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Forord

Arbeidet ble utfgrt ved Forskningsgruppe for Medisinsk farmakologi og toksikologi og Tumorbiologisk
forskn ingsgruppe, Institutt for Medisinsk Biologi ved Universitetet i Tromsg i perioden 01.10.2010 til
20.05.2011. Malet med oppgaven var a undersgke forbindelser ved hjelp av eksperimentelle studier
(bindingsstudier og enzymkinetikk) og molekylmodellering for a finne gode og selektive hemmere av
enzymene Thermolysin og Pseudolysin. Hovedvekt ble lagt pa det eksperimentelle arbeidet. Med all respekt
vil jeg gi en stor takk til veilederne: Professor Ingebrigt Sylte, Professor Jan-Olof Winberg, fgrste emanuensis
Olayiwola A. Adekoya, og andre utrolig snille mennesker ved fakultetet som har gjort min opphold ved
fakultetet til en trivelig opplevelse. Vil ogsa takke Eli Berg for all hjelp. Takk til Stian Sjgli for de lange

koridorsamtalene.

En spesiell takk til Professor Jan-Olof Winberg og Professor Ingebrigt Sylte for enorm talmodighet og

fantastisk veiledning.

Uten deres hjelp skulle jeg aldri kommet sa langt jeg har kommet. Den forstaelse for faget jeg har fatt ved
deres hjelp ville jeg aldri fatt bare ved a lese bgker. Dere var alltid til stede nar jeg trengte dere, og jeg folte
meg trygg og engasjert i det jeg gjort av den grunn. Fglelsen av 3 gjgre noe viktig var en drivkraft i prosessen,
og den fglelse har jeg fatt takket vare dere. Haper at resultatene jeg har kommet frem til vil veere til hjelp i

deres videre forskning.

Deres kunnskaper er udiskutabelt veldig viktig or prosjekter dere er involvert i og for a “dyrke” frem og veilede

nye “perler” ut i den vitenskapelige verden.

Vil ogsa si tusen takk til mine barn Jaroslav og Martin som i forhold til alderen har vist forstaelse, og har prgvd
a hjelpe meg og har taklet sa godt de kunnet situasjon pa hjemmefronten i sammenheng med mitt arbeide
med Master oppgaven. Haper jeg veert et godt eksempel for dem, og kanskje en dag skal de ogsa ta sin Master

grad til min store glede.

Tusen takk!



Sammendrag

To substrater ble brukt i de eksperimetelle studiene. De er referet til som Bradykinin-lignende substrat
og AGLA substrat i oppgaven. De eksperimentelle forsgkene gav Km verdi for Bradykinin lignende substrat for
Thermolysin fra Bacillus thermoproteolyticus eubakterie pa 17.7 +/- 4.3 uM og Pseudolysin fra Pseudomonas
aeruginosa pa 7.4 +/- 1.3 uM. For "AGLA" substrat ble Km for Thermolysin malt til 67.7 +/- 10.5 uM, mens for
Pseudolysin ble Km malt til 124.8 +/- 22.9 uM. Seksten forbindelser fra en tidligere "virtual screening” studie
av Maybridge databasen viste ingen hemmende effekt hverken pa verken Thermolysin eller Pseudolysin. Bade
under preinkubering av hemmere og under alle forsgk var pH 7.3, mens temperaturen var 37 °C. Av totalt 50
forbindelser (42+8) fra samarbeidspartnere i Italia, viste forbindelse FF33 en ICso pa 754 nM mot Thermolysin
0g ICso pa 2.28 uM mot Pseudolysin. Forbindelse VDL22 hadde en ICsy pd 11,14 pM mot Thermolysin.
Forbindelse SM434 viste seg a vare en Pseudolysin hemmer med IC5; = 9.21 uM og K;= 5.98 uM ved bruk av
Braidykinin-lignende substrat. Dokking av SM434 inn i det aktive sertet av PsE tydet pa at forbindelsen ikke
koordinerer det katalytiske zinc atomet. Dette er en interessant observasjon siden man antar at spesifikke
hemmere ma binde til bindingsseter som ikke inkulderer det katalytiske Zinc atomet, siden katalytisk Zinc
finnes i alle zinc metalloproteaser. Forbindelsene FF 33, BF 282, SM 434 viste seg a vaere kompetitive
hemmere av Thermolysin og Pseudolysin ved bruk avBradykinin-lignende substrat. Forbindelse VDL 22 viste 3
vare ukompetitiv hemmer av Pseudolysin ved bruk av Bradykinin lignende substrat. Galardin hadde en
hemmende effekt bade mot Thermolysin (ICso = 12.20 nM og K;= 9.95 nM) og Pseudolysin (IC5o = 24.35 nM og
K;=15.80 nM) ved bruk av Bradykinin-lignende substrat.



Forkortelser

ACE -1 — Angeotensin Converting Enzyme

ADME — Administrasjon, Distribusjon, Metabolisme, Ekskresjon

”"AGLA” substrat - Abz- Ala-Gly-Leu-Ala — Nba

BLS - Bradykinin lignende substrat - Mca - Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Ala-Phe-Lys — Dnp — OH
Dnp - 2,4-dinitrophenyl

DMSO- Dimethyl sulfoxide

[E] — enzym konsentrasjon

ES — enzym-substrat kompleks

El — enzym-hemmer kompleks

ESI — enzym-substrat-hemmer kompleks

HTS - high-troughput screening

[1I] — hemmer konsentrasjon

ICso— hemmer konsentrasjon ngdvendig for 3 hemme enzym aktivitet med 50 % in vitro
ICM — Internal coordinate mechanics

Ki—inhiberings konstant

k; - reaksjonshastighets konstanten for dannelse av enzym-hemmer komplekse.

ki’ - er reaksjonshastighet konstanten for dannelse av enzym-substrat-hemmer komplekset.
Km - Michaelis- Menten konstanten

LB plot — dobbelt reciprokal eller Lineweaver-Burk plot

LM — legemiddel



Mca - (7-methoxycoumarin-4-yl)acetyl

MEROPS — en informasjon data base for peptidaser
MM plot — Michaelis - Menten kurve

MMP — Matriks metalloproteaser

PDB — Protein Data Bank

PsE — pseudolysin

[S] — substrat konsentrasjon

TLPs — thermolysin lignende proteaser

TLN — thermolysin

UV — ultrafiolett

Vi — eksperimentelt bestemt verdi for hastighetsforandringer i fluorescens ved hemmer tilstede

Vo — reaksjons hastighet naer nullpunkt hvor grafen er tilnsermet linezer

Vmax— Maksimum av reaksjons hastighet
VS — virtual skrining
ZBG - Zn bindende gruppe

3D — tredimesjonal



1. Introduksjon.

1.1. Enzymer

Enzymer er polypeptider, store polymerer av fra hundre til tusenvis av aminosyrer som er bundet
sammen ved hjelp av kovalente peptidbindinger Aminosyrer varierer i dets syre-base egenskaper og stgrrelse.
En kjemisk forbindelse i en polymer som er viktig for enzymets biologisk funksjon, men som ikke er av
aminosyre opprinelse, kalles prostetisk gruppe eller co-faktor. Eksempler pa slike faktorer er sukkergrupper,

lipidgrupper og metallioner (Zn, Mg, Mn, Fe, Ca).

Bortsett av en liten gruppe av katalytiske RNA molekyller (involvert i fjerning av introner eller som

substrat for andre RNA molekyler) er alle enzymer proteiner.

Proteinstrukturer kan deles i fire niva: 1. Primaer struktur som bestar av aminosyresekvens samt disulfid
bruer. 2. Sekundaer struktur som bestar av relativt stabile aggregater av aminosyre sekvenser som danner a-
helikser, B-"sheet” eller B-"turn”. 3. Tertiaere struktur som er den tredimensjonale (3D) folding av en
polypeptid subenhet. 4. Quaternaer struktur som er satt sammen av 3D strukturene til alle

polypeptidenhetene til proteinet.

Den tredimensjonale foldinga (3D struktur) til et protein avhenger a aminosyresekvensen. Funksjonen i
sin tur er avhengig av enzymets 3D struktur. De viktigste kreftene som hjelper et protein til 8 holde pa sin 3D
struktur (konformasjon) er ikke-kovalente bindinger som disulfid bindinger, hydrogen bindinger, hydrofobiske
og ioniske interaksjoner. Disse bindinger er vanligvis ikke sterke hver for seg, men i en 3D protein struktur

deltar tusenvis av disse bindingene, og danner en stabil struktur.

Enzymer og proteiner generelt eksisterer i flere stabile strukturelle konformasjoner og er ikke en statisk
struktur. Generelt vil proteiner befine seg i konformasjonen med lavest fri energi (mest stabile konformasjon)
som gir maksimum antall av gunnstige interaksjoner. Et omrade pa enzymets overflate hvor

katalysereaksjonen finner sted kalles enzymets aktiv sete.

Aminosyresekvensener som er viktig for enzymets aktivitet har blitt lagret og modifisert i Igpet av
evolusjonen avhengig av omgivelsene. Residier som var minst viktig for funksjonen ble erstattet med andre
over tid ved hjelp av mutasjoner. Informasjon om proteinstruktur er ikke bare av interesse for forstaelse av
prosesser i kroppen og utvikling av legemider, kosmetikk og matvarer, men hjelper oss ogsa til a fa

informasjon om evolusjonen.
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1.1.1. Hvorfor enzymene er sa viktig

Forandring i livstil, utvikling av nye teknologier, ny kunnskap, nye og mer effektive medisiner og fravaer
av farlige sykdomer har sammen med flere andre faktorer ledet til en gkt gjennomsnittsalder i befolkningen.
Men samtidig som det har blitt mindre akutte og farlige sykdommer, har det blitt mer av langsvarige kroniske
sykdommer og og livstil relaterte sykdommer. Dette og utviklingen av bakteriell resistens for antibiotika har
f@rt til et stort behov for a utvikle nye legemidler. Farmasgytiske selskaper og forskningsgrupper ved
Universiteter i rike land investerer enorme resurser i a utvikle ny legemidler mot sykdommer som migrene,

bakterielle og virale infeksjoner, hjerte-kar sykdommer, ulcer, kreft, depresjon og fedme.

Oppdagelse og utvikling av nye forbindelser som kan vare potensielle legemidler er en vanskelig og
tidskrevende prosess. Det hele starter med oppdagelse av nye substanser (kan vare hundrevis til 8 begynne
med) som kan bindes til et target med sterk affinitet og spesifisitet etterfulgt av en utviklingsprosess rettet
mot kjemisk syntese av lovende molekyler. Disse i sin tur blir testet eksperimentelt in vitro og pa celle kulturer
i laboratorier. Ny metoder og stadig ny og avansert programvare og maleinstrumenter utvikles i den
vitenskapelig verden. Videre fglger in vivo studier som fgrst utfgres pa cellekulturer i laboratorier og deretter
pa levende mus og/eller rotter, og antall lovende forbindelser reduseres til bare noen fa. Videre fglger design
av formulering og flere trinn med kliniske studier pa friske og sa syke populasjoner av mennesker. Det tar i
gjiennomsnitt 10-15 ar fra potensielle molekylene blir oppdaget til vi far et legemiddel pa marked. Penge og

resursinvestering er enorm.

