, 3, 7y, 9, ¢,  ir  [Supuran,
2017a), tai trimis §eimomis daugiau nei 2008 metais [Supuran) [2008]. a-eimos karboanhidrazés
randamos stuburiniuose, pirmuonyse, daugumoje Gram-neigiamuy bakterijy, jurzolése, Zaliyju
augaly citoplazmoje. [-8eimos karboanhidrazés yra pladiai paplitusios bakterijose, archéjose,
grybuose ir augaluose (vienaskil¢iuose ir dviskilGiuose). Archéjose, bakterijose ir kai kuriose
cianobakterijose yra paplitusios y-8eimos karboanhidrazés. J-, (- ir 6-Seimy karboanhidrazés
yra randamos titnagdumbliuose, 7-§eimos karboanhidrazés yra aptinkamos pirmuonyse, kurie

priklauso Plasmodium spp.

Titnagdumbliuose d- ir (-Seimy karboanhidrazés yra svarbios COs dujuy fiksacijos i§ aplinkos
procesams. PanaSu, kad 6-Seimos karboanhidrazés titnagdumbliuose yra svarbios fotosintezés
procesui, vykstanciam titnagdumblio Phaeodactylum tricornutum tilakoiduose (chloroplasto dalis).
n-Seimos karboanhidrazés veikla pirmuonyse yra mazai tyrinéta, gali buti, kad jos dalyvauja de

novo purino/pirimidino biosintezés keliuose.

1.1 Zmogaus karboanhidrazés (CA) ir juy izoformos

Zmogaus CA izoformos priklauso a-Seimai, kurioje aptikta 15 izoformy. CA izoformos
turi skirtingus katalizinius aktyvumus, pasiskirstyma lasteléje (citoplazmoje, membranose ir
mitochondrijose, yra sekretuojamos CA) ir audiniuose, rai§kos lygius ir oligomering busena
(monomeras, dimeras) [Alterio et al. |2012, |Supuran| [2008| (Lentelé . CA dalyvauja

ivairiuose fiziologiniuose ir patologiniuose procesuose:
(1) kvépavimo procese — COy/HCO3~ molekuliy pernasa;
(2) pH ir CO2 homeostazéje;
(3) biosintezés keliuose (gliukoneogenezéje, lipogenezéje, ureagenezéje);
(4) kauly rezorbcijoje, kalcifikacijoje;

(5) elektrolito sekrecijoje i audinius ir organus;

11



(6) naviko formavime.

Trys i§ 15 Zmogaus CA izoformy yra lokalizuotos citoplazmoje ir neatlieka anglies dioksido
hidratacijos reakcijos, nes néra kataliziskai aktyvios. Neaktyvios CA izoformos (CARP: CA VIII,
CA X ir CA XI) antrine, tretine baltymo struktura yra analogiskos aktyvioms CA izoformoms,
bet ju aktyviajame centre néra konservatyvios Zn(II) jona suriSancios strukturos — histidiny
triados [Aspatwar et al., [2014]. Viena ar kelios histidiny triados aminorugs¢iy liekanos yra
pakeistos kitomis aminorugsciy liekanomis. CARP katalizinis aktyvumas gali buti atkurtas,
sugrazinus histidiny triados strukturg. CARP funkcijos i§ dalies yra Zinomos, jy molekuliniai
pavirSiai yra svarbus kity baltymuy molekuliniam atpazinimui. PavyzdZiui, yra Zinoma, kad
CARP VIII saveikauja 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§ ju yra aptinkamos citoplazmoje — CA I,
CA 11, CA III, CA VII ir CA XIII. Keturios izoformos yra membraninés, i§ kuriy CA IV -
pavirginé, CA IX ir CA XII — integraliosios ir CA XIV — inkariné. Dvi izoformos yra lokalizuotos
lastelés organoiduose — mitochondrijose (CA VA ir CA VB). CA VI izoforma yra sekretuojama,
pavyzdziui, randama Zmogaus burnos seiliy sekrete [Patrikainen et al., 2014]. Membraniné
CA IX izoforma dél alternatyvaus splaisingo gali buti sutinkama dimerinéje ir monomerinéje

busenoje [Barathova et al., |2008].

Lentelé 1.1: CA ir jy savybés. Lentelé sudaryta pagal duomenis i§ |[Alterio et al., 2012]

apzvalgos.

CA | Pasiskirstymas Lasteliné | Katalizinis| Siejami susirgimai | Oligome-

audiniuose/organuose lokalizacija| aktyvu- riné
mas busena

I eritrocituose, akyse, citozolis zemas makulos/smegeny | monomeras
virskinamajame trakte edema

11 eritrocituose, akyse, citozolis aukstas glaukoma, monomeras
virskinamajame edema, epilep-
trakte, inkstuose, sija, aukstumy
smegenyse, plauciuose, ligos
kauly osteoklastuose,
seklidése

111 adipocituose, skeleto citozolis labai oksidacinis stresas | monomeras
raumenyse Zemas
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v

inkstuose, plauc¢iuose,
smegeny kapil-
iaruose, akyse,
girdies raumenyje,
virskinamajame
trakte, gaubtinéje

zarnoje, kasoje

membrana

aukstas

glaukoma, pig-
mentinis retinitas,

insultas

monomeras

VA

kepenyse

mitochon-

drijos

vidutinis

nutukimas

monomeras

VB

Sirdies ir skeleto
raumenyse, ka-
soje, inkstuose,
virskinamajame
trakte, stuburo

smegenyse

mitochon-

drijos

aukstas

nutukimas

monomeras

VI

Seiliy ir pieno liaukose

sekretas

vidutinis

éduonis

monomeras

VII

centrinéje nervy siste-

moje

citozolis

aukstas

epilepsija

monomeras

VIII

centrinéje nervy siste-

moje

citozolis

néra,

neurodegeneracinés

ligos, vézys

monomeras

IX

virgkinamojo trakto

gleivinéje, navikuose

membrana

aukstas

Vezys

dimeras

centrinéje nervy siste-

moje

citozolis

néra,

néra duomeny

monomeras

XI

centrinéje nervy siste-

moje

citozolis

néra,

néra duomeny

monomeras

XII

akyse, navikuose,
inkstuose, Zarnyno
epitelyje, smegenyse,
dauginimosi organy

epitelyje

membrana

aukstas

VezZys

dimeras

XIII

dauginimosi
organuose, smegenyse,
plaudiuose, inkstuose,

zZarnyne

citozolis

zemas

nevaisingumas

monomeras

XI1v

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 tyrinéjama buvo CA II, todél mechanizmo apragyme bus naudojamos CA II aminorugg¢iy
liekanos ir ju numeravimas (kaip kristalingje strukturoje PDB ID: 1CA2). Pirmame paveiksle
(Pav. yra parodytas anglies dioksido hidratacijos reakcijos katalizés mechanizmas, kuris

gali buti suskirstytas i keturias stadijas:

(1) CA aktyviajame centre esantio tetraedrinio komplekso ,Histidiny triada—Zn(II)-OH™”
hidroksido jonas OH™ yra paruogtas nukleofilinei atakai (Pav. (1)).

(2) Hidroksido jonas OH™, prisijunges prie Zn(II), atakuoja COy molekule (Pav. (2)).
CO2 molekulés suri§imui yra svarbi hidrofobiné aplinka, kuria CA II aktyviajame centre
formuoja Vall121, Val143, Leul98 ir Trp209 Soninés grandinés. CA II-CO4 kompleksas yra
parodytas kristalinéje strukturoje 2VVB. CO, molekulés orientavimui prie§ nukleofiline

ataka taip pat yra svarbios saveikos su Zn(II) ir hidroksido jonu, esanéiu komplekse su

Zn(IT).

(3) Po nukleofilinés atakos susidaro bikarbonato jonas, kuris lieka prie Zn(II) jono (Pav.
(3)). CA II-HCO3~ kompleksas yra parodytas kristalinéje strukturoje 2VVB.

(4) Aktyviojo centro vandens molekulé pakei¢ia bikarbonato jona prie Zn(II) jono (Pav.
(4)). Bikarbonato jonas palieka CA aktyvyji centra. Susidares kompleksas ,Histidiny
triada~Zn(IT)-OHy” néra aktyvus, nes negali atlikti kitos CO5 molekulés nukleofilinés
atakos. Kita vandens molekulé ar Thr199 veikdami kaip bazé (kitaip tariant, protony
akceptorius) deprotonizuoja vandens molekule, esané¢ia komplekse su Zn(II). Deprotoniza-
vimas ir protono i§neg§imas j buferj yra CA katalizuojama reakcijg limituojantys veiksniai
[Ulmasov et al.,2000]. Protono isnesimui i§ aktyviojo centro yra svarbi aminorugstis His64,
kuri yra konservatyvi tarp CA izoformy. Jos (His64) Soniné grandiné yra sutinkama CA
izoformy kristalinése strukturose dviejose pozicijose. His64 aminorugsties Soniné grandiné
gali buti nukreipta j aktyviojo centro vidy arba sudaryti w-7 saveika su triptofano Sonine
grandine (Trp5). Aminorugsciy His10, His15, His17, His3 ir His4 (CA II) Soninés grandinés

dalyvauja tolimesniame protono pernesime i§ aktyviojo centro j buferj.
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Payv. 1.1: Zmogaus CA anglies dioksido hidratacijos reakcijos mechanizmas. 1) Komplekse su
Zn(II) jonu esantis hidroksido jonas (OH™) yra paruostas nukleofilinei atakai. 2) I aktyvuji
centrg patenka anglies dioksido molekulé (COs), kurig atakuoja hidroksido jonas.

3) Bikarbonato jonas (HCO3 ™) vis dar prisijunges prie Zn(II). 4) Bikarbonato jona prie Zn(II)
pakeiéia vandens molekulé, kuri bus deprotonizuojama. Deprotonizavimas ir protono iSnesimas

i§ aktyviojo centro yra CA katalizuojama reakcija limituojantys veiksniai.
1.3 Zmogaus CA kristalinés strukturos
1.3.1 CAI1

Pirmoji CA T kristaliné struktura buvo apragyta publikacijoje [Kannan et al.|[1975], kurioje
CA T izofermentas yra vadinamas Zmogaus eritrocity karboanhidraze B (pagal CA I baltymo
buvimo vieta). CA I kristalinimo salygos buvo aprasytos publikacijoje [Kannan et al., |1972a].
Po tam tikro laiko CA I kristaliné struktura buvo perziuréta ir patikslinta ([Kannan et al.,
1984, PDB ID: 2CAB). Straipsnyje [Kumar and Kannan| [1994] buvo aprasyta CA I komplekso
su bikarbonato jonu struktura, kai bikarbonato jonas yra prisijunges prie Zn(II) kaip monoden-
tatinis ligandas, t.y. sudaromas vienas koordinacinis rysys (PDB ID: 1HCB). Kitos kristalinés
CA T kompleksy strukturos buvo nustatytos su anijoniniais ligandais: 17, CN~ (|[Kumar et al.,
1994], PDB ID: 1HUH, 1HUG). Idomus strukturinis artefaktas buvo apragytas straipsnyje [Fer-
raroni et al., 2002|, kai CA I mutantinio baltymo aktyviajame centre po His67 pakeitimo j Arg67
susiformavo antra Zn(II) jona suriSanti struktura, sudaryta i§ His64, His200 ir Arg67 Soniniy

grandiniy (PDB ID: 1JV0).

Siuo metu PDB duomeny bazéje yra paskelbta apie 25 CA I kristalinés strukturos, i§ kuriy
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keturios yra mano sprestos.

1.3.2 CAII

CA 1I izoformos kristalinés strukturos sudaro didziausia visy CA kompleksy kristaliniy

struktury dalj PDB duomeny bazéje (vir§ 400). Pirmoji CA II struktura buvo apraSyta pub-

likacijose |Kannan et al., [1972b] [Liljas et al.| [1972] ir CA II baltymas yra jvardijamas kaip

7mogaus eritrocity karboanhidrazé C (pagal baltymo buvimo vieta). Pirmosios CA II kristalinés

struktiros turéjo apie 2 A skiriamaja geba, kuri buvo patikslinta, t.y. nustatyti vandens ir kity

molekuliy pikai |[Eriksson et al., [1988]. Aukstesnés skiriamosios gebos struktiros buvo i§sprestos

gerokai véliau (nuo 2007m.) ir leido apZvelgti vandens molekuliy tinklus CA II aktyviajame

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

Zn(I1) jona suriSancios strukturos tyrimai. CA II katalizinio aktyvumo bei jos atrankumo
Zn(II) jonui pokyciai buvo tiriami pakeifiant histidiny triados aminorugsé¢iy liekanas. Nus-

tatyta, kad His94 pakeitimas i Asp94 sumazina CA II atrankuma Zn(II) jonui bei jos katalizinj

aktyvuma [Kiefer et al., [1993]. His94 pakeitimas j Cys94 neleidzia CA II baltymui suristi Zn(IT)

jono aktyviajame centre [Alexander et al. [1993]. Kei¢iant histidiny triados His94 arba His119

aminorugsti i asparagino arba glutamino aminorugsti, CA kataliziné funkcija islieka (|Lesburg
1997], PDB ID: 1H4N (mut. N94H), 1H9N (mut. N119H), 1H9Q (mut. Q119H) ir 2H4N
(N94H) ). Zn(II) jono suri§imo poky¢iai po dviejy histidiny triados histidiny pakeitimo i cis-

teino ir asparto aminorugstis yra aprasyti straipsnyje (|Ippolito and Christianson, [1994], PDB

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

pakeitimas j Cys96 neleidzia CA baltymui suristi Zn(II) jono aktyviajame centre.

CA II, neturinéios Zn(II) jono, tyrimai. Pirmosios CA II kristalinés strukturos, ne-

turin¢ios Zn(II) jono aktyviajame centre, buvo paskelbtos publikacijoje ([Haakansson et all

1992, kristalinés strukturos PDB ID: 2CBA, 2CBB, 2CBC, 2CBD ir 2CBE), kur palygintas

vandens molekuliy iSsidéstymas aktyviajame centre esant Zn(II) jonui ir be jo. Nustatyta, kad
katalizinio Zn(II) jono pagalinimas turi jtaka CA II baltymo stabilumui — baltymas i§sivynioja
8 °C laipsniais Zemesnéje temperaturoje, lyginant su CA II izofermento, aktyviajame centre

turin€io Zn(II) jona, lydymosi temperatura. Zn(II) jono praradimas neturi jtakos CA II tretinei

strukturai bei vandens molekuliy tinklui CA II aktyviajame centre [Avvaru et al., 2009|. Pub-

likacijoje [Domsic et al., 2008 parodyta, kad CO2 suri§imui CA aktyviajame centre yra svarbi

hidrofobiné kigené, kuria CA II atveju suformuoja aminorugstiy Vall2l, Vall43, Leul98 ir
Trp209 Soninés grandinés, nes COy molekulé randama kristalinés strukturos aktyviajame centre

tokioje patioje padétyje, esant paSalintam Zn(II) jonui.

CA II aktyviojo centro Zn(II) jono pakeitimas i kity metaly jonus buvo tyrinétas gana

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

aktyviajame centre turi didesnj ligandy skaiéiy, lyginant su Zn(IT) jonu, kurio kompleksas yra
tetraedrinis — , Histidiny triada—Zn(II)-HyO”. CA II baltymas, kurio aktyviajame centre vietoj
Zn(IT) jono yra Mn(II), Cu(Il) arba Ni(II), yra neaktyvus.

Kity aminorugséiy liekany, esanéiy Salia Zn(II), tyrimai. Ippolito ir jo kolegy straip-

snyje |Ippolito and Christianson) [1993] yra aprasytas Thr199 pakeitimas i Cys199 ir jo jtaka CA

IT funkcijai. Nustatyta, kad Thr199 yra svarbus vandens molekulés/OH™ jono, atliekan¢io CO4
molekulés nukleofiline ataka hidratacijos reakcijos metu, koordinacijoje. Po minétos mutacijos

buvo nustatyta, kad atrankumas Zn(II) jonui padidéja, o CA II katalizinis aktyvumas sumazéja.

Straipsnyje (|Krebs et al., [1993|, PDB ID: 1CVA ir 1CVB) yra apradyta eilé tagkiniy mutacijy
Thr199Val, Thr199Ala, Thr199Ser ir Thr199Pro bei teigiama, kad Thr199 yra taip pat svar-

bus katalizés produkto pereinamosios busenos stabilizavimui reakcijos metu. Pakeitus Thr199 j
Asp199, 200 karty (iki Ky = 20 fM) padidéja 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 Glul06 bei jy saveika yra svarbios optimaliai OH™

jono, esan¢io komplekse su Zn(II) jonu, orientacijai.

Buvo tiriamos Zn(II) jono ,antrosios koordinacijos sferos” aminorugstys, kurios stabilizuoja
histidiny triados Soniniy grandiniy erdvines padétis, siekiant nustatyti ju itaka Zn(II) surisimui
ir CA II kataliziniam aktyvumui. Parodyta, kad GIn92, kuris sudaro vandenilinj rysj su His94
$onine grandine, ir Glull7 (vandenilinis rySys yra sudaromas su His119) taskinés mutacijos
kei¢ia CA II atrankuma Zn(II) jonui bei CA II katalizinj aktyvuma. CA II katalizinis aktyvumas
galimai pasikei¢ia dél vandens molekulés, esancios komplekse su Zn(II), pK, pokyciy (|Lesburg
land Christianson| [1995], PDB ID: 1CNK, 1CNI, 1CNJ, 1CNH ir 1CNG, |[Huang et al.l [1996],
PDB ID: 1ZSA, 1ZSB ir 1ZSC).

Buvo tyrinéjamos hidrofobinés aminorugstys (Phe93, Phe95 ir Trp97), kurios dalyvauja

His94 ir His96, priklausanc¢iy histidiny triadai, erdviniame orientavime. Jy hidrofobinés Soninés

grandinés yra iSsidésciusios baltymo hidrofobiniuose branduoliuose ([Cox et al., 2000|, PDB

ID: 1IFQL, 1IFQM, 1FQN, 1FQR, 1FR4, 1FR7, 1FSN, 1FSQ ir 1FSR). Nustatyta, kad minétos

hidrofobinés aminorugstys yra svarbios Zn(II) jona atpaZjstanciy Soniniy grandiniy erdviniam

i§sidéstymui.

CA protony pompos tyrimai. Kaip yra Zinoma, His64 aminorugsties liekanos Soniné

grandiné gali buti aptinkama dviejose alternatyviose pozicijose CA II kristaliniy struktury ak-

tyviajame centre, priklausomai nuo pH vertés (|Nair and Christianson| (1991] (PDB ID: 1CA3
ir IHCA), [Krebs et al| [1991] (PDB ID: 5CA2)). Buvo igkelta prielaida, kad His64 Foniné

liekana gali dalyvauti katalizés reakcijos metu susidarantiy protony i$nesime i§ CA aktyviojo

centro. Protony iSnesimas yra svarbus naujam katalizés ciklui, nes anglies dioksido molekulé yra
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atakuojama hidroksido jonu (OH™), esanc¢iu komplekse su Zn(II) jonu. Eile taskiniy mutacijy

buvo patvirtinta, kad protonai i§ aktyviojo centro yra kryptingai i§neSami (McKenn’os ir Chris-

tianson’o grupés: [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,
et al, 2005], PDB ID: 1T9N, 1TBO, 1TBT, 1TE3, 1TEQ, 1TEU, 1TG3, 1TGY, 1THY ir 1THK,
[Bhatt et all, [2005], PDB ID: 1YOO, 1YO1 ir 1YO2, [Fisher et all [2007b], PDB ID: 2NWO,
ONWP, 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,
, PDB ID: 3RLD, [Mikulski et al., [2013], PDB ID: 3TVO, 3TVN ir 4IDR,
2011b], PDB ID: 3RG3, 3RG4 ir 3RGE). Protony i$nesimo i§ CA aktyviojo centro tyri-

mai buvo atliekami naudojant neutrony difrakcijos metoda, kai yra nustatomas aminorugsciy
$oniniy grandiniy protonizavimas deuteriu (D arba 2H) bei DO molekuliy erdvinés orientacijos.
Neutrony difrakcijos eksperimente gali buti naudojami tiktai dideli ir stabilus baltymo krista-
lai. CA II kristalai tinka neutrony difrakcijos eksperimentams, buvo gauta pirmoji struktura
(|Budayova-Spano et all 2006], PDB ID: 2AX2). CA II neutrony difrakcijos tyrimus taip pat
atliko McKenn’os grupé: ([Fisher et all 2010], PDB ID: 3KKX, |[Fisher et al., [2011], PDB ID:
3TMJ, [Fisher et al| [2012|, PDB ID: 4GOC, [Michalczyk et all, [2015], PDB ID: 4Q49 ir 4Y0J).

1.3.3 CA 1V

Pirmoji CA IV kristaliné struktura buvo apragyta straipsnyje [Stams et al. [1996]. Jos
skiriamoji geba yra 2,8 A (PDB ID: 1ZNC). PDB duomeny bazéje yra paskelbta 10 CA IV

kristaliniy struktury, i§ kuriy viena yra mano iSspresta (|[Mickeviciuté et al. 2017|, PDB ID:
5IPZ).

1.3.4 CA VI

Pirmoji CA VI izoformos kristaliné struktiira buvo aprasyta straipsnyje (|[Pilka et al.,[2012],

PDB ID: 3FE4). Si izoforma kristalizuojasi kaip dimeras. Siuo momentu PDB duomeny bazéje
néra CA VI kristaliniy struktury su slopikliais.

1.3.5 CAIX

Pirmoji CA IX katalizinio subvieneto kristaliné struktiira buvo aprasyta straipsnyje (JAlterio)
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 kristalinés strukturos gavimui. CA IX kristalinés strukturos aktyviajame centre yra

slopiklio molekulé — acetazolamidas (AZM). Naujos CA IX kompleksy su slopikliais kristalinés
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strukturos yra apraSytos straipsnyje (|Leitans et al., |2015], PDB ID: 5FL6, 5FL5 ir 5FL4), kai
CA IX neglikozilintas katalizinis domenas buvo ekspresuotas mielése. Tai yra CA IX kompleksai
su tiofeno dariniais. Neseniai buvo paskelbta iki §iol auks¢iausios skiriamosios gebos CA IX

struktiira ([Mahon et al.| 2016], PDB ID: 5DVX (1.6 A)).

1.3.6 CA XII

Pirmoji CA XII kristaliné struktura buvo aprasyta publikacijoje ([Whittington et al., 2001],
PDB ID: 1JCZ, 1JD0). Siuo momentu PDB duomeny bazéje yra 14 kristaliniy struktiiry, is
kuriy 12 yra mano sprestos. Sios strukturos - CA XII kompleksai su fluorintais ar chlorintais di-
/mono-pakeistais benzensulfonamidais [Capkauskaité et al., 2013, Dudutiené et al., [2013, 2014
2015, |Zubriené et al., [2015].

1.3.7 CA XIII

Pirmosios CA XIIT kristalinés strukturos buvo apragytos straipsnyje (|[Fiore et al., 2009],
PDB ID 3DON ir 3CZV), kur 3DON — CA XIII kompleksas su acetato molekule, o 3CZV —
kompleksas su AZM. Siuo momentu PDB duomeny bazéje yra 13 CA XIII kristaliniy struktury,

i§ kuriy 10 yra mano sprestos.

1.4 Zmogaus CA slopikliai

Gana ilga laikg prie CA slopikliy buvo priskiriami tik pirminiai sulfonamidai bei neorganinés
kilmés su metalais kompleksus sudarantys anijonai, kurie tiesiogiai jungiasi prie aktyviajame
centre esancio Zn(II). Ligandai pagal slopinimo mechanizmus yra skirstomi j penkis tipus (pagal

[Supuran| 2017a]):

(a) Ligandai, kurie tiesiogiai jungiasi prie aktyviajame centre esancio katalizinio Zn(II) jono.
Siai klasei yra priskiriami sulfonamidai, sulfamatai, sulfamidai, neorganiniai anijonai,
mono- ir ditiokarbamatai, karboksilatai, hidroksamatai (angl. hydroxamates), ksantatai,

boro rugsties dariniai, borolai (angl. borols), dioliai (angl. diols) ir kiti.

(b) Ligandai, kurie netiesiogiai saveikauja su aktyviajame centre esanciu kataliziniu Zn(II):
pavyzdziui, per tarpininka — vandens molekule, kuri sudaro kompleksa su kataliziniu
Zn(IT). Siai klasei priskiriami fenoliai, poliaminai, hidrolizuoti sulfokumarinai (angl. sul-

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

(c) CA aktyviojo centro jéjima blokuojantys ligandai. Siai klasei yra priskiriami kumarinai.
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(d) Ligandai, kurie nesaveikauja su aktyviojo centro molekuliniu pavirsiumi, bet ju saveikos
su kitomis CA molekulinio pavir§iaus sritimis sukelia CA katalizinio aktyvumo slopinima.
Yra igskiriamas tik vienas $ios klasés atstovas — karboksirugsties aromatiniai dariniai. Siai
klasei priklausantys ligandai prie CA prisijungia uz aktyviojo centro riby, Salia His64 (CA
IT, protony pompos elementas), ir tokiu budu sutrikdo His64 $oninés grandinés judruma,

kuris reikalingas protony pernasai i§ aktyviojo centro j buferj [D’Ambrosio et al., [2015].