Enzymer spiller en hovedrolle i de fleste biologiske prosesser, bade fysiologisk og patofysiologisk, og
derfor er isolering av nye enzymer og kartlegging av enzymets egenskaper avgjgrende for utvikling av nye
legemidler. Utvikling av hemere av visse enzymer har avgjgrende rolle ved behandling av mange patologiske
prosesser i kroppen. Enzymer representerer nesten halvparten av drug targets for sma lavmolekylzere

legemiddel (LM) molekyler.?

Per i dag er det allerede mange legemidler, som er enzymhemmerer pa marked. Blant disse er midler
mot kreft (Fluorouracil, Methotrexate), antibiotika (Amoxicillin), antivirale midler (Acyclovir, Ritonavir),
legemidler mot parkinson (Carbidopa), antihypertensive legemidler (Enalapril), kolesterolsenkendemidler

(Statiner) med flere.!

11



1.1.2. Klassifisering av Zn-holdige metallopeptidaser

Enzymene klassifiseres etter reaksjonene de katalyserer (Tabell 1). Det adderes et suffiks ”-ase” til
enzymets substratnavn eller til ordet som beskriver enzymets aktivitet. Noen enzymer har et eller flere navn,
eller to forskjellige enzymer kan ha et og samme navn. Pa grunn av at det stadig oppdages nye enzymer, og
for & innga internasjonal enighet for navngiving ble det utarbeidet et Internasjonalt klassifiseringssystem for
enzymer. Dette systemet deler enzymer i 6 klasser og disse klassene i sin tur deles i sub- og sub-sub klasser

basert pa type reaksjon enzymet katalyserer.*

. ore . 4
Tabell 1. Internasjonall klassifisering av enzymer.

nr. klasse navn Type av reaksjon katalysert

1 Oxidoreductases Overfgring av elektroner (hydrid ioner eller H atomer)

2 Transferases Gruppe overfgrings reaksjoner

3 Hydrolases Hydrolysis reaksjoner (overfgring av funksjonelle grupper til vann molekylle)

4 Lyases Addering av grupper til dobbeltbindinger, eller dannelse av dobbeltbindinger via fjerning av grupper
5 Isomerases Overfgring av grupper innenfor samme molekyle for a danne en isomer

6 Ligases Dannelse av C-C, C-S, C-O, C-N bindinger via kondenserings reaksjoner

Hvert enzym far i dette systemet et firedelt nummer. Thermolysin fra Bacillus thermoproteolyticus har
nummeret 3.4.24.27 (). Det fgrste tallet (3) viser til enzymets klassenummer, og 3 star for at enzymet er en
hydrolase. Det andre tallet (4) viser subklassenummer, og 4 viser at enzymet er en peptidase. Tredje taller (24)
viser til sub-sub klassenummer, og 24 betyr at enzymet er en metalloendopeptidase. Fjerde tallet (27) viser at
dette et enzym nr. 27 blant metalloendopeptidaser som er TLN. For PsE er siste tallet 26, noe som viser at PsE

er enzym 26 i subklassen.’

12



1.1.3. Likhetstrekk mellom M4 familiemedlemmer

Bade TLN (fra Bacillus thermoproteolyticus) og PsE (extracellulaer elastase fra Pseudomonas aeruginosa)
er medlemmer av M4 familien av metallopeptidaser (synonymer for peptidaser er proteaser, proteinaser, og
peptid binding hydrolase) i fglge MEROPs klassifiseringssystemet.*’ Alle medlemmene i familien har et
katalytisk Zn** ion som binder til et HEXXH motiv p& aktivt sete. Derfor kalles disse enzymer Zn-avhengige
metallopeptidaser. Av alle metallolpeptidaser er forelgpig den katalytiske mekanismen til TLN mest kjent. Per i

dag (04.2011) er det 508 sekvenser av M4 familie medlemmer i Merops databasen, mens det var 81 i 2009.” 8

Zn holdige peptidaser er en av de fire vanlige typene av proteinaser og bestar av mer enn 30 familier som
alle tilhgrer Klan MA etter MEROPs klassifiseringen. Alle disse enzymene kalles for TLN like proteaser (TLPs) pa
grunn av at TLN var et av de fgrste Zn metallopeptidasene hvor bade aminosyresekvensen og 3D struktur ble

9-12

kartlagt.” ™ Klan MA deles i subklaner MA(E) og MA(M) og inneholder de mest lovende og industrielt relevante
metalloproteasene. Felles for peptidaser i begge subklaner er at alle er Zn-holdige, og at de har et HEXXH
motiv innkorporert i det katalytiske domenet (X er hvilken som helst aminosyre). Aminosyresekvensene viser
fellestrekk mellom subklanene i det katalytisk domenet og i det aktive setet, men det finnes ogsa forskjeller
(Figur 1). Felles for begge subklanene er at to av ligandene i HEXXH katalytisk domene som koordinerer Zn* er

Histidin og at den fjerde liganden er et vann molekyl.”
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MO04.001: thermolysin 1NPC

— 1] I N N .

aktiv sete sekvens (a)

MO04.001: thermolysin 1TLP
— - .

aktiv sete sekvens (b)

MO04.005: pseudolysin 1EZM

—_— PR ——

aktiv sete sekvens (c)

Figur 1. Figuren er modifisert fra referanse 14. Figuren viser sekundarstrukturene til peptidaser i M4 familien. Sekundaer struktur til

TLN fra Bacillus cereus(PDB kode: 1NPC) og TLN fra Bacillus thermoproteolyticus (PDB kode: 1TLP) og PsE fra Pseudomonas aeruginosa
(PDB kode: 1EZM). Rgde bokser symboliserer a-hellikser og grgnne bokser B-"sheets”. Aktivt sete sekvensen HEXXH (a, b, c) viser store

likhetstrekk mellom enzymene.14 Internettside opprettet 31-January-2011.

1.1.4. Forskjeller mellom subklanene

En viktig forskjell mellom subklanene er knyttet til tredje Zn-koordinerende ligand. TLN tilhgrer M4
familien under subklan MA(E). Enzymene som tilhgrer MA(E) subklanen kalles ogsa for "Glu-zincins”. Navnet
baserer seg pa at tredje Zn-koordinerende ligand er en Glutamat aminosyre (E) som er lokalisert cirka 18-72

aminosyrer C-terminalt for HEXXH motivet.

Matriks metalloproteinaser (MMPs) tilhgrer M10 familien og subklan MA(M). Disse er kjent som “Met-
zincins”. Den tredje Zn-koordinerende liganden er et Histidin eller et Aspartat lokalisert i et forlenget motiv
ved enzymets katalytisk sete HEXXHXGXX(H/D), mens C-terminal regionen inneholder stor akkumulering av
aminosyren Metionin (Met) lokalisert naert den tredje Zn-koordinerende liganden Histidin, og danner en sakalt
"Met-turn”. "Met-turn” utgjgr den stgrste spesifikke struktur forskjellen mellom enzymene i subklan MA(E) og

subklan MA(M).

14


http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/structure?mid=M04.001
http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/structure?mid=M04.001
http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/structure?mid=M04.005

1.1.5. Thermolysin og Pseudolysin

Thermolysin (TLN, 34.6 kDa, EC 3.4.24.27) fra den gram positiv bakterien Bacillus thermoproteolyticus
Rokko er en varmestabil ekstacelluleer metalloendopeptidase og prototype for andre TLPs. Siden TLN er et
ganske stabilt enzym og det mest studerte av alle Zn-holdige metalloproteinaser, ble TLN brukt som et

modellenzym for & utvikle ny og potente hemmere av andre TLPs.

TLPs fra B.stearothermolphilus og B.caldolyticus er veldig lik TLN, men sammenlignet med TLPs fra

B.cereus og B.subtilis er likheten mindre. **

TLPs fra Helicobacter pylori og Vibrio cholerae er involvert i patogenesen av disse mikroorganismene.
Sykdommer som de forarsaker inkluderer gastritt, magesar, gastric carcinoma og kolera." TLPs fra Legionella
viste seg & vaere mulige virulens faktorer og arsak til Legionaer sykdom og pneumonia.'® Coccolysin fra
Enterococcus faecalis er en annen TLPs og er ansvarlig for blant anna matforgiftning, urinveis infeksjoner og

mage andre opportunistiske infeksjoner forarsaket av Enterococcus faecalis.

Pseudolysin (PsE, 30.0 kDa, EC 3.4.24.26) er ogsa et annet medlem av M4 familien. PsE er ekstracellular
elastase til Pseudamonas aeruginosa, og viktig for patogenese til P.aeruginosa infeksjoner. **%°
Sammenhengen mellom sykdomtilstand og PsE kan veaere direkte ved at PsE gdelegger affisert vev og
cellefunksjoner, eller indirekte ved at PsE pavirker vertens forsvarsmekanismer.? PsE kigyver blant annet
human bronkial mucosal proteinase hemmer?, gdelegger muskelvev'® og er forbundet med lungeinfeksjoner.
23,24

Sterke bevis eksisterer pa at PsE er involvert i kroniske magesar tilstander hvor den gdelegger hud

proteaser og forstyrrer helingsprosesser.”
1.1.6. Strukturelle likheter og forskjellene mellom TLN og PsE

3D strukturen til PsE er veldig lik 3D strukturen til TLN. 2® TLN (Figur 2) bestar av 316 aminosyre residier,
fire kalsium ioner som antatt a bidra til enzymets termostabilitet (mindre termostabile TLN- lignenede
enzymer inneholder bare to kalsium ioner ”'°) og en zink ion, antatt & ha en hovedrolle ved katalyse (Figur
5)."272% psE strukturen (Figur 3) med sine 301 aminosyre residier inneholder bare et kalsium ion og to disulfid
bruer i strukturen, og et zink ion ngdvendig for katalyse. TLN foretrekker a kigyve peptid bindinger ved N-
terminalen mellom store og hydrofobe aminosyrer som Leucin (Leu), Phenylalanin (Phe), Valin (Val), og lle.
PsE foretrekker a klgyve peptidbindinger ved N-terminalen mellom aromatiske aminosyrer. Begge enzymene

har en struktur bestdende av to domener med et aktiv sete mellom domenene. N-terminal domene

inneholder mest B- “sheets”, mens C-terminal domene bestar hovedsakelig av a- helikser.?* Strukturell

15



forskjellen mellom TLN og PsE, som kan vaere viktig for ligand binding er knyttet til stgrrelsen pa det aktivt
setet og aminosyresekvensen i bindingslommene. Aktivt sete ”klgft” er mer &pen hos PsE.”® Siden TLN er
produsert av termofile bakterier av Bacillus arter, sa er TLN relativt mer termostabil enn andre

metalloproteaser produsert av mindre termostabile arter. **

Herminal

C termial

Figur 2. Ca karbonkjeden til TLN (PDB kode: 1TLN). Figuren viser Zn-ionet (bl&tt) pa aktivt sete mellom de to domenene og de fire Ca-

ionene (gratt). Bla fargen viser domene 1 og N-terminal omradet, mens rgd fargen viser domene 2 og omradet nzert C-terminal.
Figuren viser a-helikser, B-"sheet” og B-"turn”.
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Heterminal

Domene 1

Figur 3. Ca karbonkjeden til PsE.(PDB code:1EZM). Figuren viser Zn-ionet (bl3tt) pa det aktive setet mellom to de domenene samt Ca-
ionet (gratt). Bla fargen viser domene 1 og N-terminal omradet, mens rgd fargen indikerer domene 2 og omradet naert C-terminalen.
Figuren viser a-helikser, B-"sheet” og B-"turn”. De to disulfidbruene i strukturen er ikke vist pa figuren.

Hiterminaler

Domene 1

Oomene I

C terminaler

Figur 4. Figur viser TLN og PsE plassert oppa hverandre. Figuren viser klare strukturelle likhetstrekk mellom enzymene, spesielt i aktiv
sete region. Zn - ionene (bla farge, omringet her) er nesten helt likt plassert i de to enzymene. Kalsium ionet i PsE (gra farge omringet)
har samme posisjon som et av de fire kalsiumionene i TLN.
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Figur 5. TLN aktiv sete. Zinc-ionet og koordinerende aminosyrer er vist pa figuren. Figuren er modifisert fra referanse 21.2

1.1.7. Katalytisk mekanisme til Thermolysin og Pseudolysin

Katalytisk mekanismen til TLN er best karlagt. TLN er regnet som en typisk representant for hele M4

familien, men det er fremdeles detaljer som ikke er helt forstatt.**

Metalloproteaser i klan MA, MC, MD, ME, MJ, MK, MM, MO, og MP trenger bare et katalytisk metall ion,
mens metalloproteaser fra klan r MF, MG, MH, MN, og MQ inneholder to katalytiske metall ioner. Katalytisk
mekanisme til Met-Zincins enzymer er lite karlagt sammenlignet med Glu-Zincins enzymer.™ Katalytiske

mekanisme til TLN som er et Glu-Zincins enzym er vist pa Figur 5 og 6.

Zn**-ionet er ngdvendig for enzymets katalytiske aktivitet. Fjerning av Zn*" eller & erstatte det med andre
metallioner resulterte i minsket katalytisk aktivitet eller i et inaktivt enzym. Overskudd av Zn*" ioner hemmet
TLN. | krystallstrukturer av metall-substituerte TLN derevater kunnet man observere

konformasjonsforandringer i aktiv sete region.*
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Figur 6. Figurener er modifisert fra Matthewset al. 1987 *! Fgrste foreslatte katalytisk mekanisme for TLN basert pa polarisering av Zn-
bundet vann molekylet med Glu 143 residien ved HEXXH motivet (a) og videre etterfglgende nukleofilt angrep pa karbonyl
karbonatomet som spaltes av. Protonert His 231 stabiliserer "transition state” via dannelse av hydrogen binding til karbonyl
oksygenatomet (b). Spalting av tetrahedralt intermediate skjer pa grunn av protonering av amid nitrogen (c) ved bindingen som spaltes

(d) 13,32
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Figur 7. Figuren er modifisert fra referanse 21.” En alternativ mekanisme “reverse protonation” ble foreslatt basert pa observasjoner

33,34

av at katalytisk konstant var pH avhengig ved hydrolyse. Mekanismen foreslar at His 231 ved aktiv sete har en viktig funksjon. Det ble

foreslatt at bindingen som spaltes ble aktivert for hydrolyse via direkte koordinering av karbonyl oksygenatom til Zn-ionet og samtidig
erstatning av vannmolekylet som er bundet til Zn-ionet. His 231 sammen med Asp 226 bidrar til protonoverfgringer via deprotonering av

vann molekylet som ikke bindes til Zn ionet ved denne foreslatte mekanismen."

Kjemiske studier viste etter hvert betydningen av Glu 143 i TLN katalysert hydrolyse av peptider. Studier viste
at en revers protonerings mekanisme (Figur 7) er mindre favorisert enn mekanismen i Figur 6. En av grunnene til
det, er at Glu 143 finnes i alle metalloproteaser som har HEXXH motiv, mens His 231 finnes bare i en del
metalloproteinaser. ** | tillegg styrkes pastanden om en viktig rolle for Glu 143 av sete-dirigert mutagenese.

36-38

Mutagenese av Glu 143 til Ala, Ser, Trp eller Arg fgrte til nedsatt eller tap av katalytisk aktivitet. Dette stptter

den fgrste foreslatte katalyse mekanismen (Figur 6) av Hangauer og kolleger. *
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TLN og TLPs foretrekker a klgyve substrater som har store hydrofobiske residier (Leu, Phe, Val, lle) ved P1’
posisjon og sma aminosyrer i posisjon P1. Nomenklatur etter Schechter og Berger, 1967.* Fire store substrat
bindingslommer (S2, S1, S1°, S2°) pa enzymets overflate ble identifisert (Figur 8) *2. Forsgk pa & gjgre S1” lommen
stgrre ved 3 erstate Leu 202 pa TLN sin overflate med mindre aminosyrer (Val, Ala, Gly) fgrte til stgrre affinitet
for Phe i posisjon P1". Interessant i dette tilfellet er at ved forsgk pa a gjgre S1° lommen mindre ved a erstate Leu
202 pa TLN overflate med st@rre aminosyrer enn Leu (Phe, Tyr) sa gkte TLN aktivitet for substrater med Phe i P1’

posisjon. %

aminozyre sydekjeder har, Pzt favorizerer zpezieh
aromatizke rezidenser,

WW@ P1 P2 S\ P3J \_P4
P’

TIH og Pk foretrekker hydrofobe Lew, lle, Phe, Yal Hemimerfsubstrat \

— ) ; I
\s¢/] '\ s3 S2’ ! 51 $2 S3 sS4
s1’

TLH =pezieh

gjennkjener Phe her

Flgyvingz zete pd enzymet
foretreker hydrafobe rezidenzer

Enzym

- N-termn C-term —Jp-

Figur 8. Skjematisk bilde for spesifisiteten mellom sub-seter pa TLPs aktive sete og binding sete til en hemmer eller klgyvingssete til et

21,39-42

substrat. Figuren er modifisert fra referanse 21.

Mange studier de siste 20-arene har vist at TLN aktivitet ble forandret ved forskjellige sete spesifikke
mutasjoner av aminosyrer i bindingslommen.?” **** Det ble blant anna observert at effekten av mutasjoner pa
aktivitet var liten for store peptidsubstrater i motsetning til hva som ble observert for sma peptider, muligens

som en konsekvens av forskjell i mulige produktive bindingsmoduser for substrater.
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1.1.8. Chelaterende forbindelser

Metallopeptidaser hemmes av Zn-chelaterende forbindelser. Eksempel pa slike forbindelser er 1,10-
phenanthroline, EDTA, og Galardin. Noen eksempler pa chelaterende grupper er vist i Figur 10. Galardin Ki=20
nM (ogsa mange forbindelser i tabell 3 og 4) inneholder en hydroksamat syredel (Figur 9) som binder seg sterk
til Zn-ionet. Galardin er den mest potente hydroxamat type hemmersom er rapportert for PsE og TLN.*® Mange

andre TLN hemmere er stadig under utvikling. *"*®

Figur 9. Figuren er modifisert fra referanse 49.% Strukturen til hydroxamat syre med formelen R-CO-NH-OH. Slike forbindelser brukes
som metall-"chelator” i industrien. Oksygenatomene binder til Zn og danner en pentaring. Hydroxymat syre er ogsa en viktig vekst
faktor og vitamin kilde for enkelte mikroorganismer i naturen i ssmmenheng med binding av jern.so'51

Figur 10. Figuren viser eksempel pa hydroxamat binding av forbindelsen BF249 (fra tabell 3, figur 21) basert pa dokking med ICM

programmet. De to hydroxamat oksygenatomene danner bindinger med Zn pa en "bidentate” mate.”
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Figur 11. Eksempler pa geometri av noen andre chelaterende forbindelser som binder Zinc. Figuren er fra referanse 53 >3 (A)
Bindingsposisjon for karboksylat gruppe bundet til Zinc. (B) Bindingsposisjon av fosfat oksygener. (C) Bindingsposisjon av silanediol

gruppe. (D) og (E) Bindingsposisjon av OCNN gruppe og OCCS gruppe.. Begge disse gruppene danner pentaringer ved a binde til Zn
53
atomet.

1.2. Enzymkinetikk

1.2.1. Michaelis Menten kinetikk

Kunnskap om enzym kinetikk hjelper oss til a forsta mekanismer til en enzymkatalysert reaksjon og
hvordan forandringer i eksperimentelle parametere (konsentrasjoner, pH, temperatur ogsa lignende) kan

forandre hastighet av en enzymkatalysert reaksjon.*

Pa enzymets aktiv sete er alle funksjonelle grupper arangert optimalt for a8 danne svake interaksjoner
med aktuelt substrat ved transition tilstand. Enzymet vil ikke vaere i stand til & danne like mange opptimale
interaksjoner med andre molekyler enn de som har en struktur som ligner substratet. S8 enzymene er veldig
spesifikke. Molekyleere interaksjoner holder substrat molekylet i et riktig posisjon pa aktiv sete, en optimal

posisjon for katalytisk reaksjon. Optimal interaksjon mellom enzym og substrat skjer bare ved transition state.*

Enzym substrat komplekset (ES) er hovedfaktor for a forsta en kinetisk tendens. Et enzym eksisterer i
to former i enzymet katalysert reaksjon, en fri (E) og en bundet i et ES kompleks. Enzymet vil fgrst bindes
reversibelt til substratet og det dannes et ES kompleks. Dette er en meget rask prosess som foregar i et
tidsrom mellom noen mikrosekunder til en millisekund. Typen av kinetikk som brukes for a studere bindning
av substrat til enzym kalles pre-steady state kinetikk. Etter dannelsen av ES kompleks sa vil en kjemisk reaksjon
forega der substrat spaltes til produkt (ligning 1) og dette er en lansom reaksjon som foregar i tidsrommet

sekunder til timer avhengig av enzym. | dette tidsrommet sa er det et et tilnaermet konstant forhold mellom
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fritt enzym E og enzym-substrat kompleks (ES), d.v..s et “steady-state” tilstand. Den type kinetikk som maler
produkt produsert i denne tidsperioden kalles “steady-state” kinetikk. En betingelse for & kunne male ”steady-
state” kinetikk er at substratkonsentrasjon er mye st@grre en enzymkonsentrasjon ([S]>>[E]). Nedbrytingen av

ES komplekset kan skje i flere reaksjonsteg avhengig av bade substrat og enzym type.