(e) Ligandai, kuriy CA slopinimo mechanizmas néra tiksliai Zinomas. Siems junginiams
priskiriami antriniai/tretiniai sulfonamidai, baltymo tirozino kinazés slopikliai (imatini-
bas/nilotinibas, naudojami chemoterapijoje vézio gydymui) [Parkkila et al., 2009], fulere-
nai [Innocenti et al., 2010], baltymas priklausantis transferino Seimai [Durdagi et al., [2012]
bei kiti jvairus dariniai, kurie slopina CA aktyvuma, bet kuriy slopinimo mechanizmas

néra patvirtintas rentgenostrukturine analize ar kitais metodais.

1.4.1 CA slopikliy klaseés

Kaip buvo minéta, pirmoji charakterizuota ir labiausiai tyrinéjama buvo CA II, kurios
kompleksy kristalinés strukturos sudaro visy CA izoformy kompleksy pagrindine dalj PDB
duomeny bazéje. CA slopikliy klasiy aprasyme bus naudojamos CA IT aktyviojo centro aminorugséiy

liekanos ir jy numeracija kaip kristalinéje strukturoje PDB ID: 1CA2.

Sulfonamidai ir jy dariniai. Pirminiai sulfonamidai (R-SO2-NHs) ir jy izoesteriai (sulfamatai
(R-O-SO3-NH,) ir sulfamidai (R-NH-SO2NH,), kur R — bet kokia cheminé grup¢) yra labiausiai
istirta CA slopikliy klasé. Prie Zn(IT) jono jungiasi ir CA katalizinj aktyvuma slopina tik de-
protonizuota sulfonamido grupé (R-SO2-NH™). Sulfonamidinés grupés neigiamai jkrautas azoto
atomas elektrostatigkai saveikauja su Zn(II) jonu ir sudaro su juo koordinacinj ry$j. Papildomai
sulfonamidiné grupé (-SO2-NH ™) sudaro du vandenilinius ry8ius su Thr199. Tokiu budu slopiklis
uzima OH~ /H50 pozicija prie Zn(II) jono. Ne maZiau nei 30 $ios klasés junginiy, pradedant nuo
1954 m., yra naudojami medicinoje kaip diuretikai, taip pat jais gydoma glaukoma, epilepsijos
priepuoliai, vir§svoris (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 grupés liekana (-PO(OH)3) yra panasi i
sulfonamido erdvine struktura ir sudaro analogiskus rysius su aktyviuoju centru: 1) koordinacinj
ry§j su Zn(II) jonu; 2) vandenilinj ry§j su Thr199 azoto atomu. Pirmoji publikacija, kurioje buvo
jvertintas Sios klasés tam tikry dariniy jungimasis prie Zmogaus CA, yra [Rusconi et al.l 2004].

Viena i§ kristaliniy struktury su $ios klasés 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 grupé, turéty slopinti CA funkcija pagal
(a) mechanizma, t.y. tiesiogiai jungtis prie aktyviajame centre esan¢io Zn(IT) jono. Tokiy

pavyzdZziy néra daug, jie aprasyti Fenesan ir kolegy darbe [Fenesan et al., 2000].

Savo strukturoje arsena(IIl) turintys junginiai yra maZai tyrinéti, pavyzdZiui, fenilarseno
rugstis (CeHsAsO(OH)s) silpnai slopina visy CA aktyvuma (K; > 1 uM) |[Innocenti et al.
2004, [Pinard et al., 2015a, [Vullo et al., 2016].

Seleng turintys slopikliai. Selenosulfonamidai (R-SeO2NHs) ir selenotiolai (RSeH) iki siol
néra tyrinéti kaip CA slopikliai, nors ir turi strukturinj potenciala CA slopinimui dél -SeO;NH,
ir -SeH grupiy strukturinio panagumo j -SO,NH, ir -SH grupes. Zinoma, kad selenatas (Se042—,

kaip neorganinis jonas) silpnai slopina daugeli a- ir S-Seimy CA.

Fenolis ir jo dariniai. Tai, kad fenolio molekulé CA II aktyviajame centre sudaro vandenilinj
ry§j su vandens ar HO~ molekule, esancia komplekse su Zn(II), yra Zinoma gana seniai [Nair
et al.,|1994]. Papildomai sudaromas vandenilinis rySys su Thr199 azoto atomu, o fenolio benzeno
7iedas issidésto CA aktyviojo centro hidrofobinéje dalyje. Fenolio dariniai silpnai jungiasi prie
7mogaus CA izoformy. Gamtinés kilmés fenolio dariniai ir polifenoliai taip pat buvo tyrinéjami

kaip a- ir 5-CA Seimy slopikliai. Iki §iol néra sukurti efektyvus CA slopikliai fenolio pagrindu.

Karboksilatai. Karboksilaty dariniai gali slopinti CA izofermentus pagal visus minétus
mechanizmus (a-d). Karboksilatai — tai karboksirugsties druskos ar esteriai. Karboksilato jono
cheminé formulé yra RCOO™, o karboksilaty esterio - RCOOR’, kur R ir R’ yra organinés
grupés. Paskutinj de§imtmetj buvo tyrinéjami jvairiausi alifatiniai, aromatiniai ir heterocikliniai

karboksilaty dariniai [Supuranl 2017a].

Kaip Zinoma, a-$eimos CA turi esterazinj aktyvuma ir gali hidrolizuoti eterius, pavyzdZiui,
po kumariny slopikliy klasés junginio hidrolizés junginio strukturoje atsiranda karboksirugsties
lieckana. Hidrolizuojamas yra kumariny laktono Ziedas [Maresca et al., 2009]. Karboksilato
darinio jungimasis u7 aktyviojo centro riby yra aprasytas publikacijoje [D’Ambrosio et al., |2015].
Yra manoma, kad junginys sutrikdo CA aktyviojo centro ,,protony pompos” veiklg, yra paveikia-
mas His64 Soninés grandinés lankstumas ir protony iSnesimas i§ aktyviojo centro. Tokiu budu
hidroksido jonas, kuris yra komplekse su aktyviajame centre esan¢iu Zn(II) jonu ir atlieka COq
molekulés nukleofiline ataka, yra lé¢iau regeneruojamas i§ vandens molekulés deprotonizacijos

proceso metu.

Poliaminai. Poliaminai, pavyzdZiui, sperminas (NHy-(CHsz)3-NH-(CHs)4-NH-(CHs)3-NHs),
panasiai kaip fenolio dariniai, saveikauja su Zn(II) jonu per tarpininka (vandens molekule ar
hidroksido jona) ir sudaro vandeniliniy jung¢iy tinkla su aktyviojo centro aplinka ([Carta et al.,
2010], PDB ID: 3KWA). Yra aptinkami gamtinés kilmés poliaminai, gauti i§ juriniy pin¢iy

(angl. marine sponge) bei gryby, kurie buvo tyrinéjami kaip a-3eimos CA slopikliai. Sios klasés
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slopikliy, panasiai kaip ir slopikliy, priklausanciy fenolio ir jo dariniy klasei, tyrimai toliau néra

vystomi.

Cianamidai, karbamidas, N-hidroksikarbamidas, hidroksamatai ir juy dariniai.
Cianamidas (HoN-C=N) yra linijinés formos molekulé, geometriskai panasi i COy (O=C=0).
Prie CA aktyviojo centro jungiasi silpnai, bet yra hidratuojamas (CA katalizé) iki karbamido
(HoN-C(=0)-NHs,), kuris stipriau saveikauja su a-Seimos CA izoformy aktyviuoju centru. N-
hidroksikarbamidas ir hidroksamatai bei jy dariniai savo strukturoje turi karbamido (-CO-NH-
OH) liekana, per kuria sudaro kompleksa su CA aktyviojo centro Zn(IT) jonu. N-hidroksikarbamidas
sudaro du koordinacinius ry$ius su Zn(II), yra bidentatinis slopiklis. N-hidroksikarbamido
dariniai vidutiniskai slopina zmogaus CA izoformas bei kitus metalo fermentus (1 uM > K;

> 1 nM). [Bugg, 2014].

Heterociklai, turintys azoto atomus. Parodyta, kad imidazolas ir jo dariniai jungiasi
prie CA izoformy aktyviojo centro. Teigiama, kad slopinimo mechanizmas gali buti jvairus:
a), b) ir ¢). Galimos CA kompleksy kristalinés strukturos su 1,2,4-triazolu — PDB ID: 1CRA
[Mangani and Liljas|, [1993], su 4-metilimidazolu — PDB ID: 1GOE [Duda et al.|, [2001].

Hidroperoksidai. Hidroperoksidai, kuriy formulé yra ROOH, vidutiniskai slopina Zzmogaus

CA izoformas I ir IT. Tikslus slopinimo mechanizmas néra zinomas [Kose et al., 2015].

Tioliai ir juy dariniai. Pirmieji duomenys, kad tiolio dariniai gali slopinti CA, pasirodé 20
a. aStuntajame deSimtmetyje: tai buvo tiofenolio dariniai (ArSH, kur Ar - aromatiné sistema).
Bendru atveju yra parodyta, kad dariniai, turintys -SH funkcine grupe, gali jungtis vidutiniu
stiprumu prie Zmogaus CA izoformuy, bet néra pasiekiamas CA izoformy atrankumas [Innocenti
et al., 2008]. Tokie slopikliai jungiasi tiesiogiai prie cinko. Idomus tioksolono (angl. thioxolone)
junginys, kuris turi CA slopinimo aktyvumus. Zinoma, kad karboanhidrazé gali hidrolizuoti
tioksolona iki tiofenolio (angl. thiophenol) (|Barrese et al., 2008], PDB ID: 20SF, 20SM). Tai

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

Mono-, ditiokarbamatai, ksantatai ir tritiokarbonatai. Tritiokarbonato anijonas
(CS327) prie daugumos CA jungiasi silpnai. Prie CA aktyviojo centro Zn(II) jono tritiokar-
bonatas jungiasi pagal (a) mechanizma, sudarant vienguba koordinacinj rysi su Zn(II) jonu bei
vandenilinius ry$ius su aktyviojo centro aplinka (su Thr199, [Temperini et al., 2010], PDB ID:
3K7K). Yra susintetinti junginiai, kurie stipriai (K; < 1 nM) slopina tam tikras a- ir 5-CA
izoformas. Ditiokarbonaty formulé yra R-CS-S™, tritiokarbonaty — R-S-CS-S™ ir ksantaty —
R-O-CS-S—.

Sieros rugsties liekana turintys junginiai. Tokie junginiai savo strukturoje turi -
SO3H grupe, kuri geometriskai yra panasi i fosfato rugsties liekana (minéta fosfaty/fosfonaty

CA slopikliy klasé¢). Dél savo provaisto savybiy jdomus yra sulfokumarinai, nes po junginio
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hidrolizés, kuria atlieka CA, junginio strukturoje atsiranda -SOsH funkciné grupé ([Tars et al.,
2013], PDB ID: 4BCW). Prie aktyviojo centro sulfokumariny hidrolizés produktai jungiasi pa-
gal (b) mechanizma (per tarpininka). Dauguma sulfokumariny prie membraniniy CA IX ir
XIT izoformy, kurios yra priesvéziniy taikiniy saraSe, jungiasi vidutiniu stiprumu bei pasizymi

atrankumu |Grandane et alJ, [2014].

Boro atoma turintys dariniai. Tokie junginiai yra silpni «(Zinduoliy)- ir S(patogeniniy
organizmy)-CA Seimy baltymy slopikliai. Manoma, kad $ie junginiai slopina CA katalizinj
aktyvuma tiesiogiai jungdamiesi prie Zn(II) jono. Bendru atveju reikalinga papildoma informa-
cija i§ rentgenostrukturinés analizés ar kity metoduy, siekiant patvirtinti slopinimo mechanizmo
tipa atskiriems boro rugsties dariniams. [domus junginys yra bortezomibas, kuris yra pirmasis

7mogaus proteosomos vaistinis slopiklis, turintis CA slopinimo aktyvumus [Supuran| [2017b).

Aliuminj (Al, IIT), Galj (Ga, III) ir Indj (In, III) turintys dariniai. Zn(II), Mg(II),
AI(TIT) ir Co(II) metaly kompleksai su tam tikrais pirminiais sulfonamidais buvo isbandyti
skrandzio ruggtingumui mazinti gyvunuose (Sunyse) [Ilies et al., 2000]. Pirminiai, tam tikroms
izoformoms (CA XII, CA IX) atrankus sulfonamidai, komplekse su galiu (Ga, III) ar indziu (In,

IIT) gali buti naudojami véZiniy audiniy vizualizavimui [Dilworth et al., |2015].

1.5 Sulfonamidiniai slopikliai ir jy savybeés

CA slopikliy klasiy jvairové buvo apzvelgta anks¢iau. Siame skyriuje bus i§samiau ap7velgtas
didziausios ir labiausiai tyrinétos CA slopikliy klasés slopinimo mechanizmas. CA slopikliai
sulfonamido pagrindu yra seniausia junginiy klasé. Kaip buvo minéta, ne maziau nei 30 Sios
klasés junginiy jau nuo 1954 m. yra naudojami kaip diuretikai, taip pat jais gydoma glaukoma,
epilepsijos priepuoliai bei virgsvoris. Sulfonamidiniai slopikliai turi savo slopinimo ypatumus,
t.y. slopiklio efektyvumas priklauso nuo aplinkos pH, nes slopiklio aktyvi forma yra tada, kai
sulfonamidinés grupés azoto atomas yra deprotonizuotas [Pilipuityté and Matulis| [2015] (Taylor
et al., [1970]. Manoma, kad pagrindinis sulfonamidiniy junginiy CA slopinimo mechanizmas yra
deprotonizuotos slopiklio formos patekimas i CA aktyvuji centra ir prisijungimas prie Zn(II)

jono (1).

Ar-SOoNH™ + HoO-Zn(II) = Ar-SOoNH™-Zn(II) + HO (1)

Yra isskiriamas kitoks CA slopinimo mechanizmas (|Gaspari et al., 2016]), kai i CA aktyvuyji
centra patenka protonizuota slopiklio forma, kurios sulfonamido grupés amino liekana saveikauja
su OH™~ jonu, esan¢iu komplekse su Zn(II). Slopiklis yra deprotonizuojamas ir susidariusi van-

dens molekulé, esanti prie Zn(II) jono, yra iSstumiama (2):
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Ar-SO3NHs + OH™—Zn(II) = Ar-SOoNH™ + H20-Zn(IT) = Ar-SO;NH ™ —Zn(II) + Hy0 (2)

pH ir sulfonamidinés grupeés pK, indéliai j jungimosi termodinamikos parametry vertes gali
buti jvertinti [Baranauskiené and Matulis, 2012, |Jogaite et al., 2013, Krishnamurthy et al., {2008,
Morkunaité et al.| 2015].

1.6 Molekulinis atpaZinimas, tarpmolekuliniy saveiky tipai

Molekulinis atpaZinimas yra lastelinés ir nelastelinés (virusai) sandaros biologiniy objekty
funkcionavimo pagrindas. Biomolekuliy saveikos mechanizmo supratimas yra kertinis akmuo
tiek molekulinéje biologijoje, tiek atrankiy vaisty kurime. Tarpmolekuliniy nekovalentiniy saveiky
tipai:

(1) Ivairios elektrostatinés saveikos (joninés, polinés).
(2) Van der Valso saveikos.

(3) Vandeniliniai rysiai.

(4) Hidrofobinés saveikos ir kiti.

AtpaZinimo procese svarbus vaidmuo atitenka vandens (tirpiklio) molekuléms solvatacijos,

desolvatacijos procesy metu.

1.6.1 Elektrostatinés saveikos

Elektrostatinés saveikos gali buti suskirstytos i 3 tipus:

(1) ,Kruvis-kruvis” saveika tarp ikrauty atomuy, ju grupiy. Tipinis ,kruvis-kruvis” saveikos
pavyzdys yra paplitusios saveikos baltymy strukturose tarp teigiamai jkrauty aminorugséiy

(Lys, Arg, His) ir neigiamai jkrauty aminorugs¢iy (Glu, Asp) Soniniy liekany.

(2) ,Kruvis-dipolis” saveika tarp kruvi turin¢io atomo ar grupés ir elektrostatinj polj turin¢io
atomo. Tipinis pavyzdys — saveika tarp baltymo jkrauty aminorugs¢iy Soniniy liekany ir

vandens molekuliy dipoliy.

3) ,,Dipolis-dipolis” saveika tarp elektrostatinius polius turin¢iy atomy. Tipinis pavyzdys —
q

vandens molekuliy dipoliy saveikos.
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1.6.2 Van der Valso saveikos (VdV)

VdV saveikos yra svarbios biologiniy molekuliy erdvinei strukturai palaikyti. VdV saveikos
metu gali pasireik$ti traukos arba stumos jégos, priklausomai nuo atstumo tarp saveikaujanciy
atomy. VdV saveikos trauka atsiranda dél laikino elektrony tankio nesimetri§kumo, t.y. laikinai
atsirandanciy dipoliy atomuose. VdV saveikos stuma atsiranda deél atomy elektrony tankio per-
siklojimo, kai pazeidziamas tam tikras maziausias VAV atstumas (VdV spindulys) tarp neutraliy
atomy. VdV spindulys yra apibréziamas kaip maziausias atstumas, kuriuo gali suartéti ko-
valentiniu ryS§iu nesujungti molekulés atomai. Esant kovalentiniam rysiui, atstumas tarp ju yra
mazesnis uz VAV spindulj. VAV (traukos) saveikos yra silpnos (nuo 0.1 iki 4 kJ mol~1), lyginant
su vandenilinio ry§io ar elektrostatinés saveikos stiprumu, bet VdV saveiky skai¢ius kompensuoja

ju silpnuma [Bronowska), 2011} [Finkelstein), |2007].

1.6.3 Vandeniliniai rysiai

Vandeniliniai ry§iai yra labai svarbus molekuliniam atpazinimui. Vandenilinis ry§ys yra neko-
valentinis, traukos jégos rySys, kuris gali buti jvardijamas kaip ,.dipolis-dipolis” elektrostatiné
saveika. Elektroneigiamesnis uz vandenilj atomas (kitaip vadinamas ,donoru”) per kovalentiskai
prie jo prijungta vandenilio (H) atoma, turintj teigiama kruvj, saveikauja su kitu elektroneigiamu
atomu, vadinamu ,,akceptoriumi”; kuris turi laisva elektrony pora.

Vandenilinio ryS$io savybés:

(1) Vandenilinio ry$io stiprumas priklauso nuo ry8io geometrijos, t.y. nuo kampo tarp ,donoro”

ir ,akceptoriaus” bei nuo atstumo tarp vandenilio atomo ir ,,akceptoriaus”.

(2) Atstumas tarp ,akceptoriaus” ir ,donoro” yra maZesnis nei §iy atomy VdV spinduliy suma.

Vandenilinio rysio stiprumas biologinése sistemose gali buti (5 — 30) kJ mol~! energijy in-
tervale, tuo tarpu nebiologinése sistemose (pavyzdZiui, fluoro atoma turincios molekulés) gali
apimti (2 — 155) kJ mol~! energijy intervala. Biologinése sistemose vandenilinio rysio susidary-
mui ir nutraukimui reikalinga energija patenka i Siluminiy fliuktuacijy energijuy intervala, todél
vandeniliniai ry§iai yra dinamigki — greitai susidaro, greitai ir nutruksta. Dél vandenilinio ry§io
stiprumo priklausomybés nuo rySio geometrijos, toks rySys yra erdviskai specifinis, nes prik-
lauso ne tik nuo atstumo tarp saveikaujanciy atomy. Vandeniliniy rysiy indeélis i baltymuy,
nukleorugsciy antrinés, tretinés ir ketvirtinés strukturos susidaryma yra esminis. Silpnus vande-
nilinius ryS$ius gali sudaryti ,,C-H” grupés atomai, kai nuo anglies atomo nutraukiama elektrony
tankio dalis ir vandenilis jgauna ryskesnj teigiama polj [Bronowskal 2011]. Silpni vandeniliniai
ry$iai, ju savybeés bei svarba baltymo-ligando komplekso susidaryme yra apzvelgta [Panigrahi

and Desirajul [2007] publikacijoje.
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1.6.4 Halogeninis rySys ir daugiapoliariné sgveika

Halogenai (F, Cl, Br, I) daZnai jeina i mazy junginiy chemine struktura. Halogeninio
ry8io sudarymui svarbi taip vadinama o-skylé (teigiamas elektrostatinis potencialas ar teigiamas
kruvis), kuri atsiranda dél netolygaus elektrony pasiskirstymo halogeno atome: priesingoje ko-
valentiniam ry8iui (pvz.: R-X, kur X — halogenas, R — elektroneigiamesnis uz X halogeno atoma)
halogeno pavir§iaus puséje susidaro teigiamo elektrostatinio potencialo sritis |Clark et al., 2007].

Halogeninis ry8ys:

(1) Yra elektrostatinés kilmes silpnas rySys. Halogeno atomo o-skylé atlieka panasy vaidmenj

kaip ir vandenilis, esant vandeniliniam ry§iui.
(2) Priklauso nuo ry$io geometrijos (krypties).

(3) Priklauso nuo o-skylés potencialo (teigiamo polio halogeno pavirsiuje) dydzio, kuris prik-
lauso nuo halogeno rusies bei nuo elektrony tankio istraukimo i§ halogeno atomo efek-
tyvumo. Pavyzdziui, halogeninio rySio stiprumas padidéja vandenilio atomus pakeitus

fluoro atomais (CH3-Br — CF3-Br).

Kaip minéta, halogeninio rysio stiprumas taip pat priklauso nuo halogeno rusies, t.y. sunkesni
halogenai ( F — CL — Br — I) sudaro stipresnius halogeninius rysius. Tokio tipo rysiai yra

nustatomi tiek mazyjy junginiy kristalinése strukturose, tiek baltymo-ligando kompleksuose.

Kita tarpmolekuliné saveika, kurioje dalyvauja halogeny atomai, yra vadinamoji ortogonaliné
daugiapoliariné saveika (angl. orthogonal multipolar interactions). Si saveika — tai dviejy dipoliy
elektrostatiné saveika, kai vienas dipolis issidésto statmenai kitam (pvz: C-F----C=0, kur fluoro

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

1.6.5 Hidrofobiné sgveika
Hidrofobinés molekulés ar juy grupés yra linkusios sudaryti kontaktus isskirtinai su hidro-

fobinémis molekulémis (hidrofobiniu pavirgiumi), kai kontaktai su hidrofilinémis, polinémis grupémis

yra ribojami [Bissantz et al. [2010].

1.6.6 Aromatiniy sistemuy specifinés sgveikos
Saveikos tarp mazy molekuliy aromatiniy grupiy (slopikliai ir kiti) ir aromatiniy aminorugs¢iy

liekany (Phe, Trp ir Tyr) yra gana daZnai sutinkamos baltymo-ligando kompleksuose [Bissantz

et al.l [2010]. Yra iSskiriami du pagrindiniai saveikos mechanizmai:
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(1) Aromatiniy sistemy Ziedai iSsidésto lygiagreciai vienas kito atzvilgiu: aromatiniy sistemy

konjuguoty 7 orbitaliy plok§tumy saveika arba ,stekingas®.

(2) Aromatiniy sistemy Ziedai iSsidésto statmenai vienas kito atzvilgiu.

Koks bus vyraujantis saveikos mechanizmas tarp aromatiniy sistemy priklauso nuo daugelio
veiksniy, tame tarpe yra svarbios aromatinés sistemos pakaity (cheminiy grupiy) donorinés-

akceptorinés savybes.

Yra isskiriamos alifatinés-aromatinés saveikos, kai alifatinés grupés anglies atomas yra stat-
menai nukreiptas i aromatinés sistemos zieda. Tokios saveikos stiprumas patenka j aromatiné-
aromatiné sistemy stiprumo saveikos intervalus [Turk and Smithrud, 2001]. Baltymo-ligando

kompleksuose saveika tarp metilo grupés ir aromatinio ziedo néra retas atvejis.

m - m saveikose gali dalyvauti baltymo karkaso peptidiniai rysiai (-C(O)-NH-), aminorugs¢iy
$oninés grandinés joninése porose — Asp, Glu su Arg. Straipsnyje [James IIT et al.l [2009]
parodyta, kad peptidinio rySio m orbitaliy ploks§tumy saveika vyksta nedideliuose modeliniuose

peptiduose ir yra energetiskai naudinga (nustatyta i§ infraraudonojo spektro poky¢iy).