E+S<>ES>E+P (1)

Hvert reaksjonstrinn har sin egen hastighetskonstant:

k- er hastighetskonstanten for dannelse av enzym-substrat (ES) komplekset E + S = ES
k .; — er hastighet konstanten for spalting av ES komplekset ES = E+S

k , — er hastighet konstanten for spalting av ES komplekset til enzym + produkt

Ved steady state: k,= k_; + k,, det vil si at hastigheten for kompleks dannelse er lik hastigheten for spalting av

komplekset.

Nar ”steady state” kinetikk benyttes for @ male en enzymatisk reaksjon sa males enten mengde produkt
produsert per tidsenhet (AP/At) eller mengde substrat forbrukt per tidsenhet (AS/At). Den malte
reaksjonshastigheten V,, kalles "initial rate” (initialhastighet) da den kun tar utgangspunkt i den lineare delen

av hastighetskurven naer tidspunkt null.

Reaksjonshastigheten til et enzym varierer med substratkonsentrasjonen, og for de fleste enzymer sa vil
en kurve Vy mot [S] vaere hyperbolsik slik som vist i figur 12. En slik kurve kan beskrives med Michelis-Menten

(MM) ligningen (2). MM ligningen er en hastighets ligning for en enzym katalysert en-substrat reaksjon:*

Vo = ( Vmax'[S] ) / ( K+ [S]) (2)
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Figur 12. Figuren viser en Michaelis-Menten kurve hvor reaksjonshastigheten er plottet som funksjon av substrat konsentrasjonen. Km

(Michaelis Menten konstant) tilsvarer substrat konsentrasjon nar 50 % av alt enzym i lgsninger foreliger i ES komplekset og

reaksjonshastigheten er lik % Vmanx. Figuren er hentet fra referanse 54>

Ved lave substrat konsentrasjoner er nesten alt enzymet i ubundet form. Da er reaksjonshastighet
proporsjonalt til substrat konsentrasjonen og kurven er nesten lineaer. Reaksjonshastigheten vil gke med
gkende substrat konsentrasjon (mer substrat - mer ES ->mindre fritt E). Ved lave [S] (nar K, » [S]) kan MM

ligning omformes til ligning 3:

Vo = (Vmax/ Km) : [S] (3)

Den kinetiske koefficienten V../K., representerer derfor enzymets reaksjonshastighet ved lav

substratkonsentrasjon, og benyttes som man skal se pa et enzyms susbtratspesifisitet.

Ved gkning i [S] dannes det proporsjonalt mer og mer ES kompleks inntil alt enzym bindes til substrat. Ved

uendelig hgy [S] (nar [S] »» K,,) vil alt enzym foreligge som et enzym-substrat (ES) kompleks. Reksjonen har na

natt et maskimum og kan ikke ga raskere og Vo = V.. Dette er enzymets maksimale reaksjonshastighet, V.

Den kinetiske koeffisienten V., reflekterer hvor raskt et enzym bryter et substrat til produkt.
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Nar enzymatiske reaksjoner involverer flere trinn i prosessen (ligning 4) og dermed flere

hastighetskonstanter

E+S¢>ES>EP>E+P (4)
k- er hastighetskonstanten for dannelse av enzym-substrat (ES) komplekset E + S = ES

k .; — er hastighet konstanten for spalting av ES komplekset ES = E+S

k , — er hastighet konstanten for danelse av enzym-produkt (EP) komplekset ES>EP

ks — hastighetskonstanten for spalting av EP komplekset EP-> E+P

er det vanligere 3 bruke en mer generalisert hastighetskonstant for enzymatiske reaksjoner som k.. Nar all
enzym foreligger enten i ES eller i EP komplekser, eller med andre ord nar en enzymatisk reaksjon har flere
trinn og et av trinene er klart hastighetsbegrensende, sa er k., er ekvivalent med hastighetskonstanten til det
hastighetsbegrensende trinnet. k., er farste orden hastighet konstant og har enhet av t™* (resiprokal tid), som
er ekvivalent til antall substrat molekyler som ble omdannet til produkt i Igpet av et tidsintervall nar enzymet

er mettet med substrat. To enzymer som katalyserer forskjellige reaksjoner kan ha samme kea.*

Til forskjell fra K, sa varierer V., med [E] og ligning 5 viser denne relasjonen.

Vinax = Keat * [E] (5)
Hvis vi kjenner [E] kan vi finne k¢, for et bestemt substrat ved hjelp av ligning 6:

Keat = Vimax/ [E] (6)
Na kan vi skrive MM ligning med hensyn til k., (ligning 7):

Vo = (Keat - [E]-[S]) / ( K+ [S]) (7)

K., er den substratkonsentrasjon som gir en reaksjonshastighet V, som er lik V,,/2. Hvis vi tar utgangspunkt i

ligning (1) sa vil K., kunne beskrives av de tre hastighetskonsntene slik som beskrevet i ligning (8).
Km=(k+ky)/ ks (8)
K., og k.. verdier er forskjellige fra enzym til enzym. K., og k... varierer ogsa for forskjellige substrater for

det samme enzymet. Begge verdiene kan bestemmes eksperimentelt, men begge gir liten informasjon om
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antall, hastighet og kjemisk karakter av hvert enkelt trinn i en enzymatisk reaksjon. K., er noen ganger brukt

som en indikator pa affinitet av et enzym til dets substrat, ved tilfellet nar k,« k_, se ligning (8). 4

1.2.2. Lineweaver-Burk kinetikk

For & bestemme verdien til de kinetiske koefficientene Vy,, K., 0g Vi/Kem bruker man vanligvis en sakalt

dobbelt resiprokal kurve (Figur 13). Lineweaver-Burk ligningen (LB ligning (9)) er en algebraisk transformasjon

av MM ligningen. Det blir tatt resiprokal av begge sider av MM ligning.

[S]

Figur 13. Figur viser en dobbelt resiprokal Lineweaver-Burk kurve. Kurven gir mulighet til & beregne flere kinetiske parametrer.
Der hvor linjen krysser y-aksen far vi Vmax. Stigningstallet til linjen gir K/ Vmax. Linjen krysser x-akse i punktet som

tilsvarer negativ verdi for resiprokal Km, Figuren er hentet fra referanse 55.%

Lineweaver-Burk ligning:

1/Vo = K/ ( Vinax'[S1) + 1/Vinax) (9)
Vi plotter 1/V, som funksjon av 1/ [S]. Grafen blir en rett linje som krysser Y akse (1/V, akse).
1/Vmax €r krysnings punkt med Y akse (intercept) og slope til grafen er Ki/Vimax.

LB plot er veldig mye brukt ved beregninger av V., 0g K., verdier, samt for 3 skille mellom forskjellige typer

enzymatiske reaksjonsmekanismer og ved analyser av enzym hemning.”
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1.2.3. Kompetitiv hemning

Enzymets aktivitet kan hemmes av kjemiske forbindelser via forskjellige mekanismer. En hemmer er et
molekyl som interferer med katalytiske reaksjoner og forsinker eller stopper reaksjonen helt. Det finnes
reversible og irreversible hemmere. Tre typer av reversibel hemming er: kompetitiv (Figur 14), unkompetitiv

(Figur 16) og miksed hemning (Figur 18).

Irreversible hemmere binder kovalent til enzymet. Enzymet er ikke i normal funksjon etter en slik binding, og

man sier at slike hemmere leder til enzymets ded.

COMPETITIV HEMHIHG

+ = ==== EZ= --= E + P

Me—= —+m

—

.’—""—_j

(e=
-

s

Figur 14. lllustrasjon av kompetitiv hemming. El: Enzym —hemmer kompleks. Se forklaring til figuren i teksten. Figuren ermodifisert fra

56
referanse 56.

Ved kompetitiv hemming konkurrerer hemmeren med substratet om det aktive setet pa enzymet (Figur
14). Det dannes et El kompleks hvis hemmeren binder reversibelt til enzymets aktive sete. Kompetitiv

hemming kan analyseres eksperimentelt med ”steady state” kinetikk. MM ligning vil se slik ut ved kompetitiv

hemming:

Vo= (Vinax *[S])/ (K + [S]) (10)
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oK, er K, som bestemmes eksperimentelt ved tilstedeveaerelse av en hemmer (kalt apparent K,,)
a= 1+ [11/K; Ki = ([E]-[11) / [EI] (11)
K; er likevekt dissasiasjon konstanten for hemmer binding.

Pa grunn av at hemmingen er reversibel kan den oppheves ved a gke substrat konsentrasjonen.

K., oker ved tilstedevaerelse av et hemmer med faktor a. Denne effekten pa K., kombinert med fravaer av
effekt pa Vnax er kjiennetegn for kompetitiv hemming og relevant nar vi observerer en dobbelt reciprocal
kurve, og K; verdi kan bergnes fra kurven.* Dobbelt reciprocal kurve er en enkelt mate & vise ndr hemmingen

er kompetitiv, unkompetitiv eller mixed.

Hvis konsentrasjon av enzymet holdes konstant, mens konsentrasjonen av hemmeren gker og 1/V, plotes som

funksjon av 1/[S] blir :

COMPETITIY HEMHING
30

/ )
Competitiv hemmning /

7 Slopen forandrer seg -
20 // ]
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Ingen inkibering

erikke forandret

T T
-0.000 100 200 300. 400 S00.

VIS M

Ved likevekt
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Figur 15. Grafen for kompetitiv hemming ved gkende konsentrasjon av hemmer viser en serie av rette linjer som har samme
skjaeringspunkt ( 1/Vma) pa Y aksen, men med forskjellige ”slope” (stigning ). Vi vet at V,, er uforandret ved kompetitiv hemming.

Figuren er modifisert fra referanse 55.%
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1/Vo = (aKm/Vinax)/(1/[S]) + 1/ Vinax (12)
"Slope” = aKm/Vmax (13)
o — kan beregnes fra forandring i slope ved enhver hemmer konsentrasjon

Nar vi vet [I] og faktor a, kan vi beregne K; verdi ved hjelp av fglgende ligning (10)

o =1+ [I)/K, (14)

1.2.4. Unkompetitiv hemning.

Ukompetiv hemming oppstar nar hemmer binder til et “allosteriske” sete pa enzymet, etter at substrat
har bundet seg til enzymets aktive sete. Det betyr at unkompetitive hemmere binder seg til ES komplekset

(Figur 16).

URTIMRETITIYV HEMHIHG

E + 5§ ==== E=S --= E + P

& et
-

1y
T

Figur 16. lllustrasjon pa unkompetitiv hemmming. ESI- enzym-substrat-hemmer kompleks. Figuren er modifisert fra referanse 56. %
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MM ligninga for unkompetitiv hemming er som fglger:

Vo= (Vimax *[S] )/ ( K + @[S]) (15)
Hvor a’= 1+ ([1)/K") og Ki" = ([ES]-[1]) /[ESI]

Dobbel reciprocal kurve viser en serie av parallelle linjer som har samme stigning, men krysser Y aksen pa

forskjellige punkter (Figur 17).

AKHIHG &Y HEMMER

KIHSEHTR.A 50K A
1 N\ -

*——FIHTROLL

113]

Figur 17. Figuren viser en Lineweaver-Burk av unkompetitiv hemming. En serie av rette linier som hver representerer en hemmer

konsentrasjoner far ikke samme skjaerings punkt pa Y-akse. Figuren er modifisert fra referanse 57. >

1/Vo = (Km/vmax) ' (1/[5] + al/Vmax) (16)
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1.2.5 Miksed hemning

Miksed hemming er en type hemming hvor hemmer binder bade til fritt enzym eller enzym-substrat
kompleks. Ved denne type hemming kan bade substrat og hemmer molekylet bindes til enzymet pa samme
tid. Nar det dannes enzym-substrat-hemmer kompleks er dannelse av produktet er ikke mulig og reaksjon kan

ga i revers retning til giendannelse av enten enzym-substrat kompleks eller enzym-hemmer kompleks.* (Figur

18)
HOHEDPARETITIY HERHIHG
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Figur 18. Figuren viser non-kompetitiv hemming. En spesiell variant av miksed hemning. Binding av hemmer hindrer ikke binding av

substrat. Figuren er modifisert fra referanse 56.%
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Figuren 19. En dobbelt reciprokal plott av nonkompetitiv hemming. Plottet er veldig likt plottet for kompetitiv hemmming, bortsett fra
at linjene som er dannet av forandring i hemmer konsentrasjoner krysser ikke y-aksen i et skjeeringspunkt, mens krysser hverandre i et

punkt pa x-aksen Figuren er modifisert fra referanse 58. 8

Forskjell mellom miksed og non-kompetitiv hemninger ligger i hvor bak y-aksen linjene krysser hverandre.

Dette avhenger av hvor sterkt inhibitor binder til E respektive ES.

E+S —/—== ES —/—= E+P
+ +
| |
Ki K'
El ESI

Figur 20. Figuren modifisert fra referanse. Figuren viser skjematisk ligninger for miksed inhibering der inhibitor (I) kan binde bade til
fritt enzym (E) og til enzym-substrat (ES) komplekset. K; er dissosiasjonskonstanten for enzym-hemmer (El) komplekset og K" er

dissosiasjonskonstanten for enzym-substrat-hemmer (ESI) komplekset.
Nar K;= K/ far vi en nonkompetitiv inhibering og da krysser linjene seg som vist pa figuren 19.

Nar K;> K/ krysser linjene i tredje kvadrant, d.v.s. under negativ side pa x-akse. Nar K; < K krysser linjene i den
andre kvadrant, d.v.s. over negativ side pa x-akse. Hvor nzert og hvor hgyt i omradet linjene krysser er

avhengig av den relative styrken til El og ESI kompleksene.
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1.3. Generelt om hemmere
1.3.1. Dose-respons kurve

Identifisering og kartlegging av hemmere kan gjgres via malinger av dose-respons kurver for inhibering
(Figur 21).%° Da males et spesifikkt signal som en funksjon av hemmer konsentrasjonen. Med andre ord en
funksjon som relaterer forandringer i signal til forandringer i hemmer konsentrasjoner. Dette kalles en dose-
respons kurve. For & bestemme effekten av en hemmer pa enzymets aktivitet kan en dose-respons kurve
plottes ved at man fglger effekten av en hemmer pa initial hastighet (V,) av en enzymatisk reaksjon ved

konstant konsentrasjon av substratet.®

0,4 1

0,2 1

[E10)

[E10] s

0,01 0,1 1 10 100

[Inihibitor] (M)

Figur 21. Figuren er modifisert fra referanse 62. 62 Figuren viser dose-respons kurve for tre forskjellige hypotetiske hemmer
forbindelser. Se forklaring i teksten over og under figuren. X-aksen = logaritmen av hemmer konsentrasjoner (5 og flere

konsentrasjoner) . Y-aksen = forholdet mellom hemmet (V;) og uhemmet (V,) enzym aktivitet.

For a kunne lage en dose-respons kurve er det viktig & bruke substrat konsentrasjoner som er mindre en

enzymets K., verdi, hvis hemmeren konkurrerer med substratet om aktivt sete.®® Hvor langt ned i
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substratkonsentrasjonen man skal ga er avhengig av hva som gir en praktisk malbar og herved bruktbar
enzymaktivitet. Disse parametrene bestemmes eksperimentelt pa forhand, fgr eksperimentene med hemmer
starter. Det er viktig a kjenne de kinetiske koeffisientene for enzymet med det substrat som skal brukes i
inhiberingsforspkene. Det kan ogsa veere en fordel 3 kjenne enzymets reaksjonsmekanismer med det substrat

som skal brukes.

1.3.2. ICso0g K;betydning og beregninger

Konsentrasjon av hemmer som kreves for a fa 50 % reduksjon i enzymatisk aktivitet kalles 1Cs, verdi.
Ligning (17) beskriver relasjonen mellom enzymets reaksjonshastignet med (V;) og uten (Vo) hemmer (I) og

bindningskonstanten IC50:
Vi/Vo= 1/ (1+ ([1]/ 1Cs0)) Vi/V, gar ned nar [I] gar opp (17)

Ved 3 lage dose-respons kurver (V,/V, mot [1]) slik som i (figur 21) kan ICsy verdi for en hemmer

bestemmes.®

For hemmere som binder enten svakt ellet sterkt til enzymet sa er enzymets ICs, verdi avhengig av
substratkonsentrasjonen som beskrevet nedenfor. For sterke, tett bindende hemmere, avhenger ICs, verdi
bade av enzym og substrat konsentrasjoner. Desto hgyere substrat og/eller enzym konsentrasjoner, desto
hgyere vil IC5o verdien bli, pa grunn av det kreves hgyere konsentrasjoner av hemmer for a okkupere 50 % av
bindingsetene (50 % reduksjon i aktivitet) ndr enzymkonsentrasjonen er hgy. Desto lavere K; eller I1Csq verdi,

desto sterkere binder hemmer til enzym.®

Bade K; (dissasiasjons konstanten for enzym-hemmer kompleks) og ICsy verdi beskriver bindingsaffinitet
mellom hemmer og enzym. Felles for begge er at enhetene er at de benevnes i molare konsentrasjoner, og
desto mindre konsentrasjonen er desto sterkere er bindingen. Den indikerer hvor mye av et hemmer man
trenger in vitro for 8 hemme en enzymaktivitet med 50 %. Med andre ord forteller oss K; og |Cs, verdiene hvor

potent en hemmer er mot et enzym.

Kier mest brukt for a beskrive effektivitet av en hemmer, fordi i motsetning til ICsoverdi er K;uavhengig

av substratkonsentrasjonen.
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For reversible hemmere gjelder antagelsen om at siden enzym konsentrasjonen er mye lavere enn K;
verdien, vil konsentrasjonen av enzym-hemmer komplekset vaere veldig lav i forhold til konsentrasjon av

hemmer. Denne antagelse passer ikke for alle typer hemmere.

Enkelte hemmere bindes til sine enzymer med hgyt affinitet og sterkere (tettere) enn andre slik at antall
frie molekyler av hemmeren blir sterk redusert ved & danne mange enzym-hemmer komplekser (El)®". For slike
tett bindende hemmere vil tradisjonelle steady-state verdier ikke vare palitelige og deres virkning pa enzymet
begrenses av en langsom start av inhiberingsprosessen, som er en tidsavhengig komponent av inhiberingen.

Konsentrasjon av enzymet bgr vare mye mindre enn hemmer konsentrasjon.64

Mange sterke hemmere trenger tid for a binde seg skikkelig til enzymet og pavirke enzymets aktivitet. En
sterk hemmer vil trenge lave konsentrasjoner for 8 hemme enzymets aktivitet med 50 %, men selv om man
har med sterke hemmere a gjgre kan hemmeren trenge lang tid for a binde seg til enzymets aktive sete a gi
sterk hemming. Derfor bgr enzymene preinkuberes med hemmere.®! Ngdvendig preinkuberingstid og
eventuelt temperatur kan bestemes eksperimentelt. Nar IC50 verdier skal bestemmes for et stort antall
hemmere er det en fordel a bruke en plateleser for 96 brgnners brett, for da flere hemmere og

hemmerkonsentrasjoners effekt pa enzymet males samtidig og dermed spares mye tid.

Cheng-Prusoff ligningene (18-19) beskriver relasjonen mellom K; verdi, IC5o verdi, substratkonsentrasjon ([S])

og K., verdi for substrat:>
ICs0= Ki+ (1+([S]/Km)) (18)
Ki= 1Cso/ (1+ ([S]/Km)) (19)

For a kartlegge type av inhibering kan klassisk dobbel-reciprokal plott benyttes. Men hvis vi har med en
veldig sterk bindende forbindelse a gjgre, d.v.s. K;verdi er av samme stgrrelseorden som den brukte
enzymkonsentrasjonen i reaksjonsblandningen, ma andre metoder benyttes. Flere grafiske metoder ble

utviklet til dette formalet.®*°
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1.4. Ultrafiolett (UV) spektrofotometri

Kvantitative analyser og identifikasjoner basert pad UV-spektroskopi benyttes mye i farmakologiske,
biologiske og mange andre typer av studier. Dette gjgres ved blant anna ravare- og preparat-kontroll ved
produkshjon av legemiddler, samt ved bestemmelse av konsentrasjoner av et stoff i Igsning pa grunn av

metoden er relativt rask og presis.

Mange stoffer kan absorbere lys, eller stoffer kan syntetiseres og modifiseres slik at de absorbere lys.

Lys, bade synlig og ultrafiolet, er elektromagnetisk straling som kan beskrives med bglgelengde og frekvens.

UV-spektrofotometri maler absorpsjon av elektromagnetisk straling for et stoff ved en gitt bglgelengde.
Ultrafiolet bplgelengdeomradet ligger mellom 180-400 nm. Bglgelengdeomradet som sendes ut mot stoffet
skal vare sa liten som mulig, slik at stralingen bli tilnsermet monokromatisk (straling med bare en

bglgelengde).”