1.6.7 Tirpiklio jtaka jungimuisi, strukturinés (kristalinés) ir tirpiklio fazés vandens

molekulés

Tirpiklio molekulés (biologinése salygose HoO) yra neatsiejamas ligando-baltymo saveikos
dalyvis. Vandens molekuliy dinamika, t.y. slopiklio solvatacijos, desolvatacijos procesai, van-
dens molekuliy pasalinimas i§ aktyviojo ar jy sutelkimas j aktyvyjj centra, yra labai svarbi tiek
jungimosi termodinamikai, tiek kinetikai. Vandens molekulés, priklausomai nuo jy lokalizaci-
jos, turi skirtingas termodinamines ir dinamines savybes. Yra iSskiriamos kristalinés vandens
molekulés, kurios yra maziau judrios dél sudaromuy vandeniliniy ry$iy su molekuliniu (baltymuy,
deoksiribonukleorugsciy ir t.t) pavir§iumi. Jos yra nustatomos rentgenostrukturine analize. Yra
analizuojamas kristaliniy vandens molekuliy iSsidéstymas kristalinése strukturose, bandoma ak-
centuoti ju svarba termodinaminiams jungimosi procesams [Fox et al., 2015} Klebe, 2015} |Snyder

et al., 2013].

Tirpiklio fazés vandens molekulés — tai molekulés, nutolusios nuo ligando ir baltymo molekulinio
pavir§iaus tokiu atstumu, kad jy termodinaminés savybés jau néra jtakojamos nei ligando, nei
baltymo. Tirpiklio fazés molekulés sudaro didziausia vandens molekuliy frakcijos dalj tirpale.
Parodyta, kad $alia hidrofobinio molekulinio pavirSiaus pasikei¢ia vandens molekuliy savybés,
nezymiai padidéja vandens molekuliy frakcijos dalis su stipresniais vandeniliniais ry§iais, taip
pat padidéja iy vandens molekuliy issidéstymo tetraedriné tvarka [Davis et al., 2012, [2013]

2015).
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1.7 Jungimosi termodinamika ir jos analizé

Termodinaminiu poziuriu atpazinimo proceso Gibso energija (AG) priklauso nuo entalpinio
(AH) ir entropinio (-TAS) indéliy sumos. Tai reiskia, kad esant tai pa¢iai Gibso energijos

vertei, AH ir -TAS ver¢iy kombinacijos gali buti jvairios (lygtis 1).

AG = AH - TAS (1);

Mechanizmas, kai mazos molekulinés mases junginiai atrankiai atpazista taikinio molekulinj
pavirSiy (pvz.: baltymo aktyviajame centre), dar néra visiskai suprastas, kad buty lengvai taiko-

mas atrankiy ir stipriai besijungianciy slopikliy kurimui.

Ligando-Baltymo-Tirpalo sistema — tai yra procesy ir buseny pasiskirstymy derinys, apie kurj
detalios informacijos mes neturime, ir i§matuojami yra tiktai procesy ir buseny sumos vidurkiai.
K, verté reigkia, kad esant tam tikroms salygoms (pH, T, slégiui ir t.t.), ligandas vidutiniskai

jungiasi prie taikinio iSmatuotu stiprumu. Koks yra K; ver¢iy pasiskirstymas, mes nezinome.

2017 metais buvo publikuota gana i§sami jungimosi termodinamikos apzvalga |Claveria-

Gimeno et al.l 2017], kurios teiginiai bus apzvelgti Zemiau.

Entalpijos indélis. Jungimosi entalpijos (AH) pokytis gali buti suskirstytas i entalpijos
pokycio dedamasias:
AH™OM = ANH gapeiry + AH gesotvatacijos + AH konformacinis + AH mainy + -,
kur AH sg.eiky yra entalpijos indélis, kuris atsiranda dél nekovalentiniy saveiky tarp ligando
ir taikinio; AH gesolvatacijos yra entalpijos indélis, kuris atsiranda dél nutraukiamy rysiy tarp
ligando, baltymo ir tirpiklio molekuliy; AH kon formacinis yra entalpijos indélis, kuris atsiranda
dél susijungianciose molekulése vykstanciy konformaciniy poky¢iy ir kuris yra ypa¢ aktualus
jungiantis dideléms molekuléms (baltymai, DNR, RNR), kai jvyksta antrineés, tretinés strukturos
poky¢€iai; AH uqiny yra entalpijos indélis, kuris atsiranda dél ligando ir baltymo saveikos su
kitais buferio komponentais (jonais, protonais, kitomis maZomis molekulémis). Reikia pabrézti,
kad AHqiny entalpijos indélis gali buti jvertintas ir pasalintas i§ AH™*“°"* sumos. Pagal
chemine struktura panasiy junginiy jungimosi AH kon formacinis it AH mainl] indéliy vertés gali
buti panaSios, §iuo atveju svarbesni tampa kiti jungimosi proceso entalpijos nariai — AH sgueiry

Hmatuota

+ AH gesolvatacijos- Lokiu atveju jungimosi proceso A pokytis gali buti supaprastintas

iki 2 dedamuyjy:
(a) Saveiky nutraukimas vykstant desolvatacijos procesams — nutraukiami ligando ry8iai su
vandens molekulémis ir aktyviojo centro vandens molekuliy rysiai su baltymo molekuliniu

pavir§iumi, kai ligando atomai juos pakeicia.
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(b) Saveiky susidarymas tarp jungimosi proceso dalyviy (ligando ir taikinio).

Labai svarbus yra protony mainy proceso entalpijos indélio jvertinimas (A H y,qiny dedamoji).
Jei ligandui saveikaujant su taikiniu vyksta protony mainai tarp ligando, taikinio ir buferio,
t.y. vyksta ligando ar taikinio protonizavimas ar deprotonizavimas, reik§mingas tampa protony
mainy proceso entalpijos indélis. Esant skirtingam buferio pH bei jo sudéciai, AH ,qiny indélis
bus skirtingas. Kaip minéta, buferio bei jo pH jtaka termodinaminiams parametrams gali buti

jvertinta.

Entropijos indélis. Entropijos indélio (—-TAS ™atu0te) yerte yra apskai¢iuojama ig A Gmatuete
ir A H™atuota yergiy skirtumo, entropijos indélis panagiai kaip entalpijos indélis (A H™atu0ta) gali
buti pavaizduotas kaip indéliy suma:

~TAS ™ttt — —TAS jesotvatacijos + ~TAS konformacinis + ~TAS mainy +

~TAS sukamasis—stenkamasis + —TAS ipracinis + -y KUr =TAS gegolvatacijos yra ligando ir
taikinio desolvatacijos proceso entropijos indélis; —=T'AS kon formacinis yra entropijos nario indélis,
kuris atsiranda dél besijungianciose molekulése vykstanciy konformaciniy poky¢iy; ~TAS 14iny
yra entropijos nario indélis, kuris atsiranda dél ligando, baltymo saveiky su kitais buferio kom-
ponentais (jonais, protonais, kitomis mazomis molekulémis); ~TAS suramasis—slenkamasis Yra
entropijos nario indélis, kuris atsiranda dél saveikaujanc¢iose molekulése vykstanciy grandiniy
ar ligando daliy sukamuyjy-transliaciniy laisviy poky¢iy; —TAS ipracinis yra entropijos nario
indeélis, kuris atsiranda dél kovalentiniy rysiy vibracijos daznio poky¢iy jungimosi proceso metu.
Yra pabréziama, kad reikia daugiau démesio skirti desolvatacijos ir konformacinés entropijos

indéliy optimizavimui vaisty kurimo procese.

Komplekso susidarymas. ,Ligando-taikinio* komplekso susidarymas gali buti suskirstytas

i 3 etapus:

(1) Jungimosi dalyviy desolvatacijos procesai.
(2) Konformacinis jungimosi dalyviy prisitaikymas.

(3) Rysiy sudarymas tarp jungimosi dalyviy.

Vykstant ligando desolvatacijos procesui galima i§skirti du reik§mingus etapus: 1) tai rysiy
nutraukimas tarp ligando ir vandens molekuliy bei 2) saveiky (vandeniliniy rysiy) poky¢iai
tarp vandens molekuliy, kurios yra aplink liganda ir neturi tiesioginio kontakto su juo, bet
yra netiesiogiai jtakojamos ligando pavir§iaus. Desolvatacijos proceso entropijos poky¢iai (AS)

dazniausiai yra naudingi jungimosi proceso efektyvumui.

Konformacinis jungimosi proceso dalyviy prisitaikymas gali buti siejamas tiek su
dideliais konformaciniais persitvarkymais, pavyzdziui, baltymo kilpos strukturos poky¢iai po

susijungimo, tiek su pakankamai smulkiais, pavyzdziui, molekulés cheminés grupeés sukimosi
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aplink kovalentinj rysj laisvés suvarzymas po prisijungimo. Yra teigiama, kad prisitaikymo
entropijos pokytis po prisijungimo daZniausiai yra nenaudingas (AS < 0) jungimosi procesui
dél ligando ir aktyviojo centro aminorugs¢iy liekany judéjimo laisvés suvarzymo, tuo tarpu

konformacinis entalpijos narys gali buti bet kokios vertés.

Nenaudinga jungimosi procesui entropijos pokyti (AS < 0) dazniausiai kompensuoja naujai
sudaromi ry§iai tarp ligando ir taikinio, kai suformuojamas galutinis kompleksas. Nenaudingas
entropijos pokytis (AS < 0) atsiranda dél jungimosi dalyviy konformacinio prisitaikymo, kai
suminis ligando ir taikinio konformacijy deriniy skai¢ius po prisijungimo sumazéja. Apiben-
drinant galima teigti, kad naudingas entropijos poky¢io indélis (AS > 0) atsiranda vykstant
desolvatacijos procesui, kai vandens molekulés, esancios Salia ligando ar taikinio aktyviajame

centre, tampa ,laisvesnés”.

Nenaudingas entalpijos pokytis (AH > 0) atsiranda desolvatacijos proceso metu, kai yra nu-
traukiami nekovalentiniy saveiky rysiai tarp jungimosi dalyviy ir vandens molekuliy. Naudingas
jungimosi procesui entalpijos pokytis (AH < 0) atsiranda dél naujai suformuojamu rysiy tarp

taikinio ir ligando.

Ligando jungimosi optimizavimas atsiZvelgiant ] termodinaminius parametrus.

Ligando jungimosi efektyvumas (AG) gali buti pagerintas dél:

(1) Naudingesnio jungimosi entalpijos poky¢io (AH < 0), kai jvedami nauji ry$iai tarp ligando
ir taikinio, arba optimizuojami esantys rySiai (pavyzdziui, siekiant labiau kompensuoti

entalpi§kai nenaudinga desolvatacijos indélj).

(2) Naudingo desolvatacijos proceso entropijos poky¢io, kai j ligando struktura jvedamos hidro-

fobinés grupés.

(3) Jungimosi dalyviy konformacinés prisitaikymo entropijos, kai bandoma sumaZinti galimy

ligando konformaciju skaiciy.

Hidrofobiniy (nepoliniy) grupiy jvedimas i ligando pirmtaka daZniausiai suteikia naudinga
entropijos indélio pokyti (AAS > 0). SumaZinus ligando galimy konformacijy skaiiy, galima
pasiekti siek tiek geresnj jungimasi prie taikinio i§ nenaudingesnio mazesniu laipsniu entropijos
nario —T'AS ronformacinis, Kai ligando konformacinio prisitaikymo prie taikinio nenaudingas en-
tropijos pokytis bus mazesnis. Kitas svarbus pastebéjimas, kad hidrofobiniy (nepoliniy) grupiy
desolvatacijos proceso nenaudingas entalpijos pokytis gali buti nenaudingesnis mazesniu laip-
sniu nei poliniy grupiy. Tokiu budu gauname, kad i§ jungimosi termodinamikos pusés labiau
hidrofobiniy ligandy kurimas yra paprastesnis. Deja, labiau hidrofobiniai ligandai turi eile

farmakologiniy problemy — tirpumas, jungimosi atrankumas, toksiskumas ir kiti.
Entalpigkai optimizuojant ligando jungimasi bandoma jvesti entalpiskai naudingus ry$ius
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tarp ligando ir taikinio. Tokia strategija yra gana komplikuota, nes sudétinga jvesti nauja poline
grupe j ligando struktura taip, kad susiformuoty papildomas stiprus kontaktas tarp ligando
ir taikinio, nes naujo kontakto stiprumas priklausys nuo atstumo tarp atomy bei jy erdvinés
orientacijos. Atlikti ligando konformacinés laisvés suvarzyma bei hidrofobiniy grupiy jvedima
yra lengviau ir toks jungimosi optimizavimas gali buti naudingas paskutiniuose vaisto kurimo
etapuose. Entropinis ligando jungimosi optimizavimas yra paprastesnis, nes po hidrofobinés

grupés jvedimo ligandas yra labiau linkes vengti kontakty su vandens molekulémis (tirpikliu).

Paprasé€iausia yra pradéti junginio jungimosi prie taikinio optimizavima nuo entalpijos varomo
slopiklio, nes pagerinti jungimosi entalpijos indéli yra sudétinga, tuo tarpu optimizuoti en-
tropiskai — Zymiai papras¢iau. Pirmuyjy zmogaus imuno deficito viruso HIV-1 proteaziy slopikliy
gimininguma lémé jungimosi entropija, t.y. pagrindinis jungimosi energijai (AG) naudingas
indélis buvo gaunamas i$ entropijos poky¢io. Siuo momentu geriausi HIV-1 slopikliai yra labiau
entalpiski, jie yra labiau atrankus taikiniui, stipriau jungiasi prie taikinio, maziau toksiski,
labiau toleruoja taikinio strukturos poky¢ius (mutacijas) |Freirel, [2008]. Vandeniliniy rysiy
akceptoriy ir donory skai¢ius nekoreliuoja su ligando jungimosi entalpiskumu. Naujas poli-
nis rySys tarp ligando ir taikinio gali buti tiesiog entalpiskai nenaudingas, nes dél erdvigkai
nepalankaus iSsidéstymo entalpijos naudingas indélis i§ rysSio susidarymo gali buti mazesnis nei
polinés grupés desolvatacijos entalpijos nenaudingas indélis dél rysiy tarp ligando poliniy grupiy

ir vandens molekuliy nutraukimo.

Jungimosi atrankumas. Jungimosi atrankumas yra svarbiausia vaisto savybé, kuri sumazina
galutiniy poveikiy tikimybe bei vaisto toksiskuma. Kaip buvo minéta ank$¢iau, labiau hidro-
fobiniai ligandai yra maZiau atrankus, tuo tarpu entalpijos varomi ligandai pasizymi didesniu
atrankumu taikiniui. Tai yra siejama su polinio ry§io savybémis, nes polinés saveikos stipru-
mas priklauso nuo atstumo tarp saveikaujanciy atomy ir jy padéties erdvéje, todél toks erdvinis
atpazinimas yra jautresnis |Tarcsay and Kesert, 2015]. DaZniausiai poliniy grupiy jvedimas }
ligando struktura neturi pastebimo efekto jungimosi stiprumui, nes naujos saveikos entalpijos
indélis yra tiesiog kompensuojamas nenaudingu entropijos indéliu, pasireigkia taip vadinamas
entalpijos-entropijos kompensavimo efektas |[Lafont et al., 2007]. Kaip buvo minéta, entalpijos
varomy junginiy kurimas yra zZymiai sudétingesnis nei entropijos varomuy, nes po naujos polinés
grupés jvedimo j ligando strukturg naujai sudaryto rysio entalpijos indélis turi ne tik kompen-
suoti nenaudingg polinés grupés desolvatacijos proceso entalpijos indélj, bet ir pridéti naudinga
jungimosi indélj jungimosi stiprumui. Tai yra sudétinga, nes reikia i§vengti entalpijos-entropijos

kompensavimo efekto. Ivedus nauja poline grupe galimi sekantys variantai:

(a) Poliné grupé po prisijungimo yra nukreipta i tirpala, pavyzdZiui, pagerina hidrofobinio

junginio tirpuma.

(b) Poliné grupé yra desolvatuota, bet nesudaro stipraus rysio su taikiniu, pasireiskia jungi-
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mosi stiprumo sumazéjimas dél nevisiskai kompensuoto desolvatacijos proceso nenaudingo

entalpijos indélio.

(c) Desolvatuota poliné grupé sudaro stipry ry$i su taikiniu, bet tai neturi jtakos ligando

jungimosi stiprumui dél entalpijos-entropijos kompensavimo efekto.

(d) Desolvatuota poliné grupé sudaro stipruy rysi su taikiniu, aptinkamas jungimosi stiprumo

prieaugis.

b) atveju pirmtakas su jvesta poline grupe turi buti pasalintas i§ tolimesnio ligando jungimosi
optimizavimo. d) atveju nauja poline grupe geriausiai yra jvesti Salia mazai judraus taikinio
regiono, kai mazdaug 7inoma pirmtako pozicija taikinio aktyviajame centre. Tokiu atveju gali
susidaryti stiprus ry$iai tarp ligando ir taikinio, rysiai, kuriy entalpijos indélis jveiks entalpijos-
entropijos kompensavimo efekta. c¢) ir d) atvejais polinés grupés dazniausiai pagerina atrankuma

taikiniui [Kawasaki and Freire, 2011].

Bendru atveju, jungimosi atrankumas nereikalauja stipraus jungimosi prie taikinio. Stiprus
jungimasis ir atrankumas taikiniui tarpusavyje nekoreliuoja, nes rysio stiprumas priklauso nuo
sudaromy ry8iy tarp ligando ir taikinio kokybés, t.y. naudingo energetinio indélio j Gibso laisvaja
energija (AG), tuo tarpu taikinio atpazinimas (atrankumas jam) priklauso nuo sudaromy rysiy
erdvinio iSsidéstymo. Kaip buvo minéta, papildomos polinés grupés gali neturéti indélio j jungi-
mosi stipruma, bet gali pagerinti ligando atrankuma taikiniui. Tokiu budu stipriai besijungiantis
prie taikinio ligandas gali buti neatrankus ir turéti Salutiniy farmakologiniy poveikiy, o vidutinio
stiprumo ligandas gali turéti atrankaus ligando savybe. Svarbus yra ligando atrankumas bei jo

farmakokinetinés ir farmakodinaminés savybés.

Jungimasis prie strukturiskai panasiy taikiniy. Kartais reikia, kad ligandas efektyviai
prisijungty prie homologiniy taikiniy, t.y. kad ligandas galéty jungtis prie tikslinio baltymo
Seimos ar jo mutantinio baltymo. Pirmame etape sukuriami ligandai, kurie sagveikauja su maziau
kintanciu (kitaip tariant konservatyvu) bei strukturiskai stabiliu taikinio regionu. Sekantis eta-
pas yra cheminiy grupiy jvedimas, kurios konformaciniu atzvilgiu yra maZiau suvarzytos, t.y.
gali uzimti daugiau erdvés, lengviau prisitaikyti prie taikinio dél grupiy sukimosi laisveés, jy
asimetrijos. Tokios grupés yra naudingos ligando saveikai su strukturiskai maziau stabiliais bei

skirtingais taikinio regionais.

1.8 Kristalinés vandens molekulés CA izoformuy aktyviajame centre

Kristalinés strukturos, kuriy skiriamoji geba yra auksta (didesné nei 1,8 A), dazniausiai turi
gerus elektrony tankius, kurie leidzia aptikti vandens molekuliy elektrony pikus. Vis dazniau
publikuojami moksliniai straipsniai, kuriuose didesnis démesys yra skiriamas aktyviojo centro

vandens molekuliy analizei, siekiant jvertinti juy itaka jungimosi proceso entropijos-entalpijos
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kompensavimui ( [Klebe, [2015, Snyder et al., |2013|, programa Watermap). Yra nuomoniy, kad

aktyviojo centro vandens molekuliy savybés bei vandens molekuliy dinamikos procesai yra ker-

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

et al., [2013].

Zmogaus CA-ligandas kompleksy kristalinés strukturos, kaip taisyklé, yra aukstos skiriamo-

sios gebos, todél aktyviojo centro vandens molekuliy pikai yra gerai apibrézti. Neziurint j tai, ak-

tyviojo centro kristaliniy vandens molekuliy dinamikos jvertinimas, t.y. kiek vandens molekuliy

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

struktura be slopiklio, yra sudétingas dél siy priezasciy:

(a)

(c)

Elektrony tankiy kokybés jvertinimo. Bet kurioje kristalinéje strukturoje vandens
molekuliy elektrony pikai yra skirtingos kokybes, tai reiskia, kad vandens molekuliy kiekis
priklauso nuo elektrony tankio interpretavimo. Silpni elektrony tankio pikai, t.y. ties
triuk§mo lygiu ar su aukstais B-faktoriais, t.y. labiau judriy atomy, gali buti traktuojami
kaip vandens molekuliy elektrony pikai. Skirtingos programos (Refmac, Sfall), kurios ap-
skaiciuoja elektrony tankiy Zemélapiy parametrus, gali pateikti i§ dalies skirtinga vandens
molekules primenanciy elektrony piky i§sidéstyma. Kitas svarbus dalykas, kad elektrony
tankiy interpretavimas priklauso nuo tyréjo, kuris atlieka strukturos modeliavima, Ziniy
ir poziurio. Reikia pabrezti, kad labai judriy atomy ir molekuliy pozicijos negali buti

nustatytos naudojant kristalografijos metoda.

Baltymo molekuliy susipakavimo kristale. CA baltymo subvienetai kristale susi-
pakuoja gana tankiai ir gali buti, kad vienas baltymo subvienetas i$sidésto Salia kito bal-
tymo subvieneto aktyviojo centro. Toks i§sidéstymas sudaro palankesnes salygas kristaliniy

vandens molekuliy elektrony piky padidéjimui kristalinéje strukturoje.

Skirtumy tarp skirtingy baltymo subvienety toje pacioje strukturoje. CA XII
izoformos kristalinés strukturos turi dazniausiai 4 baltymo molekules. Idomiausia yra
tai, kad vandens molekuliy skai¢ius bei jy tankiy kokybé gali buti skirtingi skirtinguose

baltymo subvienetuose.

Priklausomybés nuo kristalinimo buferio. Skirtingi kristalinimo buferiai (pavyzdziui
pagal pH verte) salygoja skirtinga vandens molekuliy igsidéstymg CA aktyviajame centre.
Kristalinés strukturos aktyviajame centre gali buti aptiktos kristalinimo buferio molekulés,

kurios keicia aktyviojo centro vandens molekuliy i§sidéstyma.

Minétos priezastys apsunkina koreliacijos paieskas tarp vandens molekuliy dinamikos ir jungi-

mosi termodinamikos. Doktoranto spresty struktury vandens molekuliy dinamikos analizé buvo

pradéta, bet nebaigta, todél nepateikiama disertacijoje.
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1.9 Sulfonamidiniy slopikliy tikriniai jungimosi parametrai

CA sulfonamidiniy slopikliy jungimosi termodinaminiai parametrai priklauso nuo buferio ir
jo pH. Kaip minéta, prie Zmogaus CA aktyviojo centro Zn(II) jono jungiasi tiktai deprotonizuota
slopiklio forma — deprotonizuotas sulfonamidas R-SO2NH™. Protono pernesimas nuo slopiklio
sulfonamidinés grupés j buferj yra termodinaminis procesas, kuris turi savo indélj i stebimy
(matuoty) energijy (AH, AG) vertes [Pilipuityte and Matulis| 2015, |Taylor et al.,|1970|. Buferio
ir jo pH indélis gali buti jvertintas atliekant matavimus skirtingo pH buferiuose [Baranauskiené

and Matulis|, 2012, |Jogaite et al., |2013} [Krishnamurthy et al., |2008, Morkunaité et al., 2015].

E (dr. E. Capkauskaité) ir VD (dr. V. Dudutiené) klasiy junginiy tikriniai jungimosi prie
CA izoformy parametrai yra paskelbti straipsniuose |[Kisonaite et al., [2014],|Zubriené et al., 2015|

2017]. Tikriniai jungimosi parametrai gali buti siejami su strukturiniais jungimosi duomenimis.

1.10 Baltymo-ligando saveikos tyrimy rezultaty lukesciai ir realijos

I8vados, kaip taisyklé, remiasi faktais, kurie savo ruoztu gali atspindéti tik dalj informacijos
apie nagrinéjama objekta ar procesa. Kaip pavyzdj galima paimti ,yaikiska délione” — vaizdas

yra aiSkesnis esant didesniam skaiciui teisingai sudéty délionés daliy.
Yra zinoma, kad jungimosi termodinamika yra jvairiy kity procesu bei juos jtakojanciy

veiksniy suma:

(a) Tai nekovalentiniy saveiky indéliai — vandeniliniy rysiy, Van der Valso kontakty, hidrofobiniy,

elektrostatiniy saveiky ir kity.

(b) Tai vandens molekuliy persigrupavimo procesai — ligando ir aktyviojo centro solvatacija ir

desolvatacija, vandens molekuliy sutelkimas ir paSalinimas i§ aktyviojo centro.
(c¢) Tai slopiklio bei baltymo konformaciniai poky¢iai prisijungimo metu.
(d) Tai aktyviojo centro turis ir forma, molekuliniy pavir§iy topografija.
(e) Tai kiti veiksniai.