Spektrofotometeret har et optisk system som er i stand til & selektere den aktuelle bglgelengde og
produsere monokromatisk straling, men i praksisen vil stralingen veere polykromatisk i et veldig smalt
bglgelengdeomrade. Stralingskilden sender ut UV-straling mot prgven, det velges et bglgelengdeomradet man
gnsker a bestrdle prgven med, og detektoren registrerer intensiteten av straling som passerer prgvelgsningen
(). Intensiteten av lys som sendes fra lyskilden (l,) sammenlignes med lys intensitet som passerer prgvelgsning
(1) og informasjonen omdanes i spektrofotometeret av et elektronisk system til absorbanseenheter (logl./!)

(ligning 18). Det er det man ser pa skjermen til en spektrofotometer.®

Absorpsjon av synlig eller ultrafiolet lys gjgr at elektronene blir "sparket” ut fra sine baner til et hgyere
energiniva rundt atomkjaernen. Partilker som overfgrer lysenergi kalles fotoner. Energien i fotonene bringer et
molekyl/ion M til en mer energirik form M* (ligning 20), men absorpsjon vil bare skje hvis energien i et foton
tilsvarer ngyaktig energi forskjellen mellom to energinivaer i M. Etter kort tid (millisekunder) “faller”
elektronene tilbake pa energinivaer som avviker lite fra de elektronene befant seg i fgr eksitasjonen. Den
absorberte energien frigjgres na som varme (ligning 21), mens mengde absorberte lys som blir registrert pa

veg ut av medium blir noe mindre (I).
M + hv > M* (20)

h — Planck’s konstanten (6.67 - 10 %" erg-sek)
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v — Frequency
M* > M + varme (21)

Et atomet eller et molekyl kan eksistere bare ved bestemte energinivaer avhengig av orbitalene
elektronene i molekylet okkuperer, avstanden mellom atomkjaernene i molekylet, og vibrasjonsenergien for
elektronene. Komplekse systemer som for eksempel molekyler som bestar av mange atomer kan ha mange

energi niva.%®

Grunnlaget for UV-spektrofotometri er Beers lov som viser proporsjonaliteten mellom absorbansen og
konsentrasjon av stoffet i prgvelgsning hvis stralingsveien holdes konstant og ved at det sendes ut

monokromatisk straling.®> Det er ikke alle stoffer som fglger Beers lov (ligning 22).

Beers lov:

A =loglo/l = a-b-c (22)
A = absorbansen

a = absorptiviteten

b = lengde pa lysveien (vannligvis 1 cm, bredde pa kyvette)

¢ = konsentrasjon til analytten

Absorptiviteten er avhengig av bglgelengde, lgsningsmiddel, pH, og temperatur. Dermed er det viktig at
disse parametrene er ngyaktig lik bade for prgve og referansemedium (standard det kalibreres /refereres mot)

for a unnga feil ved kvantitative bestemmelser.

Siden malt absorbans er proporsjonal med konsentrasjonen av substansen, og konsentrasjonen kan utrykkes
pa flere mater blir benevningene pa absorptiviteten (a) ogsa forskjellig. Dersom konsentrasjon males i % og
bredde pa kyvette (lysvei)tilsvarer 1 cm blir benevninger i % cm, og absorptiviteten kalles da for spesifikk

absorbans A ;... Dersom konsentrasjon utrykkes som M (mol/liter) og lysveien er 1 cm, blir benevningen cm

M og absorptiviteten kalles da den molare absorptiviteten € (cm™M™ ).65

Konjugerte ringsystemer, bade aromatiske og heterocykliske, absorberer nzert ultrafiolet region av
spektreret, 200-400 nm (elektroner i t orbital i ringen). Eksempel pa slike forbindelser er aminosyrene
Tyrosine, Phenylalanin og Tryptophan. Det mest absorberende omrade for mange proteiner er i 280 nm

region, noe som er et resultat av tilstedeveerelse av disse aminosyrene.®
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1.5. Fluorescens fotometri

Pa samme mate som ved spektrofotometrimalinger, blir molekylene eksitert fra en grunn tilstand til en
hgyere energi niva tilstand. Men i enkelte tilfeller avgis overskuddet av energien ikke i form av varme, men i
form av eksitert lys. Prosessen kalles for fluorescens. Hvis emittert lys har lavere frequens (stgrre
bglgelengde) enn eksitert lys (I )kan fluorescensen observeres og males. Fluorescens spektrum, pa samme
mate som absorpsjons spektrum, er et spesifikk fingerprint for en forbindelse. Dette og at veldig sma mengder
av emittert straling kan bli detektert gjgr fluorescens fotometri til en sensitiv og utmerket metode for

analytiske eksperimentelle studier.®

Korte lysimpulser (10° sek) sendes gjennom prgvelgsningen med jevne mellomrom.
Fluorescensemisjonen males ved hjelp av detektoren etter hver impuls. Intensitet av emisjonen males
perpendikulaert til innsendt lysimpuls.®® Dette er forskjellig fra spektrofotometrisk malinger beskrevet tidligere,

hvor lys som sliper gjennom prevelgsning (1) males parallelt til lyset som sendes inn (lp) .

1.6. Dokking

1.6.1. Dokking som en del av en Virtual ligand screening prosess

Over tid har var kunnskap om enzymer gkt. For mange enzymer har vi detaljert kunnskap om hvilke veier
de katalyserer i biologiske prosesser, hvordan det aktive setet er bygd opp, og ikke minst hvordan vi kan
pavirke aktiviteten. Nar kunnskapen gkes, sa vil ogsa mer avanserte dataprogrammer komme til anvendelse. |
de siste 30 arene har det veert en stor utvikling. | dag kan molekylmodellering ved hjelp av avanserte
dataprogrammer brukes til 3 gi et strukturellt innblikk i hvordan enzymene fungerer. Datamaskin basert
“screening” og strukturelle studier danner i dag basis for “design” og syntese av nye lovende hemmere. En
detaljert kunnskap om hvordan katalytiske sete er bygd opp og innsikt i hvordan kjente hemmere interagerer
med det aktive setet er viktig for a utvikle nye forbindelser av interesse, spesielt til klinisk terapeutisk bruk.
Man kjenner 3D struktruen til mange viktige enzymer som er mulige “drug targets”, noe som bidrar til gkende

fokus pa strukturbasert “drug design”.
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Molekylzer dokking brukes til teoretisk studie av protein-ligand interaksjoner, og bidrar til en forstaelse
av optimal orientering av liganden pa det aktive setet. *’ Metoden predikerer affinitet mellom enzym og dets
ligand og kan gi et strukturelt innblikk i eksperimentelle bindings konstanter. Typisk er a tilpasse et lite molekyl
best mulig til en stor protein struktur.®® Som tidligere nevnt, de fleste terapeutiske targets er proteiner, og de
fleste ligander er lav molekylaere forbindelser (sma molekyler) med molekylvekt pa 200-600 kDa som
inneholder 1-12 roterende bindinger. Protein-ligand dokking har et spesielt brukspotensial innen medisin og

utvikling av nye legemidler.®

S3 langt er flere enn 60 dokkingprogrammer kjent. ”° Blant disse er Internal Coodinates Mechanics
(ICM)™ programmet "* som kan inkludere strukturell fleksibelt i ligand og enzym under dokkingen. ICM
programmet regnes som et av de beste og mest generell programmene for dokking. "> Eksempeler p& andre

mye brukt programmer for dokking er GOLD, DOCK, GLIDE, AUTODOCK, og FLEXX.”

Kunnskap om at proteiner ikke er rigide strukturer med tvert imot fleksible og kan forandre
konformasjonen og bindingsorientering ved interaksjon med liganden, krever utvikling av nye dokking
programmer som tar i betraktning ikke bare ligand fleksibilitet, men ogsa strukturell fleksibilitet i enzymene.
Per er i dag flere dokkingprogrammer (inkludert ICM) som ogsa kan ta i bruk fleksibilitet i enzymet ved

dokking.®”’

Dokking prosessen foreslar et antall konformasjoner mellom ligand og enzym. Dette antallet er avhengig
av antall fleksible aminosyre sidekjeder som omgir liganden og ligandens strukturelle flexsibilitet. De
foreslatte konfromasjonene ma analyseres. Kunnskap fra kjente 3D struktruer av ligand - enzym kompleskser

og kunnskap fra eksperimentelle studier er verdifull for en slik analyse.

Under dokkingen vil ligander interagerer med forskjellige aminosyrer pa enzymets interaksjonssete.
Ligandene plasseres i en tre-demisjonalt grid av jevnt fordelte felt punkter. De forskellige karakteristiske
egenskapene til liganden er forskjellig i hvert grid punkt, og ligandens posisjon blir forandret til man finner et

set av grid-punkter som gir makimal interaksjon med enzymet.”

Ved mange drug "design” prosjekter blir store databaser (Tabell 2) av forskjellige forbindelser fgrst
undersgkt ved hjelp av dokkingprogrammer for a finne de mest lovende aktive ligandene mot malproteinet
som studeres. De mest lovende forbindelsene fra en slik “screening” prosess vil sa danne grunnlaget for videre
eksperimentelle verifikasjoner. En slik strategi er kjent som “virtual ligand screening” (VS)”* ”® Valg av

forbindelser ved hjelp av VS baserer seg pa at man kjenner 3D struktur av mal molekylet og liganden.

Dokking prosessen involverer vannligvis to uavhengige trinn:
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1. Hvordan liganden er orientert i forhold til reseptor (target)

2. Evaluering (scoring) av ligand orientering

Det er i hovedsak tre kategorier av dokking:
1. rigid body dokking — nar bade ligand og protein antas a veere rigide
2. semifleksibelt dokking — nar bare ligand er fleksibel.
3. full fleksibell dokking — nar bade ligand og protein er fleksible molekyler i dokking prosessen

Proteiner er fleksible molekyler som eksisterer i en rekke konformasjonelle former, med lave energi
barrierer som skiller mellom konformasjonene. Den tredje kategorien er derfor den mest idelle, men er sa
langt ikke standard for de fleste dokkingprogrammer. Siden ligandmolekylene vanligvis er mye mindre enn
proteinene, er det lettere for programmet a handtere ligand flexibilitet enn fleksibilitet i “target” proteinet.

Semi rigid dokking med rigid target og fleksibel ligand er derfor standard rutine ved dokking prosesser.

Forskjellene mellom dokkingprogrammer ligger i algoritmene som beskriver inter og intramolekylaere

interaksjoner, algoritmer brukt for a beskrive ligand strukturer, og tid brukt pr. molekyl.

Scoring funksjonene baserer seg stort sett pa fri energi av binding (Gibbs energi) gitt ved formelen:
AG=AH-TAS

AG —fri energi av binding, A H —enthalpy, A S — entropy og T — temperatur i Kelvin

A G relateres til inhiberingskonstanten ved formelen:

AG=-RTInKi

R er gass konstanten.

Det er mange forskjellige metoder som er tilgjenngelig for a predikere bindings fri energi av sma ligander
basert pa 3D struktur av protein-ligand komplekser, men metodene er veldig forskjellige med hensiyn til

ngyaktighet og hastighet.