Eksperimentiniu budu nustatyti baltymo-ligando jungimosi parametrai (disociacijos konstan-
tos, jungimosi termodinaminiai parametrai) — tai visy pirma yra sudétingo proceso vidurkinés
reik§meés. Mes, kaip buvo minéta, neturime informacijos apie atskiry, jtakojanéiy jungimasi
veiksniy indélius i jungimosi procesa. Mes nezinome, kokie yra, pavyzdziui, slopiklio sukamojo-

slenkamojo judéjimo ar konformaciniy energiju pasiskirstymai esant laisvam slopikliui ir po

prisijungimo prie taikinio.
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Priklausomybiy paieskos tarp slopikliy cheminés strukturos (2D) ir jungimosi termodinamikos
leidZia i§ dalies nustatyti grupes, kurios pagerina jungimosi efektyvuma ar atrankuma taikiniui.
Baltymuy kristalografija leidZia nustatyti slopiklio pozicija aktyviajame centre atominés skiriamo-
sios gebos tikslumu. Gauti ligando saveikos su aktyviuoju centru strukturiniai duomenys leidzia
formuoti tikslesnj ir igsamesnj baltymo-ligando jungimosi proceso vaizdy. Atsiranda galimybé

atpazinti procesus, kurie jtakoja jungimosi termodinaminiy parametry verciy pokycius.

1.11 Baltymuy kristalografijos metodo taikymas vaisty kurime

Kristalas — tai yra medziagos struktura, kuria suformuoja identiski, pasikartojantys blokai —
elementarios kristalinés gardelés (kristalografinis terminas). Kiekviename bloke tie patys atomai
ir molekulés turi ta pacia erdvine porzicija. Kristalo blokai idealiame kristale i§sidésto simetrigkai,
todél kristalas, esant tam tikroms salygoms, veikia kaip difrakcijos atspindziy stiprintuvas.
Rentgeno spindulius kristale atspindi atomy elektronai, dél to stebime Rentgeno spinduliy

interferencinj vaizda.

Slopiklio molekulés elektrony tankis elektrony Zemélapiuose bus aptiktas tiktai tada, jei
slopiklis néra ,per daug judrus”, t.y. neturi daug alternatyviy poziciju aktyviajame centre,
nes tokiu atveju difrakcijos atspindziy nuo slopiklio informacija atsiduria difrakcijos triuk§mo
lygyje. Geriausias elektrony tankis yra ty molekuliy, kurios saveikauja su aktyviuoju centru
vienodu mechanizmu, t.y. slopiklio pozicija kristalo narveliuose sutampa, jo atomai turi ta patj
erdvinj i§sidéstyma. Labilios, judrios slopiklio dalys dazniausiai visai neturi jokio elektrony
tankio. Reikia neuzmir$ti, kad difrakcijos atspindZiy surinkimas yra atliekamas 100 K (-173,15
°C) temperaturoje, nes baltymo kristalas yra uzsaldomas. Tokiu budu yra dalinai ,uzsaldomas”
ligando ir baltymo Soniniy grandiniy judrumas. Baltymo ir ligando saveikos kambario tem-
peraturoje bus §iek tiek kitokios, ypa¢ kalbant apie jy pasiskirstyma. Todél yra daroma prielaida,
kad kristalinéje strukturoje ligando pozicija aktyviajame centre atitinka ligando pozicija esant

Trambario, it ji yra palankiausia.

Didelis temperaturinis skirtumas tarp eksperimentiniy salygu (difrakcijos eksperimentas yra
atlickamas 100 K (-173,15 °C), o ITC - 310 K (37°C) temperaturoje) yra dar viena svari
priezastis, kuri neleidZia atlikti patikimos kristaliniy vandens molekuliy dinamikos analizés CA
aktyviuosiuose centruose, lyginant kristaline struktura be ligando ir baltymo-ligando kompleksa.
Temperaturinis indélis j vandens molekuliy konfiguracijy gausa aktyviajame centre yra neabejoti-
nas — didesnis baltymo grandinés Siluminis judéjimas sukelia baltymo molekulinio pavirsiaus, su
kuriuo saveikauja vandens molekulés, pokyc¢ius. Bandymas suristi vandens molekuliy skaiciaus

pokyti kristalinése strukturose su jungimosi termodinamika buty nekorektigkas.
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2 MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Naudoti prietaisai, medziagos

2.1.1 Naudoti prietaisai

e spektrofotometras ,NanoDrop 10007

e Saldoma mikrocentrifuga ,Eppendorf Centrifuge 5415 R”

e Saldoma centrifuga ,Eppendorf Centrifuge 5810-R”

e kristalinimo robotas ,,Oryx8”

e difraktometras ,,RIGAKU” MMO007-HF

e termostatuojamas kambarys

e sinchrotrono EMBL DESY makromolekulinés kristalografijos spinduliy linijos P13 ir P14
e sinchrotrono Lunde makromolekulinés kristalografijos spinduliy linijos
e 3Jviesinis mikroskopas ,Carl Zeiss Stemi SN11” ir ,,OT'M3-112”

e baltymuy koncentratoriai ,,Amicon-Ultra-0,5ml” 10 kDa

e baltymuy koncentratoriai Pierce Protein Concentrators, 9K

e kristalinimo lékstelés, skirtos sédin¢io laso metodui: ,MRC Maxi 48-Well Crystallization

Plate (Swissci)”, ,,Cryschem Plate”, ,CrystalEX (Corning)”

e stalinis kompiuteris

2.1.2 Naudoti reagentai

Kristalinimo tirpaly reagentai.
Naudoty reagenty grynumas kristalinimo tirpalams gaminti buvo > (97-99) %. Baltymuy
kristalinimo efektyvumas taip pat priklauso nuo sekanciy kristalinimo salygu:
(1) Nuo kristalinimo metodikos — sédinéio lago, kaban¢io lao, kristalinimo po aliejumi ar kitos
metodikos.

(2) Nuo kristalinimo lékstelés tipo — skirtingi laso susitraukimo grei¢iai, pavyzdziui, sédincio

laso.
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(3) Nuo tikslios pH reikdmeés, nes, pavyzdziui CA XII ties pH 7,0 nesikristalizuoja, bet ties

pH 7.2 kristalizuojasi labai gerai.

(4) Nuo pradinio lago sudéties — baltymo koncentracijos, kristalinimo buferio praskiedimo ir

t.t.

(5) Nuo rekombinantinio baltymo raiskai naudojamo konstrukto.

Reagenty gamintojai: Sigma, Roth, Fluka, Serva.

Dazniausiai naudoti buferiai:

MES 2-(N-morfolino)etansulfoniné rugstis

HEPES 4-(2-hidroksetil)-1-piperazinetansulfoniné rugstis

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

citriny ruggtis/citratas

TRIS/HCI 2-Amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiolio hidrochloridas,
TRIS hidrochloridas, Tris(hidroksimetil)aminometano hidrochloridas,
bicinas 2-(Bis(2-hidroksietil)amino)acetato rugstis

acto rugstis

acetatas

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

sukcinatas

malonatas.

DaZniausiai naudotos druskos:

Kalcio chloridas, natrio chloridas, amonio sulfatas

DaZniausiai naudoti nusodintojai:

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

»Hampton” kristalinimo tirpaly rinkiniai (angl. crystal screens): ,PEG6000, ,PEG/LiCl%,
,Sodium Malonate, Index, ,PEG /Ion“, ,Cryo“, ,2 Cryo“.

Tiriami CA slopikliai. Disertacijoje analizuojami junginiai buvo susintetinti Biotermodi-

namikos ir vaisty tyrimy skyriuje ir pagrinde sudaro dvi grupes:

(1) Mono/di-pakeisti fluorinti benzensulfonamidai (dr. V. Dudutiené, VD klasé);

(2) Mono/di-pakeisti chlorinti benzensulfonamidai (dr. E. Capkauskaité, E klasé);

Kiti ligandai, kuriy kompleksy su CA strukturos issprestos doktoranto, buvo gauti i§ ben-
dradarbiaujanéiy institucijy (KTU, prof. V. Mickevi¢ius bei Latvijos organinés sintezés institu-

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

Visos kristalinimo eksperimentuose naudotos Zmogaus CA izoformos, ivardintos Zemiau,
buvo ekspresuojamos ir i§grynintos BTI BVTS dr. J. Matulienés, dr. V. Jogaités (Juozapai-
tiené), V. Michailovienés, dokt. J. Kazokaités, dr. J. Jachno, D. Timm, M. Gedgaudo, A.

Kasiliauskaités, G. Milinavi¢iutés.

Lentelé 2.1: Kristalinimui naudoti CA baltymai.

CA Konstrukto Aminorugg¢iy | Uniprot
numeris * seka numeris
CAI pL0060 3-261 P00915
1-260 (pilno
CA Il pL0059 P00918
ilgio)
pL0307 19-284
CAIV P22748
pL0O200 19-284
pL0136 21-280
CA VI P23280
pL0213 31-280
CA VA pL0147 34-305 P35218
pL0173 40-317
CA VB Q9Y2D0
pL0214 40-297
1-264 (pilno
CA VII pL0051 P43166
ilgio)
CAIX pL0323 138-390 Q16790
CA XII pL0119 30-291 043570
1-262 (pilno
CA XIII | pL0058 Q8N1Q1
ilgio)

x BVTS sukonstruotos plazmidés numeris.
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2.2 Metodai

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

kristalinimas

CA kristalai buvo gauti naudojant sédin¢io lago baltymy kristalinimo metoda, kai i§ laSo,
kuriame yra baltymo ir kristalinimo buferio miginys (nuo 0.1 iki 5 pL), vandens molekulés difun-
duoja i talpykla (nuo 0.1 iki 0.5 mL), kurioje yra tik kristalinimo buferis. Baltymo ir kristalin-
imo buferio misinio lasas susitraukia, didéja baltymo bei buferio komponenty koncentracija. Jei
kristalinimo buferio komponentai skatina baltymo kristalinimo vyksma, susidaro kristalinimo
centrai ir prasideda baltymo kristaly augimas. Kristalinimo eksperimenty apibendrinimas yra

parodytas Lenteléje 2.1.

Paskelbty zmogaus CA-ligando kristaliniy struktury kristalinimo salygos yra surasytos PDB

strukturos aprasSyme ir yra lengvai pasiekiamos naudojant PDB kodo numer;j.

Lentelé 2.2: CA izoformos ir juy kristalinimo apibendrinimas.

Skiriampji
CA geba, Trumpas apragymas
(A)
CA T kristalinimo salygos buvo optimizuotos (dr. E. Manakova (VU
I b BTI)). Gerai su slopikliu besikristalizuojanti izoforma. Kristalai auga
20 apie savaite.
1,0- CA TII kristalinimo salygos jau buvo optimizuotos (E. Manakova (VU
. 2,0 BTI)). Labai gerai besikristalizuojanti izoforma. Auga apie savaite.
. Lengvai besikristalizuojanti CA izoforma. Buvo nustatytos skirtingos
v e kristalinimo salygos. Skiriamosios gebos pagerinti nepavyko. Gauta
25 viena kristaliné struktura. Auga apie savaite.
Nepavyko aptikti kristalinimo salygy. Isbandyta 800 kristalinimo
VA ] buferiy.
Nepavyko aptikti kristalinimo salygy, buvo bandyta su dviem skirtin-
VB - gais konstruktais, sukurtais A. Kasiliauskaités. Ishandyta 1400 kristal-
inimo salygu.
Kristalinimo salygos buvo optimizuotos. Atlikti difrakcijos eksperimen-
vir§ tal ir nustatyta, kad CA VI baltymas dimerizuojasi taip, kad aktyvieji
Vi 1,6 centrai slopikliui yra uzblokuoti. Komplekso su slopikliu strukturos
nepavyko gauti. Auga apie 3-4 savaites.
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Kristalinimo salygos nebuvo optimizuotos. Buvo isbandyta 1000
Vi _ kristalinimo salygy.
. Kristalinimo salygos buvo optimizuotos, gauti mazi, taisyklingos
X e geometrinés formos kristalai. Atlikti difrakcijos eksperimentai parodé
30 netinkama skiriamaja geba. Kristalai atsiranda po ménesio.
1,2- Kristalinimo salygos buvo optimizuotos disertacijos autoriaus magis-
A 2,0 tranturos metu. Kristalai atsiranda po 1 savaités.
1,6- Kristalinimo salygos CA XIII jau buvo optimizuotos (E. Manakova
A 2,0 (VU BTI)). Auga apie 2-3 savaites.

Skiriamosios gebos virgutiné riba yra 2,5 A, kai dar jmanoma nustatyti slopiklio padeétj CA
aktyviajame centre. Vandens molekuliy elektrony Zemélapiy pikus, esant > 2,5 A, nustatyti
negalima. Esant skiriamajai gebai maziau nei 2 A, vandens molekuliy padétys aktyviajame
centre gali buti tiksliai nustatomos, jy skaicius didéja geréjant skiriamajai gebai. Zmogaus
CA izoformy baltymai buvo koncentruojami ultrafiltracijos budu iki (15-50) mg mL~! baltymo
koncentracijos ver¢iy. Baltymy tirpaly koncentracijos buvo jvertinamos spektrofotometriskai
naudojant spektrofotometra ,NanoDrop”. Zemiau igvardinti kristalinimui naudoti buferiai ir

CA baltymy koncentracijos.

Naudoti kristalinimo buferiai bei baltymuy koncentracijos, kurioms esant gaunami

kristalai:

(1) CA I: Cpasrymo (15-25) mg mL~!

1) 0,2 M natrio chloridas, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5), 28 % PEG3350
. 20 % PEGS000
, 24 % PEG4000

, 28 % PEG4000

(
2) 0,2 M natrio chloridas, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5
3) 0,2 M amonio sulfatas, 0,1 M Tris-HC1 (pH 8,5
4) 0,2 M amonio sulfatas, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5
5) 0,2 M amonio sulfatas, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5), 24 % PEG3350
6) 0,2 M amonio sulfatas, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5), 28 % PEG3350
7) 0,2 M amonio sulfatas, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5), 20 % PEG8000
8) 0,2 M amonio acetatas, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5), 24 % PEG4000

~ — — — —

)
)
)
)
)
)
)
)

9) 0,2 M amonio acetatas, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5), 28 % PEG4000

10) 0,2 M amonio acetatas, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5), 24 % PEG3350

11) 0,2 M amonio acetatas, 0,1 M Tris-HCI (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-HCI (pH 8,5), 24 % PEG4000
14) 0,2 M natrio acetatas (pH 8,3), 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5), 28 % PEG4000
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15) 0,2 M natrio acetatas (pH 8,3), 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5), 24 % PEG3350
16) 0,2 M natrio acetatas (pH 8,3), 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5), 28 % PEG3350
17) 0,2 M natrio acetatas (pH 8,3), 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5), 20 % PEG8000

(2) CA II: Cpuitymo (15-50) mg mL~*
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: Chuitymo (15-25) mg mL™*
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: Chutymo (10-20) mg mL~*
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, Cputymo 3-6 mg mL~!
1) (0,25-0,55) M NH,H,PO,

(6) CA XII: Cpartymo (20-30) mg mL~?
1) 0,1 M amonio citratas (pH 7,23), 0,2 M amonio sulfatas, 26-30 % PEG4000

(7) CA XIII: Cpaitymo (15-50) mg mL~!
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 molekulés jvedimas § CA kristalus

CA II, CA 1V, CA XII ir CA XIII izoformy kristalai apie savaite iki difrakcijos eksperi-
mento buvo mirkomi kristalinimo buferyje kartu su tiksliniu slopikliu. Kristalinimo buferis su
slopikliu buvo gaunamas sumaiSant (0,5-2,0) pL 50 mM slopiklio tirpalo su 50 pL kristalin-
imo buferio, gauto i$ kristalinimo lékstelés talpyklos. Lasy buferis, kur buvo aptinkami reikiamo
dydzio kristalai, buvo tiesiog pakei¢iamas 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 molekulés.
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2.2.3 Difrakcijos duomeny rinkimas

Rentgeno spinduliy difrakcijos vaizdai nuo CA-ligandas kompleksy kristaly buvo renkami
asmenigkai ir su kolegy pagalba (dr. S. Grazulis, dr. E. Manakova, dr. G. Tamulaitieng, dr. G.
Sasnauskas) naudojant:

(1) VU gyvybés mokslo centro BTT esantj difraktometra RIGAKU MMO007-HF.
(2) Hamburgo sinchrotrono makromolekuliy spinduliy linijas P13 ir P14 (Vokietija).

(3) Lund sinchrotrono spinduliy linijas (Svedija).

2.2.4 Difrakcijos vaizdy apdorojimas, faziy problemos sprendimas
Difrakcijos rinkiniy apdorojimas buvo atliekamas Linux OS aplinkoje, pagrinde naudojant

CCP4 [Winn et all 2011] paketo programine jranga. Naudoty programuy saraSas difrakcijos

rinkiniams apdoroti yra suraSytas Lenteléje [2.3]

Lentelé 2.3: Difrakcijos vaizdy apdorojimo programos.

Programa Programos taikymas

MOSFLM buvo naudojamas difrakcijos vaizdy apdorojimui, kai nuo
MOSFLM
[ 2D vaizdy yra nuskaitomi difrakcijos atspindziai bei juy charakteris-
Battye

tikos. Programa sukuria MTZ tipo faila, kuriame yra surasyti aptikti
et al., [2011]

difrakcijos atspindziai.

XDS programa skirta tam paciam tikslui kaip ir Mosflm. XDS pa-
galba buvo atliekamas difrakcijos vaizdy, gauty Hamburgo (linijos
XDS [Kab- P13, P14) ir Lundo sinchrotronuose, apdorojimas. Taip pat XDS pro-
sch} [2010] 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)

Programa, kuri generuoja MTZ faila i§ HKL failo (i§ XDS).

COMBAT
(http://www.ccp4.ac.uk/html/combat.html)
Po difrakcijos vaizdy integravimo, kai yra gautas MTZ failas, SCALA
SCALA programa jvertina surinkty difrakcijos atspindZiy statistika, juos su-
vidurkina.
Po SCALA programos veikimo UNIQUE programa
UNIQUE sudaro unikaliy atspindziy sara§ag MTZ formatu.

(http://www.ccp4.ac.uk/html/unique.html)
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FREERFLAG

Po UNIQUE programos veikimo FREERFLAG pro-
grama atrenka ir pazymi 10% unikaliy saraSo atspindziy.

(http://www.ccp4.ac.uk/html/freerflag.html)

Programa, kuri naudojama MTZ failo duomeny strukturos pertvarky-

MTZUTILS

mui. (http://www.ccp4.ac.uk/html/mtzutils.html)

Po SCALA programos panaudojimo TRUNCATE atlieka atspindziy
TRUNCATE | intensyvumy perskaic¢iavima i strukturiniy faktoriy amplitudes.

(http://www.ccpd.ac.uk/html/truncate.html)

Po difrakcijos vaizdy rinkimo atlieckamas gauty duomeny kokybés jvertinimas.

parametrai, j kuriuos reikia atkreipti démesj, yra surasyti Lenteléje

Lentelé 2.4: Surinkty nuo difrakcijos vaizdy atspindziy kokybés jvertinimas.

Parametras

Parametro reikSmeé

Skiriamoji

geba

Nurodo minimaly atstuma tarp atspindZio plok§tumy. Minimalus ats-
tumas apibrézia maksimalia skiriamaja geba. Sis parametras priklauso

nuo kristalo savybiy.

Rmerge

Parodo suliety atspindziy skirtuma esant tam tikrai skiriamajai
gebai. Idealiai tie patys atspindziai (pagal hkl indeksavima) skir-
tis neturi. Didéjant skiriamajai gebai, daugéja atspindZiy skaicius,
Ryerge pradeda augti. Bendrai Ry,erge parodo atspindZiy duomeny

patikimuma esant tam tikrai maksimaliai skiriamajai gebai.

I/o

Sis parametras koreliuoja su Ryerge- Taip pat parodo atspindZiy
duomeny patikimuma esant tam tikrai maksimaliai skiriamajai

gebai. Duomenys laikomi nepatikimais, jei I/o mazesné uz 2,0. Tai
reikia, kad nustatomi intensyvumai skiriasi nuo paklaidos tik 2 kartus.

Mazéjant I/o, auga Ryperge reikdmeés.

Difrakcijos
duomeny

pilnumas

Kiekvienai kristalo gardelei ir simetrijos grupei yra ribotas atspindziy
skai¢ius, priklausomai nuo skiriamosios gebos. Difrakcijos duomeny
pilnumas parodo, kokia jy dalis buvo nuskaityta nuo difrakcijos vaizdy

( gauta difrakcijos eksperimento metu).

Svarbus

Surinkty atspindziy rinkinyje yra uzkoduota informacija apie atomy iSsidéstyma (t.y. ko-

ordinates) kristalo asimetriniame vienete. Jos iSgavimui reikalingas savitas raktas — fazés. Po
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difrakcijos vaizdy rinkinio apdorojimo yra atliekamas faziy problemos sprendimas, po kurio

galima analizuoti elektrony tankiy Zemélapius bei jjungti j juos molekuliy atomus. Vienas i§ faziy
problemos sprendimo budy yra molekulinis pakeitimas. Pradinés fazés yra tiesiogiai gaunamos i§
jau iSsprestos strukturos (kristalografijos, branduolio magnetinio rezonanso ar bioinformatiniais
metodais), kuri yra labai artima sprendziamai strukturai. Siuo atveju naudojamos programos
MOLREP arba AMORE (Lentelé . Jy veikimas paremtas tuo, kad per eile duoto pradinio
modelio transliacijy bei rotaciju surandama tokia padétis, kuri geriausiai atitinka difrakcijos

duomenis.

Programos SFALL ir SIGMAA yra naudojamos .mtz formato failo gavimui, kuriame yra faziy
ir elektrony tankio Zemélapiy koeficientai, reikalingi elektrony tankiams vizualizuoti. Turint
sufazuotg modelj ir elektrony Zemélapius, pradedamas kristalinés strukturos modeliavimas, nau-

dojant COOT programa. Yra analizuojami sekantys elektrony tankiy Zemélapiy tipai:

(1) tiesioginis elektrony 7emélapis;

(2) skirtuminis elektrony Zemélapis.

Lentelé 2.5: Strukturos modeliavimui naudojamos programos.

Pavadinimas | Programos taikymas
Naudojama molekuliniam pakeitimui, t.y. pradinés fazés ap-
MOLREP skai¢iuojamos ir pateikiamos i§ i§sprestos ir strukturigkai identiskos
arba labai panasios strukturos.
AMORE MOLREP programos analogas.
COOT [Em-| | Naudojant COOT programa rankiniu budu vykdomas strukturos mod-
sley et al. eliavimas: neuzpildyti elektroninio tankio Zemélapiy pikai analizuojami
2010] ir uzpildomi vandens ar kitomis molekulémis/atomais.
Programa atlieka atominio modelio atomy padéties patikslinimg
pagal eksperimentinius duomenis bei geometrijos apribojimus. Po
REFMAC ~
REFMAC strukturos patikslinimo vél griztama prie COOT pro-
[Murshudov
gramos, analizuojami poky¢iai po faziy pagerinimo. Ciklas kar-
et al., 1997,
tojamas, kol visi reik§mingi elektroninio tankio pikai (i§skyrus
Vagin et al.|
| aktyvuji centra) yra uzpildyti ir belieka sumodeliuoti slopiklio
2004
padétis pagal esama neuzpildyta elektrony tankj aktyviajame centre.
http://www.ccp4.ac.uk/html/refmac5.html
Apskaitiuoja strukturinius faktorius ir fazes naudojant modelio ir
SFALL difrakcijos eksperimento metu gauty strukturiniy faktoriy (Fobs.mtz)
informacija. http://www.ccp4.ac.uk/dist/html/sfall.html
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Atlieka Furjé-koeficienty gerinima naudojant apskaiciuotas fazes,
gautas i§ SFALL. Bendrai §i programa yra reikalinga elektrony

SIGMAA
zemélapiams generuoti, t.y. apskai¢iuoti elektrony zZemélapiy koefi-

cientus. http://www.ccp4.ac.uk/html/sigmaa.html

AVOGADRO | Programa naudojama slopiklio molekulés 3D modeliui sukurti. Gautas
[Hanwell modelis jjungiamas j skirtuminj elektrony Zemélapj aktyviajame centre,

et al., 2012] i§ modelio taip pat apskaic¢iuojami slopiklio geometrijos apribojimai.

Programa i§ slopiklio atominio modelio (PDB) failo generuoja
LIBCHECK | i8eities faila, kuriame yra sura8ytos slopiklio molekulés geometrinés

ir cheminés savybeés, reikalingos REFMAC programos veikimui.