Det er viktig a filtrere resultatene etter forskjellige dokking prosedyrer (filtre som for eksempel a gjgre en

visuell vurdering, eller kombinere med databaserte prosedyrer, topologiske egenskaper, kjemiske forskjeller
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for & nevne noen) for a utelukke falske positive svar og dermed selektere virtuelle hits for eksperimentell

testing.
Fire viktigste trinn i alle virtual ligand screenings prosesser er:
1. Forberedelse (2D->3D)

2. Filtrering. Kan benytte pharmacophore modellering eller “Lipinskis rule of five” in en

filtreringsprosess fgr dokking. Prediksjon av ADMET egenskapene til molekylene kan ogsa

benyttes.
3. Dokking
4. Scoring

5. Postfiltering

Det er mange databaser tilgjengelige “screening”, bade elektronisk og fysisk.

Tabell 2. Oversikt over noen databaser tilgjengelig for virtual ligand screening

Database navn Stgrrelse Web adresse
Chem Navigator 24 000 000 http://www.chemnavigator.com/
ChemMine 5800 000 http://www.bioweb.ucr.edu/ChemMineV2/
GhemDB 4100 000 http://www.cdb.ics.uci.edu/CHEMDB/Web/index.htm
PubChem 4 000 000 http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/
MDL 3 500 000 http://www.mdli.com
Zinc 3381581 http://www.blaster.docking.org/zinc/
Enamine 857 000 http://www.enamine.relc.com/
Maybridge 66 000 http://www.maybridge.com
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1.6.2. Fordeler og ulemper ved dokking.

Fordeler ved dokking er at i lag med eksperimentelle studier kan dette gi opptimale resultater i
forskjellige situasjoner. Dokking er ikke dyrt sammenlignet med high-troughput screening (HTS) som er mer
ngyaktig, men mye mer kostnadskrevende. En VS fgr ekperimentell testing gjgr at det er ngdvending a teste
faerre forbindelser eksperimentellt. Man kan ogsa benytte seg av filtre som blant anna predikerer biologisk
tilgjenelighet og toksisitet, og dermed kan man utelukke flere “darlige” forbindelser f@r eksperimentell testing.

| tilfeller hvor HTS er umulig & bruke kan dokking ogsa gi verdifull informasjon.

Problemmer ved dokking er selvsagt ngyaktigheten av strukturne og algoritmene til programmene. Er
strukturen ungyaktig er det ikke mulig a fa informasjon om mulige vannmolekyler pa det aktive setet som kan
ha betydning for aktivitet og ma vaere til stede under dokkingen. Vannmolekylene kan danne
hydrogenbindinger med aminosyrene pa bindings sete og dermed forstyrre dannele av bindinger mellom
liganden og enzymet. Vann molekylene kan ogsa rearrangeres ved bindingssete nar ligand molekylet bindes.
Vannmolekyler kan blant annet mediere binding av liganden eller til og med delta i selve katalyse prosessen.
Vannmolekyer kan vaere er et problem ved dokking og VS generelt, og det kan vaere fordelatkig a kartlegge
vann molekylenes rolle i hvert enkelt tilfelle. Tautomerisme er et annet problem ved dokking. Tautomerisk
form av et molekyl har en annerledes form, funksjonelle grupper, overflate og hydrogen-binding mgnster, som
i sin tur kan fa en avgjgrende efferk pa affinitet mellom ligand og bindings sete. Som nevnt tidligere er protein

target flexibilitet enno ogsa et problemm ved dokking.”
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2. Formalet med studien

TLN og PsE er involvert i mange bakterielle infeksjoner, og hemmere av disse enzymene kan vaere viktige
andre generasjons antibakterielle midler. Den katalytisk mekanismen til TLN er trolig en av mest studerete av
av alle enzym mekanismer, og derfor har TLN tjent som modell for a studere mekanismen til Zn-
metalloproteaser og TLPs. TLPs har mye felles bade i struktur og funksjon, og TLN og PsE kan ogsa veere viktige
modell enzymer for identifise hemmere av andre TLPs. Studier som karlegger inhibitorer av TLN og PsE kan
dermed ogsa bidra til oppdagelse av potensielle andregenerasjons antibiotika og antihypertensive

legemidler.”

Zink holdige peptidaser er bredt distribuert i naturen. Vi har endogene metallopeptidaser i kroppen, som
ved en riktig mengde og funksjon, er involvert i mange nyttige biologiske prosesser. Eksempel pa endogene
metallopeptidaser i kroppen er Matriks Metallo- proteinaser (MMP). Overregulering av disse ble registrert ved
reumatoid artrit og vekst av kreft svulster.”” For & ikke hemme de endogene metallopeptidaser som involvert i
normale biologiske prosesser i kroppen er selektive metalloppetiase hemmere viktig terapeutisk. Skal
hemmere av TLN og PsE utvikles til antibakterielle midler er det viktig at de ikke hemmer humane
metallopeptidaser, slike som MMP-er. Dette vil kunne gi legemidler med feerre bivirkninger. Derfor er det
viktig a teste MMP hemmere mot TLN og PsE for a finne ut hva som skal til for a lage midler som hemmer

TLN/PsE og ikke MMP-er.

De konkrete malene med oppgave var som fglger:

e Det er tidligere blitt utfgrt en teoretisk in silico VS av Maybridge databasen for a finne mulige hemmere av
TLN. I denne oppgaven ble 16 forbindelser fra VS studien valgt ut og testet eksperimentelt som mulige
hemmere av TLN og PsE.

e Forbindelser som tidligere har viste seg & vaere gode hemmere av forskjellige MMP-er’®®" kan ogsa vaere
gode hemmere av TLN og PsE. Dette skyldes de store likhetene i det aktive setet. 50 forbindelser fra
samarbeidspartnere som tidligere har vist seg 8 hemme MMP-er ble derfor testet som mulige hemmere
av TLN og PsE. Formalert med dette var a kartlegge likheter/forskjeller i bindingsetet mellom MMP-er og
TLN og PsE.

e Fraveer eller positivt hemmende effekt av en forbindelse kan forklares ut fra forbindelsens molekylaer
struktur og de molekylaere interaksjoner med det aktive setet. Utvalgete forbindelser ble derfor brukt i
dokking studier mot TLN og PsE.
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3. Materialer og metoder

3.1. Materiale
3.1.1 Forbindelser

50 forbindelser ble tilsendt fra Doktor Christina Campestre (tabell 3, figur 22) ved Universitet
”G.d'Annunzio” i Chieti, Italia og Professor A. Rossello (Tabell 4 og Figur 23) ved Universitet i Pisa, italia.**

Alle forbindelser ble opplgst i 100 % DMSO

16 forbindelser fra VS prosessen (Tabell 5 og Figur 24) av Maybridge database ble kjgpt inn fra
Maybridge, Thermo-Fisher Scientific, United Kingdom. Alle forbindelser ble opplgst i 100 % DMSO

Fluoriscens merket biologisk substrat med sekvens:

Mca-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Ala-Phe-Lys-(Dnp)-OH. Kjgpt fra AnaSpec (34801 Campus Drive, Fremont, USA.
ACE, catalog ID: 929-ZN-10; ACE2, 933-ZN-10; ACE substrate, fluorogenic peptide V, catalog ID: ES005).
Molekyl vekt 1389,6 g/mol. Foretrukket Igsemiddel 100 % DMSO.

Fluoriscens merket syntetisk substrat med sekvens: Abz- Ala- Gly- Leu- Ala- Nba ble innkjgpt fra Bachem
AG (Hauptstrasse 144, 4416 Bubendorf, Switzerland. H-6675, lot: 1009418). Molekyl vekt 583,65 g/mol.
Opplgst i 100 % DMSO

Enzymene PsE(30.0 kDa, EC 3.4.24.26), elastase of Pseudamonas aeruginosa og TLN (34.6 kDa, EC
3.4.24.27) fra den gram positiv bakterien Bacillus thermoproteolyticus ble kjgpt inn fra Calbiochem.

(www.calbiochem.com) Opplgst | buffer 1 (tabell 6)

Galardin ble kjgpt fra Calbiochem® (Merck Chemicals Ltd. Padge Road, Beeston, NG9 2JR Nottingham,
United Kingdom). Foretrukket Igsemiddel 100 % DMSO. Molekyl formel C,o Hys N, O4, molekyl masse pa 388.47

g/mol.
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Figur 22. Stukturene til forbindelser fra samarbeidspartnere i Italia. Forbindelser fra Dr. Christina Campestre.
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Tabell 3. Forbindelser fra Dr. Christina Campestre.

Stokk

Compound ZBG MW Kons.

mM

ELlES PO;H, 31228 6,2764
FF23 A COOH 276.31 8,1068
FF333 CONHOH 275.33 6,6829
MTiGO POsH, 280.28 8,4202
MT6137 PO;H, 346.73 54221
MT7155 PO3H, 326.31 5,516
V|v|819 POsH, 346.73 9,5752
vongz PO3H, 31831 6,1572
MTlfsz POsH, 358.31 8,9308
Mleloo PO;H, 336.31 5,1143
VDlL229 PO3H, 326.31 6,8676
V;SZS POsH, 340.34 6,3466
MTlf76 PO3H, 368.39 8,1435
M1T535 PO3H, 432.44 6,0124
MT11679 PO;H, 340.34 5,8765
PP11770 CONHOH 350.41 7,9906
PP11873 CONHOH 350.41 9,8171
BFlls:M CONHOH 202.21 13,2535
BF22043 CONHOR 230.24 11,4663
BF22149 CONHOH 244.25 13,2651
BF22252 CONHOH 320.34 7,1174

Stokk
Compound ZBG MW Kons.
mM
BF22355 CONHOH 246.24 8,9344
B|:22468 CONHOH 292.31 9,9894
BF22582 CONHOH 319.35 6,2627
BF22698 CONHOR 350.44 5,4788
BI2=Z7 CONHOR 256.30 8,1158
Biis CONHOH 272.30 8,8138
Biis CONHOH 27033 9,174
Bigo CONHOH 257.29 9,4835
Biés CONHOH 298.29 7,5095
534207 NO, 201.20 13,3201
BF34313 NO, 27730 9,9531
834421 NO, 215.23 13,0093
5|\/?|":35 PO3H, 496.60 4,994
svv?s?m PO5H, 526.63 5,089
Sl\;2733 POsH, 502.99 4,5329
Sl\/?l’sz‘;ZS PO;H, 486.54 5,5905
swsla?zs POsH; 482.57 6,4654
sn;§19 POsH, 512.60 3,5895
5,;:33 PO5H, 482,57 6,4654
51\2334 POsH, 471.35 4,7523
svleasa POsH, 498.57 4,573
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Tabell 4. Forbindelser fra Armando Rossello.