Tiesioginis elektrony tankio Zemélapis gaunamas naudojant difrakcijos duomeny F strukturinius
faktorius ir pradines fazes (gautas i$ pradinio atominio modelio). Skirtuminis elektrony Zemélapis
apskai¢iuojamas naudojant Feisperimentas -Fmodelis taisykle ir modelio fazes. Jis parodo elektrony
tankio skirtumus, apskai¢iuotus i§ strukturos ir surinkty duomeny. Elektrony tankio Zemélapiai
yra labiau priklausomi nuo faziy nei nuo amplitudziy. Zemélapiy kokybeé priklauso ir nuo
skiriamosios gebos vertés: mazéjant skiriamajai gebai, dingsta informacija apie individualiy
atomy tiksly iSsidéstyma, didéja paklaidos, elektrony Zemélapiai tampa sunkiau interpretuojami.
Baltymo grandiniy ir aminorug§¢iy Soniniy grandiniy alternatyvios padétys, dalis vandens/jony

ir kity molekuliy negali buti jvertinti, nes informacija atsiduria Zemiau difrakcijos triuksmo lygio.

Po modeliavimo, naudojant COOT, pakeistas atominis modelis perduodamas patikslinimo
programai REFMAC. Po patikslinimo griztama prie Zemélapiy analizés, nes po atominio mode-
lio patikslinimo keiciasi fazés, o tai reigkia, kad keiciasi ir elektrony Zemélapiai. COOT — REF-
MAC ciklas kartojamas kol skirtuminio Zemeélapio pikai jau neturi prasmeés (tiesiog triuksmas).

Strukturos patikimumo parametrai yra surasyti Lenteléje

2.2.5 BSA ir ASA pavirsiy ploty apskai¢iavimas

BSA (angl. Buried Surface Area, nuo tirpiklio pasléptas molekulinis pavir§iaus plotas) ir
ASA (angl. Accessible Surface Area, tirpikliui prieinamas molekulinis pavirsiaus plotas) ligandy
pavirSiai kompleksuose su CA izoformomis buvo jvertinti naudojant Voronota programa (v.
1.10.1544) [Olechnovi¢ and Venclovas| 2014]. Buvo pasirinkti §ie parametrai: 1) numatytas
riedéjimo zondo spindulys (1,4 A); 2) atomy VAV spinduliai: Cl atomui — 1,75 A, C — 1,7 A, F
~147A,N-1,55A,0-1,52A,S - 1,80 A, Zn - 1,39 A ir H - 1,09 A.
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3 Eksperimenty rezultatai ir ju aptarimas

3.0.1 Doktoranturos metu iSsprestos CA-ligando komplekso kristalinés strukturos

Mano doktoranturos pagrindinis tikslas buvo nustatyti keliasdesimt baltymo ir baltymo-
ligando komplekso struktury naudojant Rentgeno spinduliy kristalografijos metoda. I8 kristaliniy
komplekso struktury galima spresti kaip strukturigkai iSsidésto musy laboratorijoje susintetinti
cheminiai junginiai jvairiy karboanhidraziy izoformy aktyviuosiuose centruose. Man pavyko
gerokai vir§yti pradinius lukes¢ius ir darbo metu iSspresti daugiau nei 61 aukstos kokybés
struktiira bei sudéti duomenis i baltymy duomeny baze PDB. Sios kristalinés struktiiros su-
daré laboratorijoje i§spresty struktury pagrindine grupe ir padéjo racionaliau kurti cheminius

junginius, kurie buty dar labiau efektyvus ir atrankus.

Doktoranturos eigoje i§ viso buvo surinkti 181 Rentgeno spinduliy difrakcijos duomeny rink-
iniai, kuriy didZioji dalis gauta tiriant CA kompleksus su slopikliais (i§samiai duomenys yra
pateikti Lenteléje . I8 ju 61 kristalinés strukturos buvo sudétos i PDB duomeny baze:
5LLH, 5LLC, 5LLE, 5LLG, 5LLN, 5LLP, 5LLO, 5MSA, 5MSB, 5IPZ, 5114, 5LL5, 5L1L9, 5LLA,
5E2N; 5DOG, 5DOH, 5DRS, 5E2M, 5EHE, 4QLY, 4QIZ, 4QJ0, 4QJM, 4QJO, 4QJP, 4QJW,
4QJX,4QTL, 4AWR7, 4WUP, 4WUQ, 4WW6, 4sWW8 4QSA, 4QSB, 4QSI, 4QSJ, 4PYX, 4PYY,
4QOL, 4PZH, 4Q06, 4Q08, 4Q09, 4Q07, 4Q6D, 4Q6E, 4KNJ, 4KNN, 4KP5, 4KNI, 4KNM, 4KP8,
4HT2, 4HU1, 4HTO, 50GJ, 50G0O, 50HH, 4LHI. 62 kristalinés strukturos buvo tuséios, t.y. ju
aktyviuosiuose centruose nebuvo aptinkamas elektrony tankis, kuris galéty buti vienareik§migkai

priskirtas ligandui.

Lentelé 3.1: Doktoranturos metu surinkty difrakcijos rinkiniy apzvalga.

Bendra apdoroty difrakci-
Pastabos
jos vaizdy informacija

Toks yra bendras surinkty difrakcijos rinkiniy skaicius,
i§ viso buvo apdoroti 169
kurj pavyko sékmingai apdoroti, t.y. gauti elektrony
difrakcijos rinkiniai
tankiy Zemélapius.

61 kristaliné struktura
Tai yra kristalinés strukturos, kurios turi PDB numerj ir
buvo patalpinta | PDB
yra laisvai prieinamos.
duomeny baze

Tai yra kristalinés strukturos, kuriy aktyviuosiuose cen-
62 kristalinés strukturos
truose neaptinkama elektrony tankio, kuris galéty buti
buvo be slopiklio

priskirtas ligandui.
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28 atvejais aktyviojo Aktyviajame centre randami elektrony tankiai, kuriy
centro elektrony tankiai kokybé neleidzia vienareikSmiskai interpretuoti duomeny

buvo neaiskus ir sukurti patikimo modelio.

18 kristaliniy struktury ~
Kristalinés strukturos be slopiklio kristalinimo buferyje.
be slopiklio

vir§ 6 kristaliniy

struktury buvo Nepublikuotos kompleksy kristalinés strukturos.

sumodeliuota

Ligandy cheminés strukturos ir ju kompleksy su CA izoformomis PDB numeriai yra pateikti

Lenteléje

Lentelé 3.2: Ligandy cheminés strukturos ir jy kristaliniy struktury kompleksy su CA izofor-

momis PDB numeriai. I§ viso 61 kompleksas.

Ligandas Ligando struktura Kristalinés strukturos
HO

==, 2 | 4ary, 4Q1z, 4Qu0 (CA 11, cA
VD12-25-2 | ° y
F F O XII, CA XIII)

e 4QJM, 4QJO, 4QJP (CA 1II,

VD11-28 . H
CA XII, CA XIII)
F F
045$8|H2
HO
ol 4QJW, 4QJX, 4QTL, 5EHE,
"1 H
VD10-39b F ”\/© 50GO (CA II, CA XII, CA
F F XIII, chCA T)
/SR NHz
0% S0
HO
ol 4PYX, 4Q06, 4Q08, 50GJ (CA
VD12-09 F F II, chCA IX, chCA XII, CA
F XIII)
o=>sd
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5E2M, 4PYY, 4QOL, 4Q09,

H 4Q07, 5E2N (CA I, CA II, CA
VD11-4-2 F N
i . XII, chCA IX, chCA XII, CA
o7oshiH: XIIT)
HO
O=9=0 4PZH, 4HU1, 5MSB (CA 1I,
VD10-35 F F
i - CA XIII, CA XII)
o=osbiM
'®
AN
0 4KNJ, 4KP5, 4KNN (CA 1I,
E11-8
CA XII, CA XIII)
Cl
o=>sdiH:
ot
AN
E11-10 © 4KNI, 4KNM (CA II, CA XIII)
Cl
o=sgM
o]
HNH\
SAN
o]
E11-18 4QSA, 4QSJ (CA II, CA XIII)
Cl
045¥-$|H2
H 0
N
o) 5—{\N:§
E11-19 4QSB (CA 1I)
o#s gt
O x
T
E11-9 4KP8 (CA XII)
04558“"2
OHNYN
E52 S 4QSI (CA 1II)
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S
=
E35 Q/'V 5IPZ (CA IV)
Cl
oo
N.
D
N
o]
E79 5LL4, 5LL5 (CA II, CA XII)
0453.‘\&”"2
N
5
N
o]
E11-36 5LL9, 5LLA (CA XII, CA XIII)
Cl
045{‘\3”"2
\Ls AWRT, 4AWW6, AWWS, 5LLN
VD12-05 ' F (CA I, CA II, CA XII, CA
N XIII)
®
|
e
MK3 4Q6D (CA II)
oSl
N\
b
OA\ANH
KR50-12 <) 4Q6E (CA 1)
045“\4&'”2
e
OL-19 ={ ALHI (CA II)
S
9
VD12:63 | F AWUQ (CA T)
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m\_%

VD12-15 F F 5DOH, 50HH (CA II, CA XIII)
F N—
Hz%)ﬁ@o
Y
S
VD10-50 F F 4HTO, 4HT2, (CA II, CA XII)
F F
orsb:
HO
0=5=0 H
VD12:34 | F N\@ 5DRS, 5LLO (CA II, CA XII)
F F
_ScNH,
0% F0
VD10-49 | | : F 5LLH (CA II)
oY
VD11-26 | O] f 5LLC (CA 1)
~
FﬁIF
T
VD11-53-2 | . | 5DOG (CA 1)
O‘S*"&'FE
HO
1
VD11-31 AWUP (CA T)
N
VD10-51 5LLE (CA TI)
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\LS
VD12-10 5LLG (CA II)
oo
HO
0=5=0 H
VD12-23 | F N%SD 5LLP (CA XII)
F F
_Sg NH,
0% F0

Didzioji dalis kokybisky struktury buvo publikuota 10 straipsniy, kuriuose doktorantas
yra bendraautoriy eiléje. Publikacijy saraas bei su jomis susijusios strukturos yra sura8ytos

Lenteléje Svarbiausia doktoranto publikacija yra [Smirnov et al., 2018|, kurioje buvo

apzvelgta didzioji dalis doktoranturos metu spresty kristaliniy struktury. Sioje publikacijoje
buvo bandoma nustatyti koreliacijas tarp baltymo-ligando komplekso strukturos ir tikriniy, t.y.
nepriklausomy nuo buferio ir pH ver€iy, jungimosi termodinaminiy parametry.

Disertacijoje analizuojami junginiai buvo susintetinti Biotermodinamikos ir vaisty tyrimy skyri-

uje ir pagrinde sudaro dvi grupes:

(1) mono/di-pakeisti fluorinti benzensulfonamidai (dr. V. Dudutiené, VD klaseé);

(2) mono/di-pakeisti chlorinti benzensulfonamidai (dr. E. Capkauskaité, E klasé);

Lentelé 3.3: PDB strukturos ir su jomis susije straipsniai.

PDB numeriai Aprasymas

Siame straipsnyje buvo apzvelgta didzioji dalis doktoranto
5LLH, 5LLC, 5LLE,

5LLG, 5LLN, 5LLP,
5LLO, 5MSA, 5MSB
IISmirnov et al.l, |2018||

spresty kristaliniy struktury. Buvo ieskoma koreliacijy tarp
ligandy jungimosi prie CA izoformy aktyviyjy centry ir

tikriniy jungimosi termodinaminiy parametry. Pateiktos

devynios naujos kristalinés strukturos.
Viena mano i§spresta struktura. Straipsnyje apzvelgiami
SIPZ CA IV [Mick- |
_ slopikliy tikriniai termodinaminiai jungimosi parametrai prie
|evi(:iuté et al.l, |2017||
CA 1V izoformos.
5LL4, 5LL5, 5LL9, 5LLA | Publikuoti dr. E. Capkauskaités susintetinty (E klasés)

ﬂéapkauskaité et al.l, junginiy tikriniai jungimosi prie 12 CA izoformy parametrai.
2017 Keturios mano iSsprestos kristalinés strukturos.
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5E2N, 5DOG, 5DOH,
5DRS, 5E2M, 5SEHE
||Zubriené et al.l, |2017||

Meta-, orto-pakeisty fluorinty benzensulfonamidy tikriniai
jungimosi termodinaminiai parametrai. Se§ios mano

iSsprestos kristalinés strukturos.

4QTY, 4QI1Z, 4QJ0,
4QIM, 4QJO, 4QJP,
4QIW, 4QJX, 4QTL
“Dudutiené et al.l, |2015||

Pirma karta buvo publikuoti dr. V. Dudutienés susintetinti
para-, orto-, meta-pakeisti fluorinti benzensulfonamidai (VD
junginiy klasé). Yra pateikti stebimieji jungimosi parametrai.

Pateiktos devynios mano iSsprestos kristalinés struktiiros.

4WR7, 4WUP, 4WUQ),
AWW6, 4WWS [Zubriend
et al.l, 2015

Para-pakeisty fluorinty benzensulfonamidy tikriniai jungi-
mosi termodinaminiai parametrai. Penkios mano i§sprestos

kristalinés strukturos.

4QSA, 4QSB, 4QSL,
4QSJ [Kisonaite et al)
2014]

Publikuoti dr. E. Capkauskaités susintetinty (E klasés)
junginiy tikriniai jungimosi termodinaminiai parametrai.

Keturios mano iSsprestos kristalinés strukturos.

4PYX, 4PYY, 4QOL,
4PZH, 4Q06, 4Q08,
4Q09, 4Q07

Pirma karta buvo publikuoti atrankus CA IX izoformai
slopikliai. Astuoniy mano iSspresty kristaliniy struktury,
kuriy tarpe yra CA II izoformos mutantiniai baltymai, pub-

likavimas.

16D, 4Q0F

Para-pakeisti benzensulfonamidai (susintetinti KTU, dr.
K. Rutkauskas). Pateiktos dvi mano i$sprestos kristalinés

strukturos.

4KNJ, 4KNN, 4KP5,
4KNI, 4KNM, 4KP8
|Capkauskaite et al.l

E klasés junginiy publikavimas (dr. E. Capkauskaiteé).
Apzvelgtas junginiy atrankumas Sesioms CA izoformoms.

Sesios mano iSsprestos kristalinés strukturos.

4HT?2, 4HU1, 4HTO
||Dudutiené et al.l, |2013||

Pirma karta buvo publikuoti dr. V. Dudutienés susintet-
inti para-pakeisti fluorinti benzensulfonamidai. Yra pateikti
stebimieji (i§matuoti) jungimosi parametrai. Trys mano

i8sprestos kristalinés strukturos.

ALHI, 50GJ, 50G0,
50HH

Strukturos be publikacijos.

3.1 Baltymo-ligando kompleksy kristaliniy struktury ir tikriniy jungi-

mosi parametry koreliacija

Straipsniuose |Capkauskaite et al.l 2013, Dudutiené et all 2013} [2014 [2015, Rutkauskas|
2014], kuriuose a esu bendraautoriy eiléje, kristalografinéje dalyje i§ esmés buvo jrodyta,
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kad naujai susintetinti sulfonamido pagrindu junginiai jungiasi butent prie CA aktyviojo centro
Zn(II) jono, o ne prie kitos baltymo dalies. Siuose straipsniuose dazniausiai buvo pirma karta
pavie§inti naujai susintetinti junginiai kaip CA slopikliai. Straipsniuose buvo

analizuojami stebimieji jungimosi parametrai. Kaip buvo minéta, sulfonamidinio ligando jungi-
masis priklauso nuo buferio, jo pH veréiy ir sulfonamidinés grupés pK,. Kituose straipsniuose

buvo jvertinti junginiy tikrinies jungimosi parametrai, kai yra jvertinamas buferio ir jo pH indélis

i jungimosi parametry vertes |KiSonaité et al., |2014} |Zubriené et al., 2015} |2017].

Mano spresty CA-ligando kompleksy kristaliniy struktury bendro skaic¢iaus augimas leido
atlikti i§samesne visy jo spresty struktury analize lyginant su tikriniais jungimosi parametrais.
Lenteléje yra i§vardinti kristaliniy struktury PDB numeriai ir tikriniai baltymo-ligando
jungimosi termodinaminiai parametrai, kurie buvo jtraukti j doktoranto straipsnj
2018|. Didzioji dalis kristaliniy struktury ir tikriniy termodinaminiy parametry yra paimta i3
anksc¢iau publikuoty straipsniy. Bus naudojamas dvigubas junginiy numeravimas, t.y. raidziy

ir skai¢iy derinys — BVTS naudojamas junginio numeris (pavyzdZziui, VD10-35) ir junginio

numeris i§ straipsnio [Smirnov et al [2018].

Lentelé 3.4: CA-ligandas kompleksy kristalinés strukturos ir tikriniai jungimosi termodi-

naminiai parametrai.

K, AGuik; AHyy;
CA ir slopik- PDB Publikacija (pagal
(I’IM, 'TAStika (k‘] _
lis ID strukturas)
FTSA) | mol™1)
CAIl-1
5LLG | 0,0074 | -66,1 -69,0 2,9 Smirnov et al., 2018
(VD12-10)
CAXII-1
4WWS8 | 0,067 | -60,4 -56,4 -4,0 Zubriené et al., 2015
(VD12-10)
CAII-2
SLLE | 0,060 -60,7 -25,1 -35,6 Smirnov et al.| 2018
(VD10-51)
CAI-3
4WRT | 0,0021 | -69,4 -74,4 5,0 Zubriené et al., 2015
(VD12-05)
CAII-3
4WWE6 | 0,062 -60,6 -46,4 -14,2 Zubriené et al., 2015
(VD12-05)
CAXII-3
5MSA*| 1,14 | -53,1-31,7-214 | n/d
(VD12-05)
CA XIII - 3
S5LLN* | 0,099 | -59.4 -54,3 -5,1 n/d
(VD12-05)
CAIl-4
S5LLH | 0,067 -60,4 -37,7 -22,8 Smirnov et al., 2018
(VD10-49)
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CAI-5

4WUQ | 0,0015 | -70,3 -59,7 -10,6 Zubriené et al., 2015
(VD12-63)
CAIl-6 IICapkauskaité et al.l,
3SBH | 0,080 | -59,9 -48,4 -11,5
(E65) 2012
CAIl-7 IICapkauskaité et al.l,
3SBI 0,025 | -63-62-1,0
(E90) 2012
CAII-8 IICapkauskaité et al.l,
4KNI | 0,085 | -59,8 -41,1 -18,7
(E11-10) 2013
CAXIII- 8 IICapkauskaité et al.l,
4KNM | 0,18 -57,9 -51,6 -6,3
(E11-10) 2013
CAII-9 IICapkauskaité et al.L
4KNJ | 0,11 -59,0 -47,6 -11,4
(E11-8) 2013
CAXII-9 IICapkauskaité et al.l,
4KP5* | 3,0 -50,6 -32 -18,6
(E11-8) 2013
CAXIII-9 IICapkauskaité et al.l,
4KNN | 0,31 -56,5 -54,8 -1,7
(E11-8) 2013
CAII-10
4P7ZH | 2,7 -50,9 -46,7 -4,2 Dudutiené et al., [2014
(VD10-35)
CAXII-10
5MSB | 35 -44,3 -24,6 -19,7 Smirnov et al., 2018
(VD10-35)
CAXIII - 10
4HU1 | 8,9 -47,8 -50,4 2,7 Dudutiené et al.| 2013
(VD10-35)
CAI-11
5E2M* | 60 -42,9 0,8 -43,7 Zubriené et al., 2017
(VD11-4-2)
CAIl-11
4PYY*| 24 -51,2 -9,5 -41,7 Dudutiené et al., [2014
(VD11-4-2)
chimeric
CAIX-11 4Q07* | n/d n/dn/dn/d Dudutiené et al., [2014
(VD11-4-2)
CAXII-11
4QO0L | 0,11 -59,0 -40,8 -18,2 Dudutiené et al., |2014
(VD11-4-2)
CAXIIT - 11
S5E2N | 0,29 | -56,6-11,4 -45,2 Zubriené et all, 2017
(VD11-4-2)
CAII-12
5DRS | 1,1 -53,2 -36,4 -16,8 Zubriené et al., 2017
(VD12-34)
CA XII-12
5LLO | 0,4 -55,8 -47,0 -8,8 Smirnov et al.| 2018
(VD12-34)
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CAII-13

5LLC | 0,3 -56,5 -49.4 -7.1 Smirnov et al., 2018
(VD11-26)
CAIl-14

4QIM | 034 | -56,2-23,1-33,1 | [Dudutiené et al., [2015
(VD11-28)
CAXII- 14

4QJO* | n/d n/dn/dn/d Dudutiené et al., [2015
(VD11-28)
CAXIIIL - 14

4QJP* | 0,13 -56,9 -17,7 -39,1 Dudutiené et al., 2015
(VD11-28)
CATI-15 | 4QTL¥, [Dudutiené et al., 2015,

45 49,5 -22,1 -27.4

(VD10-39b) | S5EHE* Zubriené et al, [2017)
CAXII- 15

4QJW | 1,2 -53,0 -36,1 -16,9 Dudutiené et al., 2015
(VD10-39b)
CAXIIL- 15

4QIX* | 1,6 52,2 -34,2-18,0 | [Dudutiené et al., 2015
(VD10-39b)
CAXII- 16

5LLP | 0,58 -54,8 -29,8 -25,0 Smirnov et al.| 2018
(VD12-23)

n/d - néra duomeny.

Analizuojamy junginiy cheminés strukturos yra pavaizduotos Pav.
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Pav. 3.1: Junginiai ir ju kompleksy su CA izoformomis PDB numeriai.

3.1.1 Jungimosi palyginimas naudojant uzklotas molekulines poras

Kaip buvo minéta, ligando jungimosi prie taikinio procesas bei jo termodinamika priklauso
nuo daugelio veiksniy, todél buvo pasirinkta junginiy poros palyginimo strategija toje patioje
CA izoformoje. Junginiy pora (toliau molekuliné pora) yra apibréZziama kaip du strukturiskai
panasus sulfonamidiniai junginiai, kurie tarpusavyje skiriasi pakaitais orto-, meta- arba para-
padétyse benzensulfonamido atzvilgiu. Buvo ieskoma molekuliniy pory, kur slopikliy krista-

lografiniai modeliai turi panagy ligandy iSsidéstyma tos padios izoformos aktyviajame centre.
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Kompleksy kristaliniy struktury rusiavimas pagal molekulines poras leidzia suvienodinti kai

kuriy jungimosi proceso veiksniy indélius:

(1) Jei molekulinés poros junginiai pana$iai riSasi prie tos paios CA izoformos, tai galima

daryti prielaida, kad molekulinés saveikos komplekse tarp ligando ir baltymo bus tos pacios.

(2) Nagrinéjamos molekulinés poros junginiai yra komplekse su ta pacia CA izoforma, tokiu
budu bandoma i$vengti indélio, atsirandan¢io dél skirtumy tarp CA izoformy. Nedideli
molekulinio pavir§iaus skirtumai tarp CA izoformy aktyviyjy centry gali buti reikmingi

(pavyzdziai):

(a) Para ar para-,meta-pakeisto fluorinto benzensulfonamido Ziedas aptinkamas CA 11
ir CA XII aktyviuosiuose centruose dviejose pozicijose (Pav. [3.2B), tuo tarpu CA
XIIT izoformoje sutinkama tik viena fluorinto Ziedo padétis (Pav. ) Manoma,
kad 8iuo atveju vienos aminorugsties pakeitimas, t.y. treonino (Thr (CA II, CA XII))
i valing (Val), lemia tik vieng fluorinto benzensulfonamido saveikos budg su CA XIII

aktyviuoju centru.

(b) Kristaliniy vandens molekuliy igsidéstymas CA aktyviuosiuose centruose skiriasi tarp

izoformy, nes vandens molekulés saveikauja su skirtingu molekuliniu pavir§iumi.

A CAIl B CAXII CAXIll

F Phe A131 %{:a AL2o Phe A133
» 41//‘2} - Leu A139 Z Gin A89 Leu A143 \
i) Gin A%4
= /3

Asn AB7,

Leu A198 ) Y\‘/ Leu A197 & “ | - Leu A200 Asn A69 /

& Lys A69

-Q A > \

| / } {

- ¢ 4
2 (V) Asn A64
b 3 ” Pro A204 /4 Ser Ac4
Thr A199 | O‘\"
His A64 His AB6 -

H\s A66

Pro A202

Thr A200

Pav. 3.2: Vienos aminorugsties pakeitimo jtaka fluorinto benzeno pozicijai aktyviuosiuose CA
II, CA XII ir CA XIII centruose. Parodytos CA II, CA XII ir CA XIII izoformy kristalinés
strukturos komplekse su ligandu 14 (VD11-28). Aktyvieji centrai yra pavaizduoti vienoje ori-
entacijoje. Fluorintas benzensulfonamidas gali buti randamas CA II ir CA XII aktyviuosiuose
centruose ,tarp” padeétyje, t.y. tarp leucino (Leul98 (CA II) ir Leul97 (CA XII)) ir treonino
(Thr200 (CA TI) ir Thr199 (CA XII)) liekany (7iuréti A, B (permatomas ligandas)). Toks flu-
orinto benzeno Ziedo i8sidéstymas nebuvo aptiktas CA XIII kompleksy kristalinése strukturose,
kur fluorinto benzensulfonamido fluorai yra issidéste tiktai lygiagreciai sulfonamidiniam S-N
rysiui (C). Manoma, kad treonino (Thr200 (CA II) ir Thr199 (CA XII)) pakeitimas i leucing
(CA XIII) neleidzia fluorintam Ziedui uZimti tarp” pozicijos. Kaip minéta, CA IT ir CA XII

kristalinése strukturose sutinkamos abi fluorinto ziedo pozicijos.
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Galimy molekuliniy pory deriniy skai¢ius yra akivaizdZziai apribotas turimy baltymo-ligando
kristaliniy struktury aibe. Perziuréjus visas doktoranto sprestas strukturas ir perrenkant jy de-
rinius, buvo nustatytos 9 molekulinés poros, kuriose ligandy benzeno Ziedo pozicijos tose paciose
CA izoformose sutampa, o skirtumai yra tiktai benzensulfonamido pakaity pozicijose (Pav.
vienodai besijungianéiy junginiy poros bus i§samiau i8nagrinétos sekancioje dalyje). Pastebéta,
kad daugeli pory faktiskai galima suru$iuoti pagal junginiy hidrofobigkumo poky¢ius poroje.
Buvo palygintos §iy pory BSA (angl. Buried Surface Area, nuo tirpiklio pasléptas molekulinio
pavirSiaus plotas) ir ASA (angl. Accessible Surface Area, tirpikliui prieinamas molekulinio
pavir§iaus plotas) vertés tarp ligando ir baltymo kompleksuose su tikriniais jungimosi termodi-
naminiais parametrais. Molekuliniy pavirsiy skaitiniams jverc¢iams apskai¢iuoti buvo pritaikytos
3 programos — Voronota [Olechnovi¢ and Venclovas| 2014], V3 [Voss and Gerstein), 2010] ir PISA
[Krissinel and Henrick, 2007]. Apzvelgus §iy programy galimybes buvo nuspresta naudoti tiktai

Voronota, nes:

(a) PISA skaitiuoja BSA ir ASA kontaktus bendrai visam ligandui.

(b) V3 galima pritaikyti atskiro slopiklio ir aktyviojo centro turio bei molekuliniy pavirsiy

apskai¢iavimams, bet tik visam ligandui.

(c) Voronota labai patogi molekuliniam BSA ir ASA pavir§iy jvertinimui, nes leidZia ap-

skaiciuoti pavir§ius pasirinktiems atomams, molekuliy grupéms.

Kiekvienoje molekulinéje poroje, naudojant Voronota programa, buvo apskai¢iuojami lig-
ando fragmenty molekuliniy pavir§iy plotai, t.y. sulfonamidinés grupés, pirmo ziedo, orto, meta,
para-pakaity. Tai leido jvertinti skirtingy funkciniy grupiy, kuriy cheminé struktura skiriasi
molekulinéje poroje, BSA ir ASA pavirsiy plotus. Apzvelgiamose molekulinése porose
nebuvo rasta atskiry koreliacijy tarp tikriniy jungimosi termodinaminiy parametry ir molekulinio
pavir§iaus BSA arba ASA (A) ploto ver¢iy poky¢iy. Buvo pastebéta tendencija, kad didéjant
hidrofobiniam pavirsiui (BSA + ASA), entalpijos indélis tampa maziau naudingas, tuo tarpu
entropinis narys (-TAS, labiau palankus jungimosi procesui) kompensuoja jungimosi entalpijos
nario praradimus. Papildomas molekulinis pavir§ius faktigkai nekeicia jungimosi prie CA I, CA
IT, CA XIII izoformy aktyviujy centry stiprumo (Pav. ziuréti AG arba Lenteléje -
AAQG). Susidurta su jungimosi termodinamikoje gerai Zinomu reiskiniu — jungimosi entalpijos-
entropijos kompensavimo efektu, kai pavyzdZziui, jungimuisi naudingo entalpinio indélio poky¢io
(AAH < 0) uZtenka tik entropinio nario nenaudingo poky¢io (AAS < 0) kompensavimui.

Sekanciame skyriuje bus iSsamiau apzvelgtos visos 9 molekulinés poros.
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3.1.2 Hidrofobiniy grupiy jtaka ligando jungimosi termodinamikai: strukturiskai

panasiai besijungiantys ligandai

Kaip buvo minéta, molekulinéje poroje po papildomo hidrofobinio pavir§iaus pridéjimo en-
talpijos indélio pokytis tampa nenaudingu jungimuisi, tuo tarpu entropinio nario pokytis visiskai
ar i§ dalies kompensuoja nenaudinga entalpijos indélio pokytj. Tiksliai prognozuoti, kaip pasikeis
skaitinés termodinaminiy parametry vertés junginiy poroje po hidrofobinio pavir§iaus pridéjimo,
priklausomai nuo jo dydzio, negalima. Kaip pavyzdj galima apzvelgti dvi poras, kai nedidelis
molekulinio pavir§iaus prieaugis poroje CA I: 3 (VD12-05) su 5 (VD12-63) (pora S3) sukelia
panaSius entalpijos ir entropijos indélio verciy svyravimus kaip ir junginiy poroje CA II: 10
(VD10-35) su 12 (VD12-34) (pora S7), kurioje molekulinio pavir§iaus prieaugis yra 11 karty
didesnis (Lentelée minéti atvejai pazyméti raudonai).

Siame skyriuje bus naudojamas dvigubas junginiy numeravimas, t.y. raidziy ir skai¢iy derinys
— darbinis junginio pavadinimas (pavyzdZiui, VD10-35) ir tik skaic¢iai — junginio numeris i3

straipsnio [Smirnov et al., 2018].

Lentelé 3.5: Molekuliniy pory termodinaminiy parametry ir molekuliniy pavir§iy poky¢iai
(ASA, BSA). ASA ir BSA pavirsiy vertés buvo apskai¢iuotos Zalia ir roZine spalva
pazymétoms molekulinés poros funkcinéms grupéms (Pav. .

Al-

Numeracija AAG, | AAH, (
Ligandy molekulinés AASA,| ABSA, TAS),

i§ straip- . ) (kJ (kJ
poros A A (kJ

snio mol~!) | mol~1)

mol 1)

CA XIIT: VD10-35 su

10su1l | 155 | 154,1 | -88 39 479
VD11-4-2 (S1 pora)
CA II: VD12-05 su

3 su 2 59,9 | 50,3 |-01 21,3 | -214
VD10-51 (S2 pora)
CA I: VD12-05 su

3sub 25,5 -9,5 -0,9 14,7 -15,6
VD12-63 (S3 pora)
CA II: E90 su E65

7 su 6 73,4 22,3 3,1 13,6 -10,5
(S4 pora)
CA II: VD11-26 su

13 su 14 40,4 79,4 0,3 26,3 -26,0
VD11-28 (S5 pora)
CA XIII: E11-8 su

9 su 8 365 | 421 | -14 3,2 46
E11-10 (S6 pora)
CA II: VD10-35 su

10sul2 | 390 | 1444 |-23 10,3 | -12,6
VD12-34 (S7 pora)
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CA II: VD12-05 su
VD10-49 (S8 pora)
CA II: E11-8 su E11-
10 (S9 pora)

3 su4 39,6 | 406 |02 8,7 8,6

9 su 8 12 40,3 | -08 6,5 7.3

Lenteléje yra sura8yti junginiy poros funkciniy grupiy jungimosi BSA ir ASA pavirsiy
ploty skirtumai (apskai¢iuoti VORONOTA programa). IS lenteléje pateikty duomeny matyti,
kad pasireiskia jungimosi proceso entalpijos-entropijos (H/S) kompensavimo efektas, t.y. AAG
vertés daugeliu atvejy yra nedidelés ir patenka j matavimy paklaidos ribas lyginant junginiy
jungimasi (£2 kJ mol~!). H/S kompensavimas yra Zinomas kaip vienas i§ pagrindiniy barjery
stipriai besijungianciy prie taikinio ir atrankiy slopikliy kurimui. Pavyzdziui, papildomy vandeniliniy
ry8iy jvedimas tarp ligando ir taikinio gali tiesiog neturéti jtakos jungimosi stiprumui, nes
naudingas entalpijos indélio pokytis bus tiesiog eliminuotas nenaudingo entropijos nario poky¢io

[Freirel |2008].

Paveiksle yra parodyti devyniy molekuliniy pory jungimosi termodinaminiy parametry
pokydiai. x-adyje yra atidétos BSA, ASA verciy sumos, siekiant pabrézti papildomo molekulinio
pavir§iaus prieaugj tarp molekulinés poros junginiy. Matyti, kad jungimosi stiprumas (AG)
po papildomo hidrofobinio pavir§iaus pridéjimo praktiskai nesikei¢ia daugelyje pory, tuo tarpu
entalpijos ir entropijos indéliy vertés faktiskai apsikeicia veidrodiniu budu. Kaip minéta, en-
talpijos indélio pokytis visais atvejais yra maziau naudingas ligando jungimosi procesui prie CA

aktyviojo centro ir dazniausiai yra pilnai kompensuojamas naudingu entropijos indélio prieaugiu.
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Pav. 3.3: Vienodai besijungianciy prie CA aktyviojo centro ligandy jungimosi termodinamikos ir
pridétinio hidrofobinio molekulinio pavir§iaus priklausomybés. ASA ir BSA pavir§iy sumos buvo
apskai¢iuotos zalia ir roZine spalva paZymétoms molekulinés poros funkcinéms grupéms (Pav.
. Molekulinés poros junginiai tarpusavyje skiriasi butent zalia ir rozine spalva pazymeétomis
funkcinémis grupémis. Gerai matyti, kad jungimosi stiprumas (A G) po papildomo hidrofobinio
pavir§iaus pridéjimo praktigkai nesikeitia. Aptinkamas jungimosi proceso entalpijos-entropijos

(H/S) kompensavimo efektas.

Apzvelgsime vienodai besijungianciy prie CA aktyviyjy centry ligandy molekulines poras.
Ligandai 2 (VD10-51), 3 (VD12-05) ir 4 (VD10-49) yra para-pakeisti fluorinti benzen-
sulfonamidai, kurie jungiasi prie CA II izoformos aktyviojo centro identigkai, remiantis fluor-
into benzeno pozicija (Pav. poros S2 ir S8). Ju K, vertés pagal FTSA yra tos pacios
(Lentelé . Siy junginiy fluorinto benzeno Ziedo pozicijos sutampa, o jy para-padéties hidro-
fobinés grupés saveikauja su to paties aktyviojo centro molekuliniu pavir§iumi, kurj suformuoja
aminorugsciy Phel31, Vall35, Leul98, Pro202 ir Leu204 Soninés liekanos. Siy junginiy para-

grupés yra gana skirtingos:
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(a) slopiklis 3 (VD12-05) turi propilo grupés fragmenta, kuris yra lankstus, todél gali efek-
tyviau prisitaikyti prie taikinio molekulinio pavir§iaus, jgauti optimalia konformacija saveikoje

su taikiniu.

(b) slopikliai 4 (VD10-49) ir 2 (VD10-51) turi didesnes bei nelankséias grupes, t.y. atitinka-

mai adamantano ir heterociklines grupes.

Vienodas §iy junginiy jungimosi stiprumas CA II aktyviajame centre parodo, kad para-
grupeés turi panasy indélj i ligando jungimasi. Didesnis junginiy 4 (VD10-49) ir 2 (VD10-51)
hidrofobinis molekulinis pavirius, lyginant su 3 (VD12-05), sukelia jungimosi termodinaminiy
parametry pokyc¢ius, kai maziau naudingas tampa entalpijos jungimosi narys, kurio nenaudingas
pokytis yra pilnai kompensuojamas naudingu entropijos nario poky¢iu. Mes manome, kad tokiy
jungimosi termodinaminiy parametry poky¢iy priezastis gali slypéti vandens strukturos poky¢iy
termodinamikoje (solvatacijos, desolvatacijos procesuose). Toks teiginys remiasi sekanciais sam-

protavimais:

(a) Kaip buvo minéta, ligandai su CA II aktyviuoju centru saveikauja identiskai, remiantis
sulfonamido ir fluorinto Ziedo pozicijomis, todél daroma prielaida, kad AH sgyeiry vertés

turéty buti panasios.

(b) AH painy entalpijos indélis | jungimasi yra jvertintas ir pasalintas (pH ir buferio indélis).

Naudojami tikriniai jungimosi termodinaminiai parametrai.

(C) Lieka, A-H-desolvatacijos ir AHkonformacinis entalpijos indeliai. AHkronformacinis indeliai
tarp poros ligandy gali buti panaSus dél: 1) panaSaus prisijungimo prie taikinio, 2)

strukturinio panaumo tarp ligandy.

(d) Tokiu budu galimi kandidatai, kurie sukelia termodinaminiy parametry poky¢ius junginiy
porose, yra termodinaminiai indéliai, susije su desolvatacijos procesais. AH gesolvatacijos it
~TAS gesolvatacijos indéliy poky¢€iai tikriausiai yra esminiai tarp kity termodinaminiy
parametry indéliy Siose molekulinése porose. Jungimosi entropijos pokyciai gali buti
naudingi dél padidéjusios vandens molekuliy, buvusiy solvatacijos sluoksnyje aplink liganda,
sukamosios-slenkamosios laisvés, nes, kaip buvo minéta literaturos apzvalgoje, vandens
molekulés Salia hidrofobinio pavir§iaus turi didesnj tetraedrinés tvarkos laipsnj ir iek tiek
stipresnius vandenilinius ry8ius. Po ligando prisijungimo Siy vandens molekuliy energetiniy

buseny skaicius galéty padideéti, kas turéty buti naudinga jungimosi entropijos indéliui.
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CAXIII10/vs 11 (S1)

Pav. 3.4: Vienodai besijungianc¢iy prie CA izoformy aktyviyjy centry slopikliy molekulinés poros.
Visos 9 poros yra parodytos toje pacioje CA baltymo orientacijoje. Molekulinés poros junginiy
skirtingi pakaitai yra parodyti zaliais ir roziniais ovalais. Poros ligandai yra nuspalvinti atitinka-
mai 7alia ir roZine spalvomis. Vandens molekulés aktyviajame centre yra parodytos zalia ir
roZine spalvomis, atitinkan¢iomis ligandy nuspalvinima. Zn(II) jonas yra parodytas violetine
sfera. Baltymo pavirSius yra nuspalvintas naudojant sekancia spalvy schema: 1) Val, Ile, Leu,
Phe, Met, Ala, Gly ir Pro aminorugsciy liekanos yra priskirtos hidrofobiniam pavirsiui, kuris

nuspalvintas oranZine spalva; 2) Arg, Asp, Asn, Glu, Gln, His, Lys, Ser, Thr, Tyr, Trp ir Cys
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Pav. 3.4: tesinys

aminorugs¢iy liekanos yra priskirtos poliniam, jkrautam pavir§iui, kuris nuspalvintas mélynai.
S1, Junginiai 10 (VD10-35) (zalias, PDB ID 4HU1) ir 11 (VD11-4-2) (rozinis, PDB ID
5E2N) prisijunge prie CA XIII izoformos. S2, Junginiai 3 (VD12-05) (zalias, PDB ID 4WW6)
ir 2 (VD10-51) (rozinis, PDB ID 5LLE) prisijunge prie CA II izoformos. S3, Junginiai 3
(VD12-05) (zalias, PDB ID 4WR7) ir 5 (VD12-63) (rozinis, PDB ID 4WUQ) prisijunge prie
CA T izoformos. S4, Junginiai 7 (E90) (zalias, PDB ID 3SBI) ir 6 (E65) (rozinis, PDB ID
3SBH) prisijunge prie CA II izoformos. S5, Junginiai 13 (VD11-26) (7alias, PDB ID 5LLC)
ir 14 (VD11-28) (rozinis, PDB ID 4QJM) prisijunge prie CA II izoformos. S6, Junginiai
9 (E11-8) (zalias, PDB ID 4KNN) ir 8 (E11-10) (rozinis, PDB ID 4KNM) prisijunge prie
CA XIII izoformos. S7, Junginiai 10 (VD10-35) (zalias, PDB ID 4PZH) ir 12 (VD12-34)
(roZinis, PDB ID 5DRS) prisijunge prie CA II izoformos. S8, Junginiai 3 (VD12-05) (Zalias,
PDB ID 4WW6) ir 4 (VD10-49) (rozinis, PDB ID 5LLH) prisijunge prie CA II izoformos. S9,
Junginiai 9 (E11-8) (zalias, PDB ID 4KNJ) ir 8 (E11-10) (rozinis, PDB ID 4KNI) prisijunge

prie CA 1T izoformos.

Is Pav. (poros S2, S8) matyti, kad CA II komplekso su 3 (VD12-05) aktyviajame
centre yra randama daugiau vandens molekuliy lyginant su strukturomis CA II-4 (VD10-49) ir
CA II-2 (VD10-51), bet toks vaizdas yra tik i§ dalies akivaizdus. Junginiy 4 (VD10-49) ir 2
(VD10-51) kristalinése strukturose His64, kuris Zinomas kaip CA protony pompos elementas,
turi dvi Soninés grandinés alternatyvias pozicijas, kurios silpnina vandens molekuliy elektrony
pikus aktyviajame centre. Kristalinés strukturos CA II-3 (VD12-05) aktyviajame centre nus-
tatoma tik viena aminorugsties His64 Soninés grandinés pozicija, kuri yra gerai apibrézta, ir
aktyviojo centro vandens molekuliy pikai yra geros kokybeés. Siy kristaliniy struktiry skiriamoyji
geba yra skirtinga: CA II-3 (VD12-05) (1,06 A, surandama 17 vandens molekuliy nuo cinko
atomo 9 A atstume, naudojant Pymol jrankj), CA 1-4 (VD10-49) (1,90 A, surandamos 6 van-
dens molekulés) ir CA T1-2 (VD10-51) (1,90 A, surandamos 9 vandens molekulés). Taigi, galima
apibendrinti, kad atlikti vandens molekuliy skai¢iaus kitimo palyginima kompleksy struktury
aktyviuosiuose centruose yra sudétinga, atsizvelgus i anks$¢iau minétus niuansus. Jungimosi
termodinaminiy parametry poky€iy tarp poros junginiy priezastis tikriausiai slypi vandens

molekuliy dinamikos procesuose, vykstant ligando prisijungimui prie taikinio.

Ligandai 3 (VD12-05) ir 5 (VD12-63) yra para-pakeisti fluorinti benzensulfonamidai,
kurie jungiasi prie CA I aktyviojo centro vienodu mechanizmu (Pav. S3). Ligando 3
(VD12-05) saveika su CA I yra detaliai apraSyta straipsnyje [Zubriené et al., [2015]. Labai
stiprus jungimasis prie CA T (tikriné AG yra -69,4 kJ mol~! (K4 1,5 pM) ) yra paaiskinamas
specifinés saveikos buvimu: fluorintas benzeno Ziedas yra uzfiksuotas tarp dviejy molekuliniy

pavir§iy, t.y. i8 vienos pusés fluorintas Ziedas saveikauja su Leul98 liekana (sudaroma aro-
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matiné-alifatiné saveika tarp Leul98 liekanos metilo grupés ir ligando benzeno Ziedo), i§ kitos
pusés His200 Soninés grupés ziedas apriboja ligando fluorinto benzeno zZiedo judruma. Nedidelis
hidrofobinio pavir§iaus prieaugis (2 CHy grupés) sukelia Zenklius entalpijos ir entropijos indéliy
pokyéius (AAG = -0,9; AAH = 14,7; A(-TAS) = -15,6 (kJ mol~!)). Tokie termodinaminiy
parametry (H, S) poky¢iai gali buti siejami su vandens molekuliy dinamikos procesais komplekso

formavimosi metu.

Slopikliai 13 (VD11-26) ir 14 (VD11-28) (CA II, pora S5) yra meta/para-pakeisti fluor-
inti benzensulfonamidai. Abu ligandai pare-padétyje turi tg padia funkcine grupe, kuri igsidésto
CA II aktyviojo centro hidrofilinéje dalyje. Sioje hidrofilinéje aktyviojo centro dalyje yra ran-
damos kristalinés vandens molekulés kristalinése strukturose be slopiklio arba strukturose su
junginiais, kurie nesaveikauja su minéta aktyviojo centro dalimi (pavyzdziui, Pav. [3.4] pora
S2). Idomu, kad ligandas 13 (VD11-26), kuris efektyviai uzpildo CA aktyviojo centro turj
ir pasalina i§ jo vandens molekules, yra entalpijos varomas slopiklis (AG = -56,5; AH = -49,4
(kJ mol~1)). Atrodo, kad vandens molekuliy pagalinimas i§ aktyviojo centro §iuo atveju neturi
pastebimo indélio i jungimosi termodinaminius procesus. Sios (S5) poros ligandai tarpusavyje
skiriasi tiktai meta-padéties grupe, ju suri§imas su CA II aktyviuoju centru yra erdviskai vien-
odas. Po hidrofobinio pavirSiaus prieaugio nustatomi Zenklus entalpijos ir entropijos indéliy
svyravimai ( AAG = 0,3; AAH = 26,3; A(-TAS) = -26,0 (kJ mol~!)). Tokiy termodinaminiy
poky¢iy priezastis tikriausiai slypi vandens molekuliy dinamikos skirtumuose, vykstant ligandy

prisijungimui prie taikinio.

Molekulinés poros S7 junginiai 10 (VD10-35) su 12 (VD12-34) (CA II) skiriasi pakaitu
meta-padétyje (atitinkamai fluoras yra pakeistas indenilamino grupe). Sios poros junginiai jun-
giasi prie CA II aktyviojo centro tokiu pat budu, sutampa tiek fluorinto benzensulfonamido,
tiek para-padéties grupiy atomy pozicijos (Pav. S7). Yra aptinkamas jungimosi stiprumo
prieaugis — 2,3 kJ mol~! (esant paklaidai +2 kJ mol~!). Po hidrofobinio pavirsiaus pridéjimo
nustatomi toliau i§vardinti entalpijos ir entropijos indéliy ver¢iy pokyciai: AAG = -2,3; AAH
= 10,3; A(-TAS) = -12,6 (kJ mol~!). Entalpijos ir entropijos indéliy ver¢iy poky¢iai yra apie
2 kartus maZesni nei poros (S5, 13 (VD11-26) su 14 (VD11-28)) atveju. Tarp pory S7
ir S5 junginiy sutampa tiek ju fluorinto benzensulfonamido pozicijos, tiek labiau hidrofobiniy
ligandy meta-grupés issidéstymas CA II aktyviajame centre. Hidrofobinio pavir§iaus prieaugis
S7 poroje yra didesnis nei S5 poroje, nes S5 atveju tai yra metilbenzeno grupé, o S7 — indenil-
amino. Taigi, S7 molekulinéje poroje didesnis pavir§iaus plotas sukelia mazesnius entalpijos ir

entropijos indéliy verciy svyravimus.

Kaip buvo minéta, papildomas hidrofobinis molekulinis pavirsius lyg ir nepagerina jungimosi
tarp ligando ir baltymo, nors turéty bent formuotis VAV kontaktai. Po hidrofobinés grupés
jvedimo néra aptinkamos naujos entalpiskai naudingos saveikos (tokios kaip vandenilinis ry$ys,

joninis ry8ys ir kitos) minétose molekulinése porose.
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Junginiai 9 (E11-8) ir 8 (E11-10) yra para-pakeisti 2-chlorobenzensulfonamidai, kurie
tarpusavyje skiriasi para-padéties grupémis: 9 (E11-8) para-padétyje turi pirimidino Zieda, o
8 (E11-10) — dimetilpirimidino Zieda. Buvo gautos abiejy junginiy kristalinés strukturos su
CA ITir CA XIII: S9 (CA II) ir S6 (CA XIII). Abiem atvejais hidrofobinio pavirsiaus prieaugis
neturi jtakos jungimosi stiprumui. Jungimuisi naudinga entropijos indélio pokyti kompensuoja
nenaudingas entalpijos indélio pokytis:
pora S9 (CA II): AAG = -0,8; AAH = 6,5; A(-TAS) = -7,3 (kJ mol™1);
pora S6 (CA XIII): AAG = -1,4; AAH = 3,2; A(-TAS) = -4,6 (kJ mol™1).

Matyti, kad metilinto pirimidino Ziedas poroje S6 (CA XIII, junginys 8 (E11-10)) yra
islindes 1§ gilesnés pozicijos, lyginant su nemodifikuoto pirimidino Ziedo surisimu (Pav.
S6). Poroje S9 (CA II) metilintas pirimidinas saveikauja su visai kita aktyviojo centro dalimi
(Pav. S9). Panagu, kad metilintas pirimidinas yra per didelis hidrofobinei kigenei, kurioje

abiem atvejais i$sidésto nemodifikuoto pirimidino Ziedas (junginio 9 (E11-8)).

Junginiai 7 (E90) ir 6 (E65) yra junginiy 9 (E11-8) ir 8 (E11-10) analogai: 7 (E90) ir
6 (E65) neturi chloro atomo 2’ Ziedo padétyje (Pav. S4). S4 poros jungimosi parametrai
parodo saveikos stiprumo su taikiniu sumazéjima po hidrofobinio pavir§iaus prieaugio dél nepil-
nai kompensuoto nenaudingo entalpijos indélio pokyc¢io: AAG = 3,1; AAH = 13,6; A(-TAS)
= -10,5 (kJ mol~1). S4 poros junginiy jungimosi prie CA II aktyviojo centro stiprumas skiriasi

apie 3 kartus, kas néra reik§minga, nes yra maziau nei 4 kartai.

Bendru atveju, visoms S1-9 poroms buvo nustatytas ,klasikinis” hidrofobinis efektas, kai po
hidrofobinio pavirSiaus prieaugio entalpijos indélio pokytis yra maziau naudingas jungimuisi, ir
toks pokytis yra pilnai ar i§ dalies kompensuojamas palankiu entropijos indéliu. Siose porose
faktiskai nesikei¢ia saveikos tarp taikinio ir liganduy, todél panasu, kad jungimosi termodinamikos
parametry poky¢iy porose priezastys slypi vandens molekuliy dinamikos (persitvarkymo) proceso

termodinamikoje.

Kaip buvo minéta, didzioji dalis S1-9 pory neturi reik§mingo saveikos su taikiniu stiprumo
poky¢io po hidrofobinio pavir§iaus prieaugio, bet yra igimtis poroje S1 (CA XIII): 10 (VD10-
35) ir 11 (VD11-4-2) yra aptinkamas gana Zenklus jungimosi prie taikinio stiprumo pa-
didéjimas (K, sumazéja apie 30 karty) po papildomo pavirsiaus pridéjimo. Sioje poroje pasikeicia
vandens molekuliy prieinamumas prie labiau hidrofobinio ligando sulfonamido. CA XIII-10
(VD10-35) strukturoje ligandas uZima tiktai dalj CA aktyviojo centro, kita aktyviojo cen-
tro dalis yra hidrofiliné ir uzpildyta vandens molekulémis (matyti Fig. S1). Tuo tarpu
strukturoje CA XIII-11 (VD11-4-2) ligandas uzima didesne aktyviojo centro dali, papildomas
hidrofobinis pavir§ius i§stumia vandens molekules i§ CA aktyviojo centro hidrofilinés dalies, ku-
rioje yra randamos vandens molekulés komplekso su 10 (VD10-35) strukturoje. Yra siulomas

mechanizmas, pagal kurj ligandas 11 (VD11-4-2) prie CA XIII jungiasi 30 karty stipriau,
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lyginant su 10 (VD10-35), dél meta-padéties hidrofobinés grupés, kuri yra laikinas barjeras
vandens molekuléms prasiskverbti prie CA aktyviojo centro Zn(II) jono, vykstant ligando at-
sijungimo procesui (Pav. , B; K4: 11 (VD11-4-2) - 0,29 nM ir 10 (VD10-35) - 8,9
nM; Lentelé |3.4). Kitose molekulinése porose neaptinkama, kad Zenkliai pasikeisty vandens

molekuliy prieinamumas prie labiau hidrofobiniy ligandy sulfonamidy.

Pav. 3.5: Siulomi vandens molekuliy patekimo j CA aktyvyji centra atvejai, vykstant slopiklio
atsijungimo procesui nuo CA aktyviojo centro. Mélynas staciakampis yra sulfonamido grupé,
oranzinis — junginio pirmas Ziedas su para-grupe, geltonas — hidrofobiné grupé meta-padétyje.
Zn(II) jonas yra violetinis ovalas, aktyviojo centro vandens molekulés parodytos kaip raudoni ru-
tuliukai. H®ob ir hPhil atitinkamai Zymi hidrofobinj ir hidrofilinj pavirsiy. A, Parodytas ligando
atsijungimo procesas, kai hidrofiliné aktyviojo centro dalis yra uzpildyta vandens molekulémis
ir jos gali varzytis dél saveikos sudarymo su sulfonamido grupe bei Zn(II) jonu. B, Slopiklio
hidrofobiné grupé pagalina vandens molekules i§ hidrofilinés CA aktyviojo centro dalies, su-
daro laiking barjera vandens molekuléms skverbtis gilyn i CA aktyvyji centra, vykstant ligando
atsijungimo nuo aktyviojo centro procesui. C, Siulomas pakopinis ligando atsijungimo mecha-
nizmas, kai ligando molekulé yra tarsi molekuliniuose spastuose (molekulinés poros D1-4): 1)
ligando virSutiné para-padéties dalis palieka CA aktyviojo centro jduba; 2) disociacijos procesa

apsunkina hidrofobiné ligando dalis, kuri sudaro laikina barjera vandens molekuléms.

3.1.3 Hidrofobiniy grupiy jtaka ligando jungimosi termodinamikai: strukturiskai

skirtingai besijungiantys ligandai

Buvo isskirtos dar keturios junginiy molekulinés poros, kuriose hidrofobinio pavir§iaus pa-

didéjimas yra analogiskas S1-9 poroms, bet jy junginiai prie CA XII aktyviojo centro jungiasi
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skirtingai — skiriasi fluorinto ziedo pozicijos tarp ligandy poroje (Pav. . Ju jungimosi
termodinaminiai parametrai keiéiasi visiskai kitaip negu vienodai prie taikinio besijungianciy
ligandy molekulinése porose S1-9. I$ Pav. ir Lentelés matyti, kad po papildomo
hidrofobinio pavir§iaus prieaugio entalpijos indélio pokytis tampa naudingas ir poroje Zenkliai
padidéja labiau hidrofobinés molekulés jungimosi prie taikinio stiprumas (pavyzdzZiui, poroje D1
jungimosi stiprumas padidéja 318 karty). Entropijos indélio pokytis porose D1-4 yra jvairus:
poroje D3 aptinkamas naudingas entropijos indélio pokytis, poroje D4 — nenaudingas entropijos

indélio pokytis, porose D1 ir D2 entropijos indélio poky¢iai néra reik§mingi.

Lentelé 3.6: Molekuliniy pory D1-4 termodinaminiy parametry ir molekuliniy pavirsiy
poky¢iai (ASA, BSA). ASA ir BSA pavirsiy vertés buvo apskaic¢iuotos 7alia ir roZine spalva
pazymeétoms molekulinés poros funkcinéms grupéms (Pav. .

A(-
Numeracija AAG, | AAH, (
Ligandy molekulinés AASA | ABSA, TAS),
i§ straip- ) i (kJ (kJ
poros A A (kJ
snio mol~1) | mol™!)
mol 1)

CA XII: 10 (VD10-
35) su 11 (VD11-4-2) | 10su 11 | 31,5 | 141,7 | -147 |-162 | 15
(D1 pora)

CA XII: 10 (VD10-
35) su 15 (VD10- 10su15 | 21,8 | 1029 |-87 |-11,5 |28
39b) (D2 pora)

CA XII: 10 (VD10-
35) su 16 (VD12-23) | 10su16 | 349 | 1502 | -105 | -52 5,3
(D3 pora)

CA XII: 10 (VD10-
35) su12 (VD12-34) | 10su12 | 289 | 1409 |-11,5 |-224 | 10,9
(D4 pora)
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20 Skirtingai besijungiantys ligandai (D1-D4)
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Pav. 3.6: Skirtingai besijungianciy ligandy molekulinése porose jungimosi termodinamikos ir
pridétinio hidrofobinio molekulinio pavir§iaus priklausomybés. ASA ir BSA pavir§iy sumos buvo
apskai¢iuotos zalia ir roZine spalva paZymétoms molekulinés poros funkcinéms grupéms (Pav.
. Molekulinés poros junginiai tarpusavyje skiriasi butent zalia ir rozine spalva pazymeétomis

funkcinémis grupémis.

Naudinga entalpijos indélio pokyti D1-4 porose mes aiskiname tuo, kad labiau hidrofobiniy
ligandy hidrofilinés para-grupés iSsidésto hidrofilinégje CA XII aktyviojo centro aplinkoje. Dél
tokio labiau hidrofobinio ligando i$sidéstymo sudaroma galimybé formuotis vandeniliniams rysiams
tarp ligando para-grupés ir baltymo aktyviojo centro hidrofilinés dalies. Manoma, kad tikriausiai
pasireiskia naudingas entalpijos termodinaminis indélis, atsirandantis dél minéty vandeniliniy

ry8iy sudarymo.

Palyginus labiau hidrofobinius junginius 12 (VD12-34) (i§ poros D4) ir 16 (VD12-23)
(i poros D3), buvo nustatyta, kad tokia pora atitinka vienodai prie taikinio besijungianciy

junginiy molekulines poras:

(a) Sie junginiai tarpusavyje skiriasi tiktai nearomatiniais ziedais meta-padétyje: 16 (VD12-
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23) ziedas yra didesnis -CHs- fragmentu;

(b) Abu junginiai prie CA XII aktyviojo centro riasi identiskai pagal fluorinto Ziedo pozicija
(Pav. D3, D4) ir ju jungimosi stiprumas yra toks pats: 0,58 nM — 16 (VD12-23)
ir 0,4 nM — 12 (VD12-34).

(¢) Jungimosi prie CA XII termodinaminiy parametry skirtumai tarp 12 (VD12-34) ir 16
(VD12-23) yra AAG = 1,0; AAH = 17,2 (nenaudingas pokytis); A(-TAS) = -16,2
(naudingas pokytis) (kJ mol~1).

Matome, kad po -CHs- fragmento pridéjimo (12 (VD12-34) — 16 (VD12-23)) jvyko
jungimosi termodinaminiy parametry pasikeitimai, panasiai kaip vienodai besijungianciy ligandy
porose: po hidrofobinio pavir§iaus padidéjimo yra aptinkamas nenaudingas jungimosi entalpijos
indélio pokytis, kuris yra kompensuojamas naudingu entropijos indélio poky¢iu. Tokiy jungimosi
termodinaminiy parametry poky¢iy priezastys tarp 12 (VD12-34) ir 16 (VD12-23) junginiy
gali buti:

(a) Vandens molekuliy struktury persitvarkymo procesai (solvatacija, desolvatacija), panasiai

kaip S2-9 pory atvejais.

(b) Para-grupiy pozicijos skirtumai tarp CA XII-12 (VD12-34) ir CA XII-16 (VD12-23)
kompleksy, t.y. CA XII-12 (VD12-34) strukturoje yra gerai apibrézta tik viena para-
grupés pozicija, tuo tarpu CA XII-16 (VD12-23) strukturoje yra randamos dvi para-

grupés alternatyvios pozicijos.

Kaip buvo minéta, visose D1-4 porose yra aptinkamas Zenklus jungimosi prie taikinio
stiprumo padidéjimas. ISanalizuokime molekuline pora D1, kuriai yra nustatomas didziausias
jungimosi stiprumo pokytis tarp D1-4 pory — 318 karty (junginio 10 (VD10-35) K, yra 35,0
nM, junginio 11 (VD11-4-2) - 0,11 nM). Junginys 10 (VD10-35) pagrinde saveikauja su
hidrofobine CA XII aktyviojo centro dalimi, tuo tarpu hidrofiliné dalis yra uzpildyta vandens
molekulémis (Pav. D1). Junginys 11 (VD11-4-2) uzpildo CA XII aktyvyji centra
efektyviau nei 10 (VD10-35), nes CA XII aktyviojo centro hidrofilinéje dalyje yra issidéste
ligando fluorintas ziedas ir para-padéties grupé, kuri yra tarsi palindusi po aminorugs¢iy Lys69
ir Asn64 liekanomis. Atrodo, kad ligando 11 (VD11-4-2) meta-padéties hidrofobiné grupé da-
lyvauja kitos ligando dalies ,,jkisime” i hidrofiline CA XII aktyviojo centro dalj (t.y. butent po
aminorug§¢iy Lys69 ir Asn64 Soninémis liekanomis). Toks ligando 11 (VD11-4-2) jungimosi
budas leido igkelti ,molekuliniy spasty” prielaida. Pav. yra parodytas siulomas ligandas-
CA saveikos mechanizmas, kuris galéty paaiskinti Zenkly jungimosi prie taikinio stiprumo pokytj
porose D1-4. Galimas ligando 11 (VD11-4-2) atsijungimo nuo aktyviojo centro mechanizmas

yra sudarytas i§ 2 etapy:
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(a)

Ligando nuo Zn(II) jono atsijungimo procesas gali prasidéti tik po slopiklio dalies issilaisvinimo

i§ po minéty aminorugsciy liekany (Lys69 ir Asn64), nes jo vertikalus judéjimas (nuo Zn(IT)
jono i§ aktyviojo centro) steriskai yra apribotas. I§¢jimas i§ po aminorugs¢iy Soniniy

grandiniy gali prasidéti tik po konformaciniy poky¢iy meta-padéties grupéje.

Po issilaisvinimo i§ ,molekuliniy spasty” gali buti apsunkintas vandens molekuliy pra-
siskverbimas j aktyvuyji centra dél galimo hidrofobinio barjero, kurj sudaro meta-padéties
hidrofobiné grupé. Tai galéty buti papildomas veiksnys, kuris gerina ligando 11 (VD11-4-
2) jungimosi prie taikinio stipruma, nes ligando atsijungimo nuo CA aktyviojo centro metu
vandens molekuléms yra tiesiog sunkiau prasiskverbti prie Zn(II) jono ir sulfonamidinés

grupes.
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Pav. 3.7: Skirtingai prie taikinio besijungiantys ligandai poroje. Visos 4 poros yra parody-
tos toje pacioje CA XII baltymo orientacijoje. Molekulinés poros junginiy skirtingi pakaitai
yra parodyti Zaliais ir roziniais ovalais. Poros ligandai yra nuspalvinti atitinkamai Zalia ir
rozine spalvomis. Vandens molekulés CA XII aktyviajame centre yra parodytos Zalia ir roZine
spalvomis, atitinkan¢iomis ligandy nuspalvinima. Zn(II) jonas yra parodytas violetine sfera.
Baltymo pavir§ius yra nuspalvintas naudojant sekan¢ia spalvy schema: 1) Val, Ile, Leu, Phe,

Met, Ala, Gly ir Pro aminorugs¢iy liekanos yra priskirtos hidrofobiniam pavir§iui, kuris
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Pav. 3.7: tesinys

nuspalvintas oranZine spalva; 2) Arg, Asp, Asn, Glu, Gln, His, Lys, Ser, Thr, Tyr, Trp ir Cys
aminorugsciy liekanos yra priskirtos poliniam, jkrautam pavir§iui, kuris nuspalvintas mélynai.
(D1) Junginiai 10 (VD10-35) (zalias, PDB ID 5MSB) ir 11 (VD11-4-2) (rozinis, PDB ID
4QO0L) komplekse su CA XII (pora D1). (D2) Junginiai 10 (VD10-35) (zZalias, PDB ID
5MSB) ir 15 (VD10-39b) (roZinis, PDB ID 4QJW) komplekse su CA XII (pora D2). (D3)
Junginiai 10 (VD10-35) (zalias, PDB ID 5MSB) ir 16 (VD12-23) (rozinis, PDB ID 5LLP)
komplekse su CA XII (pora D3). (D4) Junginiai 10 (VD10-35) (zalias, PDB ID 5MSB) ir
12 (VD12-34) (roZinis, PDB ID 5LLO) komplekse su CA XII (pora D4).

Kaip buvo minéta, jungimuisi naudingas entalpijos nario pokytis D1-4 porose yra aiskinamas
labiau hidrofobinio ligando hidrofilinés para-grupés igsidéstymu hidrofilinégje CA XII aktyviojo
centro dalyje. Be to, ligando pare-grupé atsiduria po minéty aminorugsciy liekanomis, o tai
turéty apsunkinti vandens molekuliy konkurencija dél vandeniliniy rysiy sudarymo su ligando
para-grupés atomais, taciau palengvinti ju (ry§iy) sudaryma su baltymo §oninémis grandinémis.
Tokiu budu vandeniliniai rysiai tarp pare-grupés ir baltymo turéty buti stipresni. Bendru atveju,
termodinaminiy parametry poky¢iai skirtingai besijungiantiems ligandams priklauso nuo pra-

dinio ir modifikuoto junginio jungimosi termodinamikos bei nuo CA izoformos.

3.1.4 Aromatinis-alifatinis rySys ir jo jtaka jungimosi stiprumui

Kaip buvo minéta anksé¢iau, po hidrofobinio paviriaus pridéjimo poroje S4 (CA II, Pav.
siek tiek sumazéja labiau hidrofobinio junginio 6 (E65) jungimosi prie taikinio stiprumas.
Toks sumazéjimas néra reik§mingas, 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 §iy ligandy: metilinto pirimidino metilo grupe, esanti ligando
6 (E65) para-padétyje, iSstumia pirimidino Zieda i§ gilesnés pozicijos, esancios tarp Pro204 ir
Phe133 $oniniy grandiniy, lyginant su nemetilintu ligandu 7 (E90). Nustatoma, kad §iy ligandy
benzeno ziedai sudaro ta pati aromatinj-alifatinj rysj su Leul98 Soninés grandinés metilo grupe

(Pav. (S4): atomai, sudarantys alifatinj-aromatinj rysi, yra parodyti pilkomis sferomis).
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1. CA Il vs CAXII (C1) CAIl 7'vs 6 (S4)
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Pav. 3.8: Ligandai, sudarantys alifatinj-aromatinj rysji su CA II ir CA XII aktyviyju centry
molekuliniu pavir§iumi. Zn(II) jonas yra parodytas mélyna sfera. C1, Ligandas 1 (VD12-10)
komplekse su CA II (PDB ID: 5LLG, Zaliai pavaizduotas ligandas) ir XII (PDB ID: 4WWS8,
roZine spalva pavaizduotas ligandas) izoformomis. Geltonai paZymétos aminorugsciy liekanos,
priklausan¢ios CA II grandinei (Zali uZraSai), tuo tarpu raudonai parodytos aminorugsciy
liekanos — CA XII (raudoni uzra$ai, jei aktyviojo centro aminorugstys yra skirtingos tarp CA
IT ir CA XIII izoformy). Apadioje yra pavaizduotas grafikas, kuriame yra parodyti junginio
1 (VD12-10) tikriniai jungimosi prie CA II ir CA XII izoformy termodinaminiai parame-
trai: AG (mélynai), AH (raudonai), -T'AS (zaliai). S4, Junginiai 7 (E90) (Zalias, PDB ID:
3SBI) ir 6 (E65) (rozinis, PDB ID: 3SBH) komplekse su CA II izoforma. Geltonai pavaizduo-
tos aminorugsciy liekanos ir jas atitinkantys Zali uZraai priklauso CA II. Atomai, sudarantys

alifatinj-aromatinj ry$j, yra parodyti pilkomis sferomis.

I8nagrinékime kita atveji, kur yra aptinkamas analogiskas aromatinis-alifatinis ry8ys. Junginys
1 (VD12-10) yra para-pakeistas benzensulfonamidas, kaip ir minétos S4 poros junginiai. Paly-
ginus junginio 1 (VD12-10) jungimasi prie CA II ir CA XII aktyviyju centry, buvo nustatyta,
kad benzeno Ziedas sudaro ta patj alifatinj-aromatinj ry$j su leucino liekana (Leul98 (CA II) ir
Leul97 (CA XII), konservatyvi tarp §iy CA izoformy). Junginio 1 (VD12-10) benzeno Zziedo
pozicija idealiai sutampa uzklojus jo CA II ir CA XII kompleksy struktury modelius (Pav.
C1). Jungimosi Ky vertés rodo, kad 1 (VD12-10) prie CA II jungiasi stipriau nei prie
CAXII ( Kg = 74 pM (CAII) ir K; = 67,0 pM (CA XII) ). Jungimosi termodinaminiy
parametry poky¢iai tarp CA II ir CA XII yra: AAG = 5,7; AAH = 12,6; A(-TAS) = -6,9
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(kJ mol~!). Nenaudingas entalpijos indélio pokytis i§ dalies kompensuojamas entropijos nario
poky¢iu. Strukturiniai skirtumai tarp CA II-1 (VD12-10) ir CA XII-1 (VD12-10) modeliy
yra aptinkami para-padéties grupés pozicijoje. CA II atveju para-grupé issidésto hidrofobinéje
aplinkoje tarp Pro202 ir Phel31 Soniniy grandiniy. CA XII atveju para-grupé issidésto statmenai

alifatiniam-aromatiniam ry$iui, nes vietoje Phel31 (CA II) yra alanino lickana.

Bendru atveju, poros S4 (prie CA II) ir 1 (VD12-10) (prie CA II ir CA XII) junginiy
jungimesi dominuoja entalpijos indélis:
1) CA IL7 (E90): (AG = -63,0; AH = 62,0 (kJ mol~1)), CA IL.6 (E65): (AG = -59,9; AH
-48,4 (kJ mol~1));
2) CA II-1 (VD12-10): (AG = -66,1; AH = -69,0 (kJ mol™!)), CA XII-1 (VD12-10): (AG
-60,4; AH = -56,4 (kJ mol—1)).

Tikétina, kad alifatinis-aromatinis rySys tarp Siy ligandy benzensulfonamido Ziedo ir leucino
Soninés grandinés labai stipriai pagerina jy jungimasi prie CA II ir CA XII (K, yra (10-100)
pM).
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3.1.5 CA IX atrankus slopikliai

Doktoranturos metu buvo atliekami zmogaus CA IX kristalinimo darbai, siekiant gauti geros
kokybés kristalus. Buvo kristalinamas glikozilintas katalizinis domenas, ekspresuotas Zinduoliy
lastelése [Dudutiené et all |2014]. Buvo gauti taisyklingos formos CA IX kristalai, bet jy difrak-
cijos savybeés neleido toliau testi kristalografiniy tyrimuy, nes skiriamoji geba buvo apie 9 Ao
tai netinka net baltymo grandinés pozicijos nustatymui. Bandymai pagerinti kristaly difrakcijos

skiriamaja geba buvo nesékmingi.

BVTS buvo sukurti CA II mutantiniai baltymai, kai taskiniy mutacijy pagalba buvo ban-
doma imituoti kity CA izoformy aktyviuosius centrus. CA II mutantiniy baltymy idéja remiasi
CA izoformy aktyviyju centry auk$to laipsnio strukturiniais panasumais tarpusavyje [Pinard
et al.l [2015b]. CA II mutantiniai baltymai galéty buti ypa¢ aktualus, kai tikslinés CA izoformos
gryninimo iSeiga yra labai maza arba gryninimo kagtai yra dideli. Be to, CA II mutantiniy

baltymuy kristaly savybés turéty buti panagios j CA II kristaly savybes.

Bendru atveju, CA II mutantai yra unikalios karboanhidrazés ir jy jungimasis gali buti

jvairus:

(1) CA II mutantas gali buti panasus i CA II baltyma pagal jungimosi K, vertes.

(2) CA II mutantas gali buti panagus i CA izoforma, kurios aktyvyjj centra bandoma imituoti

pagal jungimosi K, vertes.

(3) K, vertés yra tarp CA II ir kitos CA izoformos ver€iy ir t.t.

I8 mano pusés svarbus buvo kristalografinis indélis. Keturios chimerinés strukturos yra pub-
likuotos. Straipsnyje [Dudutiené et al., |2014], kuriame buvo analizuojami CA IX atrankus
slopikliai, buvo publikuotos dvi chCA IX (CA XII aktyviojo centro imitavimas) ir dvi chCA
IX (CA IX aktyviojo centro imitavimas) kristalinés strukturos. Lenteléje yra suraSytos
tagkinés mutacijos, kurios buvo jvestos i CA IT aktyviojo centro struktura, siekiant gautij CA IX
ir CA XII panagius aktyviuosius centrus. Reikia pabrézti, kad chCA IX baltymai buvo kuriami
ir kitose mokslininky grupése |Genis et al., 2009, Mujumdar et al., |2016, Pinard et al., (2013,
Sippel et al., [2011].

Lentelé 3.7: Dvieju CA II mutantiniy konstrukty taskinés mutacijos. Taskinés mutacijos yra
pasiulytos dr. V. Kairio (VU, Gyvybés moksly centras, BTI, Bioinformatikos skyrius), kai
buvo pradétas CA II mutantiniy baltymy kurimas.

Konstrukto auto-
CA izoforma CA II izoformos taskinés mutacijos

rius
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chCA IX (6 mu-
A65S, N67Q, 191L, F130V, V134L, L203A D. Timm
tacijos)

chCA XII (6 mu-

A65S, N67K, 191L, F130A, V134S, [.203N D. Timm
tacijos)

Analizuojant publikuota medziaga [Dudutiené et al.,2014], buvo pastebétos jungimosi stiprumo
priklausomybés nuo aktyviojo centro dydzio ir nuo molekulinio pavir§iaus topologijos. Pav.

yra parodyti straipsnyje analizuoti junginiai (i§ viso 6).

SO,NH, SO;NH, SOoNH;
F N F F F F
. . F N F F
s S0, S0z
HO/( VD12-09 HO”  VD11-4-2 HO VD10-35
SO,NH, SO,NHy SO2NH;
H
F N F F 5/~LN
I~
N
F F F F HN
s s )
PG7 j VD10-13 AZM
HO

Pav. 3.9: Sesi junginiai, kurie buvo analizuojami straipsnyje [Dudutiené et al., |2014]. Junginiai

VD11-4-2, VD12-09 ir PG7 yra atrankus CA IX izoformai.

Sie junginiai yra mono- arba di-pakeisti fluorinti benzensulfonamidai (iskyrus vaistinj
preparata AZM). I8 ju trys ligandai VD11-4-2, VD12-09 ir PG7 yra atrankus CA IX izofor-
mai. Junginiai VD10-35 ir VD10-13 yra para-pakeisti fluorinti benzensulfonamidai, kurie néra
atrankus kuriai nors CA izoformai. Junginys AZM nuo 20 a. vidurio naudojamas medicinoje

kaip Zmogaus CA izoformy slopiklis.

Lenteléje yra suraSytos §iy junginiy stebimosios K, vertés [Dudutiené 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 karty stipriau nei prie CA II, kurios slopinimas néra pageidautinas dél jos paplitimo
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7Zmogaus organizme ir jos funkcijos svarbos. Tuo tarpu junginiai VD10-35, VD10-13 ir AZM
pagal K, vertes prie CA II ir IX izoformy jungiasi panagiu stiprumu: VD10-13 (6,7 nM su 32
nM), VD10-35 (17 nM su 50 nM) ir AZM (38 nM su 20 nM).

Lentelé 3.8: Sesiy junginiy jungimosi prie CA I, CA II, CA IX, chCA IX, CA XII ir chCA XII
baltymy duomenys (K siebimoji (DM) vertés, [Dudutiené et al., [2014]).

VD12- VD11-4- | VD10- VD10-
CA izoforma PG7 AZM
09 2 13 35
CAI 50 000 >200 000 | 710 0,11 0,20 1 400
CAII 1300 >200 000 | 60 6,7 17 38
CA IX 1,1 9,5 0,050 32 50 20
chCA IX
25 630 2,0 63 &3 50
(6 mutacijos)
CA XII 330 >200 000 | 3,3 220 250 130
chCA XII
500 >200 000 | 6,7 310 250 330
(6 mutacijos)
CA XIII 140 1700 3,6 8,3 29 50

Pereikime prie kristaliniy struktury analizés ir ry§io tarp jungimosi Ky ver¢iy ir baltymo-

ligando saveikos kompleksuose nustatymo.

Pav. yra pavaizduotas para-pakeistas junginys VD10-35 komplekse su CA II (gel-
tonas) ir CA XIII (oranzinis). Matyti, kad fluorinto benzeno Ziedo pozicijos yra skirtingos, bet
K, vertés yra paklaidos ribose — 17 nM (CA TI) ir 29 nM (CA XIII). Be to, slopiklis uZima tik
dalj 8iy izoformy aktyviyjy centry, kai kita dalis yra uZpildyta vandens molekulémis (geltoni
ir oranziniai rutuliukai). Bendru atveju, para-pakeisti fluorinti benzensulfonamidai be steriniy
trukdZiy prieina prie aktyviojo centro Zn(II) jono ir ju K, vertés gali buti panasios. Jie saveikauja
tik su tam tikra aktyviojo centro dalimi. Musy sprestose kristalinése strukturose nustatyta, kad
para-pakeisti fluorinti benzensulfonamidai saveikauja su ta pacia CA II, CA XII ir CA XIII
aktyviojo centro dalimi, kuri yra hidrofobiné (gerai matyti CA II ir CA XIII izoformy atvejais
- Pav. poros S1, S2, S7, S8, S9; CA XII - Pav. junginys VD10-35).

CA T aktyvusis centras yra siauresnis dél histidiny Soniniy grupiy (His67 ir His200), kurios
uzima aktyviojo centro dalj (Pav. [3.10[E; papildomai Pav. (S3). Para-pakeisti fluorinti
benzensulfonamidai prie CA I jungiasi labai stipriai (Lentelé . Ju jungimosi mechanizmas
yra detaliai iSnagrinétas straipsnyje [Zubrieneé et al., 2015|. Paveiksle yra parodytas

fluorinto ziedo iSsidéstymas, kuris yra aptinkamas CA I kompleksuose su para-pakeistais fluor-
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intais benzensulfonamidais. Fluorintas Ziedas yra uzfiksuotas tarp dviejy molekuliniy pavirsiy,
t.y. i§ vienos pusés fluorintas Ziedas saveikauja su Leul98 liekana (sudaroma aromatiné-alifatiné
saveika tarp Leul98 liekanos metilo grupés ir ligando benzeno Ziedo), i§ kitos pusés His200

liekanos Soninés grupés ziedas apriboja ligando fluorinto benzeno zZiedo judruma.

Pereikime prie CA IX atrankiy junginiy analizés. Pav. [3.10B, D parodyti atvejai, kurie
geriausiai iliustruoja aktyviojo centro dydzio svarba atrankiam jungimuisi. Pav. yra
pavaizduotas junginys VD12-09 komplekse su CA 1II ir chCA IX. Prie chCA IX baltymo ak-
tyviojo centro VID12-09 rigasi 50 karty stipriau. Matyti, kad junginys VID12-09 prie CA II
(zalias) ir chCA IX (Zydras) aktyviuju centry jungiasi skirtingais budais pagal fluorinto Ziedo
pozicijas. Didziausias skirtumas tarp CA II ir chCA IX aktyviyjy centry yra taskiné mutacija
(Phe131 j Val (chCA IX strukturoje Val130)) (Lentelé [3.7)ir Pav. yra parodyti skirtu-
mai tarp CA ITir chCA IX aktyviyjy centry). Ligandui VD12-09 jungiantis prie CA II aktyviojo
centro, orto-padéties ciklooktilamino grupé pasalina vandens molekules i§ hidrofilinés aktyviojo
centro dalies. Ligandui VID12-09 jungiantis prie chCA IX, ligando orto-padéties ciklooktilamino
grupé iSsidésto hidrofobinéje aplinkoje (Val130, Leul34, Leu91), o kita, hidrofiliskesné ligando
dalis, pakei¢ia vandens molekules hidrofilinéje aktyviojo centro dalyje. Hidrofiliskesné ligando
dalis — tai fluorintas benzeno ziedas ir jo para-grupé. CA II aktyviojo centro fenilalanino pakeiti-
mas (Phel31 j Val) sudaro galimybe ligandui VD12-09 sudaryti saveikas tarp ligando VD12-09
orto-padéties hidrofobinés grupés ir naujai prieinamo hidrofobinio pavirsiaus (Vall130, Leul34,
Leu91). Kalbant apie skirtingai besijungianciy ligandy poras (analizuotos skyriuje 3.1.3, D1-
D4), buvo minéta, kad labiau hidrofobinio junginio meta-padéties grupé saveikauja su aktyviojo
centro hidrofobiniu pavir§iumi ir nukreipia kita ligando dalj j hidrofiline baltymo aktyviojo cen-
tro aplinka po aminorugs€iy Soninémis grandinémis (priminimui Pav. ) Junginys
VD12-09 prie chCA IX jungiasi panasiai, todél 50 karty jungimosi stiprumo padidéjimas, lygi-
nant su VD12-09-CA TII, gali buti salygotas minéty ,ymolekuliniy spasty” ir ligando atsijungimo
nuo aktyviojo centro proceso apsunkinimo, kai ligando orto-padéties hidrofobiné grupé jspaudzia
kita ligando dalj i aktyviojo centro jduba ir apsunkina vandens molekuliy prieinamuma prie

hidrofilinés ligando dalies.

Pav. yra parodytas junginys VD11-4-2 komplekse su CA II ir chCA IX baltymais.
Junginys VD11-4-2 CA 1I aktyviajame centre turi dvi gerai apibréZtas alternatyvias pozici-
jas (violetiné ir violetiné-raudona). Viena i3 jy iSstumia Phel31 Sonine grandine i§ pastovios
pozicijos (palyginimui Phel31 Soninés grandinés padétis Pav. A). Kaip matome, ligandas
gali keisti aminorugs¢iy dideliy Soniniy grandiniy issidéstyma. Slopiklis VD11-4-2 prie chCA
IX aktyviojo centro jungiasi tik vienu budu. Ligandas VD11-4-2 prie CA II jungiasi 30 karty
silpniau nei prie chCA IX, ir toks jungimasis gali buti paaiskinamas analogisku budu, 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-padéties ciklooktil-

amino grupé yra lokalizuota prie naujai prieinamo hidrofobinio pavir§iaus (lyginant su CA II),
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tuo tarpu ligando hidrofiliné dalis — chCA IX aktyviojo centro hidrofilinéje dalyje.
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Pav. 3.10: Slopikliy VD12-09, VD11-4-2 ir VD10-35 jungimosi palyginimas CA I, CA II,
CA XIIT ir chCA IX aktyviuosiuose centruose. Aminorugséiy liekanos yra nuspalvintos pagal
sekantia schema: CA I —§viesiai mélynai, CA IT - geltonai ir chCA IX — §viesiai raudonai. Zn(II)
jonas yra pavaizduotas kaip mélynas rutulys. Histidiny triada, fiksuojanti Zn(II) jona, yra balta.
A, Junginys VD10-35 komplekse su CA II (geltonas, PDB ID: 4PZH) ir CA XIII (oranZinis,
PDB ID: 4HU1). Matyti, kad fluorinto benzeno Ziedo pozicijos yra skirtingos. Junginys uzima tik
dalj aktyviojo centro, kita dalis yra uZpildyta vandens molekulémis (mazi rutuliukai: geltonos
spalvos — CA II ir oranzinés — CA XIII). Kristalinése strukturose su junginiais VD12-09 ir
VD11-4-2 §iy vandens molekuliy néra. B, Junginys VD12-09 komplekse su CA II (Zalias,
PDB ID: 4PYX) ir chCA IX (Zydras, PDB ID: 4Q06). Junginio VD12-09 ciklooktilamino
grupé dél Phel31 (CA II) didelés Soninés grupeés gali issidéstyti tik hidrofilingje CA 1T aktyviojo
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Pav. 3.10: tesinys

centro dalyje. Phel31 pakeitimas i Vall30 (chCA IX) leidZia junginiui kitaip prisijungti prie
chCA IX aktyviojo centro. Juodai yra pazymétos chCA IX aktyviojo centro aminorugsciy
liekanos, geltonai — CA II. C, Junginiy VD12-09 (zZydras, PDB ID: 4Q06) ir VD11-4-2
(raudonas, PDB ID: 4Q07) jungimosi prie chCA IX aktyviojo centro palyginimas. Junginiai
chCA IX aktyviajame centre i§sidésto gana panagiai. D, Junginys VD11-4-2 komplekse su
CA II (yra parodytos dvi alternatyvios ligando pozicijos: violetiné ir violetiné-raudona; PDB
ID: 4PYY) ir chCA IX (raudonas; PDB ID: 4Q07). Pazymétos yra chCA IX aktyviojo centro
aminorugsciy 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¢ia His200
Soninés grandinés pozicija. His 200 ir His67 Soninés grandinés siaurina CA I aktyvuyji centra.
Siauras CA T aktyvusis centras gali salygoti silpnesnj VD11-4-2 jungimasi prie CA I, lyginant
su CA IX (14 200 karty, 710 nM (CA I) ir 0,050 nM (CA IX)).

Junginiy VD12-09 ir VD11-4-2 jungimasis prie chCA IX (6 mut.) yra palygintas Pav.
[3-10IC. Jungimosi K, vertés atitinkamai yra 25 nM ir 2 nM. I§ kristaliniy struktury palyginimo
yra sudétinga jvardinti K, verciy skirtumo priezastis. Viena i§ galimy priezasciy yra ta, kad
VD11-4-2 junginio para-grupé yra labiau hidrofiliné, lyginant su junginio VD12-09 grupe
(-SO5- su -S-), ir jos atomai gali sudaryti vandenilinius ry$ius su hidrofiline aktyviojo centro
dalimi. Be to, K; vertés yra stebimosios. Tikrinés K; vertés mutantiniams baltymams yra

nenustatytos.

Junginiai VD12-09 ir VD11-4-2 prie chCA IX jungiasi atitinkamai 52 ir 30 karty stipriau
nei prie CA II, tuo tarpu prie CA IX §ie junginiai jungiasi apie 1 200 karty stipriau nei prie CA II.
Nezinomi strukturiniai faktoriai neleidZia pasiekti pana$aus jungimosi prie CA IX. Idomu, kad
jungimosi identiskumas tarp mutantinio baltymo chCA XII ir CA XII yra idealus. I§ Lentelés
duomeny matyti, kad nagringjamy ligandy (visi 6) jungimasis prie chCA XII ir CA XII yra
toks pat (skirtumai yra maZesni nei 4 kartai). Siuo atveju CA XII aktyviojo centro pavirsiaus

sukurimas 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.

v Asn A203

Aminorugiciy liekanos yra nuspalvintos pagal sekanc¢ia schema: chCA IX — §viesiai raudonai,
CA XII - gviesiai roziniai ir chCA XII — 3viesiai zaliai. Zn(II) jonas yra pavaizduotas kaip
meélynas rutulys. Histiding triada, fiksuojanti 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 pazymétos chCA IX aminorugsciy liekanos. B, Junginys VD11-4-2 komplekse
su CA XII ($viesiai rozinis; PDB ID 4QO0L) ir chCA XII (tamsiai raudonas; PDB ID 4Q09).

Ligandy i$sidéstymai sutampa. Yra paZymétos chCA XII aminorugsciy liekanos.

Pav. yra parodytas junginio VD11-4-2 jungimosi prie chCA IX, chCA XII ir CA
XII aktyviyjy centry palyginimas. Paveiksle parodyta, kad ligandas VD11-4-2 jun-
giasi tiesiog identiSkai prie chCA XII ir CA XII aktyviyju centry. CA II aktyviojo centro
pakeisty aminorugsciy pozicijos (chCA XII) sutampa su CA XII aktyviojo centro atitinkamy
aminorugs¢iy pozicijomis. Jungimosi Ky vertés yra vienodos — 6,7 nM (chCA XII) ir 3,3 (CA
XII). Galima apibendrinti, kad CA II aktyviojo centro pertvarkymas i CA XII aktyvyji centra
pavyko.

Pav. [3.ITJA yra palygintas VD11-4-2 junginio jungimasis prie chCA XII ir chCA IX
aktyviyjuy centry. Gerai matyti, kad ligando padétys sutampa, jungimosi reikSmés yra tos pacios

- 6,7 nM (chCA XII) ir 2,0 nM (chCA IX).

Is bendradarbiavimo su kitais tyréjais (K. Tars) yra Zinoma, kad junginiai VD11-4-2 ir
VD12-09 prie CA IX aktyviojo centro jungiasi taip pat, kaip ir musy kristalinése strukturose
chCA IX-VD11-4-2 ir chCA IX-VD12-09 atitinkamai: fluorinto benzensulfonamido ir para-
grupiy pozicijos sutampa idealiai. Junginio VD11-4-2 meta-grupés ciklooktilo Ziedas turi dau-
giau laisvos erdveés strukturos CA IX-VD11-4-2 aktyviajame centre, lyginant su chCA IX ak-
tyviuoju centru. Deja, VD11-4-2 ir VD12-09 kompleksy su CA IX negaliu pateikti, o tik
apradyti, nes strukturos néra mano ir nepublikuotos PDB duomeny bazéje. Pav. [3.12]yra par-
odytas chCA IX ir CA IX (PDB ID: TAI3) aktyviyju centry palyginimas. Matyti, kad chCA IX

ir CA IX aktyviyjy centry didzioji dalis aminorugs¢iy pozicijuy idealiai sutampa, tame tarpe ir

82



taskiniy mutaciju GIn67, Ser65 ir Ala204 pozicijos. Leu91 atveju nesutampa Soninés grandinés
pozicija, o Vall31 ir Leul35 atvejais yra nustatomas (1,0-1,5 A) poslinkis. CA IX komplekso
strukturoje VD11-4-2 ligando ciklooktilo ziedas igsidésto truputj kitaip nei chCA IX aktyvia-
jame centre. Tikriausia, kad Siek tiek skirtingas Leu91, Vall3l ir Leul35 erdvinis iSsidéstymas
chCA IX aktyviajame centre, lyginant su atitinkamomis aminorugstimis CA IX aktyviajame
centre, neleidzia pasiekti panasaus jungimosi i CA IX. Hidrofiliné CA IX ir chCA IX aktyviyju

centry dalis, su kuria saveikauja ligandas, yra tokia pati.

LEU-91

CAIX
chCA IX
LN-67

R-65

Pav. 3.12: chCA IX ir CA IX (PDB ID: IAI3) aktyviyju centry palyginimas. chCA IX aktyviojo
centro aminorug§¢iy liekanos yra parodytos Zydra spalva, tuo tarpu jas atitinkanc¢ios CA IX —
7alia. Pazymétos aminorugsciy liekanos priklauso chCA IX. Didesnés aminorugsciy liekanos
parodo i CA II aktyvyji centra jvestas mutacijas (chCA IX) ir jas atitinkancias aminorugsciy
liekanas CA IX aktyviajame centre. Matyti, kad chCA IX ir CA IX aktyviyjuy centry didzioji
dalis aminorug§¢iy liekany idealiai sutampa, tame tarpe ir tagkiniy mutacijy pagalba jvestos
liekanos GIn67, Ser65 ir Ala204. Leu91 atveju nesutampa Soninés grandinés pozicija, o Val131

ir Leul35 yra nustatomas (1,5-2,0) A poslinkis tarp ,,CA“ atomuy.

Bendru atveju mes tikrai Zinome junginio VD11-4-2 i§sidéstyma CA IX aktyviajame centre.
Buvo minéta, kad para-pakeisti fluorinti benzensulfonamidai jungiasi prie tam tikros CA II, CA
XIT ir CA XIIT aktyviyjy centry dalies. Mes neturime chCA IX ir CA IX kompleksy kristaliniy
struktury su junginiu VD10-35. Yra Zinoma, kad AZM jungiasi prie tos patios aktyviojo centro
dalies, kaip ir para-pakeisti fluorinti benzensulfonamidai, todél VD10-35 junginio padétis CA
IX aktyviajame centre yra nuspéjama (AZM kompleksy kristalinés strukturos 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 1 (PDB ID: 1AZM)). Tokiu budu VD10-35 ir VD11-4-2 junginiai gali buti palyginti kaip
skirtingai prie CA IX aktyviojo centro besijungiantys ligandai (kaip molekulinés poros D1-D4
(prie CA XII)).

Junginys VD11-4-2 prie CA IX jungiasi 1000 karty stipriau nei VD10-35 (50 nM (VD11-
4-2) ir 0,050 nM (VD10-35)). Tikriausiai, kad jungimosi stiprumo poky€io priezastys yra
tos pacios, kaip ir molekulinéms poroms D1-D4: hidrofobiné grupé meta-padétyje sudaro
galimybe kitai ligando daliai atsidurti aktyviojo centro hidrofilinés dalies jduboje. Pagal tikrinius
parametrus [Zubriené et al., 2017] junginys VD11-4-2 prie CA IX jungiasi 4 400 karty stipriau
nei VD10-35. Termodinaminiy jungimosi parametry poky¢iai yra kitokie nei pory D1-D4
(su CA XII): AAG = -21,8; AAH = 10,7 (nenaudinga); A(-TAS) = -32,4 (naudinga) (kJ
mol~!). Ligandas VD11-4-2 prie CA IX jungiasi geriau dél naudingo entropijos indélio poky¢io.
Junginiy VD10-35 ir VD11-4-2 jungimosi prie CA IX termodinaminiy parametry pokyciai
nebutinai turi buti panagus i termodinaminius poky¢ius porose D1-D4 (prie CA XII). Skirtingi

aktyvieji centrai turi skirtingas termodinaminiy parametry poky¢iy tendencijas.

Junginys VD11-4-2 prie CA 1 jungiasi 14 200 karty silpniau nei prie CA IX. I§ komplekso
strukturos matyti, kad CA I aktyvusis centras junginiui VD11-4-2 yra gana siaurokas: His200
ir His67 Soninés grandinés siaurina CA I aktyvuji centra (Fig. , F). Kitam CA IX
atrankiam slopikliui VD12-09 patekti j CA T aktyvyji centra bus dar sunkiau, nes hidrofobiné
grupé yra orto-padétyje. Junginys VD12-09 prie CA T jungiasi 45 000 karty silpniau nei prie
CA IX.

Bendru atveju junginiy VD11-4-2 ir VD12-09 atrankumas CA IX yra paaigkintas. CA Tir
CA II izoformy slopinimas néra pageidautinas, nes §ios izoformos dalyvauja kvépavimo procese
(CO2/HCO3~ molekuliy pernasa). Prie CA IX aktyviojo centro ligandai jungiasi kitaip nei
prie CA T ir CA II aktyviyjy centry. 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. ) VD11-4-2 ligando jungimosi prie CA IX ir
CA XII skirtumai tikriausiai yra salygoti aktyviuyju centry hidrofobinés dalies skirtumy (ligandy

ciklooktilamino grupé saveikauja su hidrofobine aktyviyju centry dalimi).

Junginiy VD11-4-2 ir VD12-09 jungimasis buvo istirtas gana detaliai, buvo nustatytos
priezastys, kurios salygoja §iy junginiy atrankuma CA IX. Atlikti kristalografiniai tyrimai turéty

padéti Siems junginiams kada nors tapti vaistiniais preparatais.
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ISVADOS

(1) Buvo nustatytos CA izoformy CA IV, CA VIir CA IX kristalinimo salygos. Gauti CA IX
kristalai netinka dél difrakcijos savybiy (9 A) CA VI kompleksy kristaliniy struktury gauti
nepavyko, nors CA VI kristaly skiriamoji geba buvo gera (1,6-2,0 A). CA VI baltymas
kristalizuojasi kaip dimeras, kurio aktyvieji centrai yra vienas §alia kito. Esant ligandams,
CA VI kristalai yra nestabilus. CA IV baltymas kristalizuojasi gana lengvai, jo kristaly

skiriamoje geba buvo vidutiné (2,5 A).

(2) Naudojant rentgenostrukturinés analizés metoda, buvo iSspresta 181 kristaliné struktura,
i§ kuriy 61 geros kokybés CA-ligandas komplekso kristaliné struktura buvo pateikta i PDB
duomeny baze. Buvo nustatytos laboratorijoje susintetinty aromatiniy sulfonamidy prisi-
jungimo pozicijos prie 5 karboanhidraziy izoformy (CA I, CA II, CA IV, CA XII ir CA
XIIT) bei dviejy CA II mutantiniy baltymy, kuriy aktyvieji centrai yra panagus j izoformy
CA IX ir CA XII. Baltymai difragavo skiriamosios gebos 1,1-2,0 A intervale, kas leido nus-
tatyti tikslias sulfonamidiniy ligandy pozicijas kompleksuose. Baltymy strukturos aktyvi-
uosiuose centruose, lyginant baltymus be ir su ligandu, neturéjo strukturiskai reik§mingy
skirtumy, todél vyraujanti jungimosi energijy priezastis slypi pafiame jungimosi, o ne
konformaciniy pakitimy procese. Daugeliui ligandy yra nustatyta daugiau nei viena struktura
su skirtingomis CA izoformomis, kas yra svarbu atrankaus jungimosi prie taikinio mechanizmy

tyrimams.

(3) Buvo i8nagrinéti slopikliy VD11-4-2 ir VD12-09 atrankumg CA IX salygojantys veik-
sniai. Junginys VD11-4-2 labai stipriai jungiasi prie CA IX (apie 50 pM). Mes turime
6 kompleksy kristalines strukturas su §iuo junginiu: prie keturiy izoformy CA I, CA II,
CA IX, CA XII ir dviejy CA II mutantiniy baltymy (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 tikriniy termodinaminiy parametry ir strukturiniy
parametry i§ CA-ligando kompleksy kristaliniy struktury. Po hidrofobinés grupés prik-
abinimo ligandai daZniausiai jungiasi labiau entropiskai negu entalpiskai. Hidrofobinés
grupés jvedimas kartais gali neturéti jokios jtakos jungimosi stiprumui, tokiais atvejais
yra nustatoma, kad modifikuotas ir pradinis junginys gali turéti ta pacia pozicija taikinio
aktyviajame centre. Dideli jungimosi poky¢iai po hidrofobinés grupés ivedimo gali reiksti,
kad modifikuotas junginys kitaip saveikauja su taikinio aktyviuoju centru ir jungimosi

termodinaminiy parametry pokyciai gali buti jvairus.
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