Stokk
Compound ZBG MW Kons.
mM
EN 73 CONHOH 406,50 3,346
F 09 CONHOH 320,36 6,493
CC30 CONHOH 410,48 2,826
ML 25 CONHOH 373,24 2,358
EN 204 CONHOH 404,52 3,000
FC 107 CONHOH 338,34 5,911
SM 26 CONHOH - 2,705
SM 27 CONHOH - 3,791
Tabell 5. Forbindelser fra Maybridge databasen.
Nr Maybridge kode Vekt (mg) | Vekt (g) MW (g/mol) Cons. (M) Mengde Stok
DMSO 100 % losning
(mL) cons.
mM
1 BTB00534SC 4,2 0,0042 353,2 1,1891-10” 1,19 10
2 BTB05964SC 3,6 0,0036 330,0 1,091-10” 1,10 10
3 RJFO0433SC 5,0 0,005 454,64622 1,10-10"5 1,10 10
4 KMO07174SC 3,5 0,0035 333,17662 1,051-10'5 1,05 10
5 S04248SC 3,0 0,003 276,73726 1,084-10'5 1,08 10
6 =4 - - - - - 10
7 HTS01508SC 4,0 0,004 361,418 1,1O7~10’5 1,11 10
8 SEW06251SC 3,0 0,003 285,249766 1,052:10° 1,05 10
9 SPB06467SC 4,0 0,004 350,124229 1,143~10’5 1,14 10
10 CD11061SC 3,2 0,0032 296,15584 1,081-10'5 1,08 10
11 BTB11546SC 4,1 0,0041 371,83806 1,103-10'5 1,10 10
12 CD02664SC 4,0 0,004 354,167703 1,129-10'5 1,13 10
13 RJC03838SC 2,5 0,0025 214,26396 1,167-10'5 1,17 10
14 CD03825SC 3,4 0,0034 262,09536 1,297-10° 1,30 10
15 $11543SC 3,0 0,003 272,69066 1,10-10 1,10 10
16 KM02957SC 4,3 0,0043 368,810163 1,166-10" 1,17 10
17 SPB03250SC 2,5 0,0025 237,64242 1,052:10° 1,05 10

51



Cl Br

o
cl o /<j N N
C/©)\H HN\”/ / : :

o

O
CIHO NH,

BTB00534 (1) RJF00433 (3) KMO07174 (4)

o o ¢

BTB05964 (2) 504248 (5) HTS01508 (7)
o
1 0 cl @ O\(
N \ HN—y
(©] | cl © - \E\Q
" ° 2N
F F
SEW06251 (8) SPB06467 (9) CD11061 (10)

Cl
[e] O/
C :
N N__®
/ X o
cr \ H
o / ) al
HO' —N F

BTB11546 (11) CD02664 (12) RJC03838 (13)
cl o
A
OH
o = N
)J\ "
cl (E)/N\N NH, o
H
cl

CD03825 (14) 511543 (15) KMO02957 (16)

(o) /N\0
) .
Cl (0]
SPB03250 (17)

Figur 24. Molekylzer struktur til forbindelser i tabell 5.

52



3.1.2 Buffersammensetning

Buffer 1: Oppsett fra samarbeidspartnerer i Italia (se i Tabell 6). Buffer inneholder ikke DMSO og ble

brukt for a lage fortynninger av substrater og enzymer.

Buffer 2: Buffer med 10 % DMSO. Formalet med buffer 2 er a gjgre konsentrasjonen av DMSO jevn i alle

forsgkene uavhengig avkonsentrasjonen av hemmer. Dermed ellimineres DMSO som en feilkilde i forsgkene.
Bade hemmer og substrat i forsgkene ble Igst opp i 100 % DMSO. Ved tillaging av fortynningsrekke med
hemmerforbindelser reduseres mengde DMSO til lengre ut i i fortynningsrekka man kommer. Ved a bruke

buffer 2 ved tillaging av fortynningsrekka sa blir DMSO mengden lik i alle Ependorf rgr i fortynningsrekka.

Tabell 6. Forbindelser (med konsentrasjon) brukt til 4 lage buffer 1,2,3 og 4 som ble brukt i forsgkene.

Substanser

Buffer 1 per

Buffer 2 per

Buffer 3 per

Buffer 4 per

100 ml 100 ml 10 ml 10 ml

pH 7,27 pH 7,35 pH ngytral pH 7,30
1M Hepes pH 7,5 (ml) 10,000 10,000 1,000 1,000
1M CaCl, (ml) 1,000 1,000 0 0,100
30 % Brij 35 (ul) 17,000 17,000 0 1,70
100 % DMSO (ml) 0 10,000 0 0,220
Destillert vann (ml) 88,983 78,983 9,000 8,68

Buffer 3: Brukt i forsgket hvor konsentrasjon av Galardin ble bestemt ved hjelp av spektrofotometer.

Bufferen bestar av 1 ml Hepes 1 M + 9 ml destillert vann.

Buffer 4: Ble brukt i forsgket hvor bindingskarakter av hemmere ble bestemt.
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3.1.3 Enzym assay

Enzymene ble fgrst Igst i buffer (0.1 M Hepes pH 7.5,10 med mer CaCl,,0.005% Brij 35, 150 mM NacCl).

Dette gav PsE enzym med konsentrasjon pa 3 uM og TLN enzym med konsentrasjon 1269 nM.

Bade PsE og TMN ble videre fortynnet med buffer 1 (se tabell 6) inntill ngdvendige arbeidskonsentrasjoner for

enzymene ble oppnadd:
- av PsE pa 6.90 nM og av TMN pa 4.38 nM

- ved a bruke 5 ul av disse i brgnn pa plate/kyvette (total volumet av assay 100 pl) gav dette en

konsentrasjon av PsE pa 0.35 nM. Konsentrasjon av TNM i brgnn pa plate/kyvette ble 0.22 nM.

Enzymkonsentrasjonen holdes konstant, mens konsentrasjonen av hemmer var forskjellig i

eksperimentene.

Eksperimentene med Galardin: Konsentrasjon av TLN i hver brgnn pa pa svart Costar plate med klar bunn
var 0.22 nM, mens konsentrasjon av PsE var 0.26 nM.

3.14 Substat assay

Naturlige substrater til PSE og TLN er komplekse og store molekyler. Det er vanskelig 3 predikere
klgyvingseter og hvilke proteiner som kan vaere substrat til peptidaser. De fleste databaser som omhandler

substratspesifiset ma derfor baseres pa eksperimentell informasjon om substrat spesifisitet.

Substratene brukt i oppgaven er syntetiske og relativt sma molekyler sammenlignet med de naturlige

substratene til disse to enzymene.
A. Bradykinin lignende substrat (BSL).

BSL er et gult pulver ferdig fordelt i plomberte mgrke glassbeholdere i mengder pa 0,5 mg. Ved a tilsette
400 pl 100 % DMSO blir konsentrasjonen av substrat i stokklgsning 900 uM. Mca fluorescence er quenched av

Dnp gruppe inntil enzym klgyving separer. Det er forelgpig ukjent hvor TLN og PsE klgyver substratet.

Dette substratet har eksitasjon ved 328 nm og emisjon ved 393 nm. Eksitasjon/Emisjons spekta pa

henholdsvis 320-340 og 400-420 ble brukt. Dette substratet har sa langt vi vet ikke tidligere blitt brukt til
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studier av Psk og TLN, men har veert brukt til studier av hemmere og enzym kinetikk studier av andre zinc-

metalloproteaser.

Struktur til Bradykinin lignende subbstrat er:

Arg — Pro — Pro — Gly — Phe — Ser — Pro — Phe — Arg.

10 pl av substrat stokklgsning ble tilsatt 440 ul av buffer 1 (se tabell 6), noe som gav en
arbeidskonsentrasjon pa cirka 20 uM. Ved a bruke 20 ul fortynning med konsentrasjon pa 20 uM (volum av
essayet per brgnn pa plateleser er 100 pl) ble konsentrasjonen av substratet 4 uM i hver brgnn (konsentrasjon

som ligger under Km verdi for begge enzymer).

B. Substrat AGLA

AGLA er et kjent substrat for MMP og TLN. Substratet er satt sammen av fglgende grupper:

Abz — Ala — Gly — Leu — Ala — Nba, og klgyves mellom Gly og Leu

Substart er hvite krystaller som lar seg Igse i 100 % DMSO. Det er et syntetisk fluorescerende protease
substrat. Abz er quenched med Nba. Fgr gruppene separeres ble det avgitt bare et svakt fluorescerende signal,
men etter klgyving separeres gruppene fra hverandre, og fluorescerende gruppe Abz kan ikke overfgre energi
til Nba (quenching akseptor gruppe). Derfor kan hgy fluorescens signal som opptrer etter substrat klgyving

relateres til enzymaktivitet.

Eksitasjon for dette substratet er 330/10 nm mens misjon er 460/10 nm.

Ved 3 bruke buffer 1 (se tabell 6) ble stokklgsning pa 2 mM laget. 20 pl av stokklgsning ble overfgrt til
hver brgnn pa plate/kyvette (total volumet av assay 100 pl), noe som gav en substratkonsentrasjon i assayet

pa 75 uM. Denne konsentrasjonen ligger under substratets K, verdi for begge enzymene.
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3.15 DMSO

Bade hemmere og substrat ble Igst opp i Dimethyl sulfoxide (DMSQO). DMSO er en gjennomsiktig veeske
og blir mye brukt ved kjemisk syntese, biokjemiske studier og i cellebiologi.?? DMSO Igser opp bade polare og
ikke polare forbindelser og kan blandes med vann. Lgsemiddelet har kokepunkt pa 189 °C og frysepunkt pa
18,5 °C. DMSO kan lett trenge gjennom huden og andre biologiske membraner uten a gdelegge, og kan derfor
vaere baerer for andre forbindelser inn i biologiske systemer.® Dermed ma man vare veldig forsiktig nar man
jobber med stoffer som er opplgst i DMSO, spesiet giftige stoffer. DMSO har lav toksisitet® og brukes ogsa
som kryobeskytter og tilsettes cellekulturer for & forebygge cellepdelegelser under frysing.® Valg av hansker
nar man jobber med DMSO er veldig viktig. Nitril hansker beskytter ikke mot DMSO.%, siden de Igser seg opp i
DMSO.

For & fa DMSO konsentrasjon under kontroll under forsgkene ble buffer 2 laget (se tabell 6). Det ble
beregnet at fortynnet substrat inneholder 2,2 % DMSO som gir DMSO konsentrasjon i hver enkelt brgnn pa
0,44 % (det er 20 ul substrat i totall 100 pl assay i brgnn).

Hver enkelt hemmer substans i fortynnings rekke inneholder 10 % DMSO (pa grunn av fortynnings rekke
ble laget med buffer 2 som inneholder 10 % DMSO). Det gir DMSO konsentrasjonen i hver enkelt brgnn pd 1 %

(det er 10 ul hemmer i totall 100 ul assay i brgnn).

Mengde DMSO i assay brukt under forsgkene er summen av DMSO fra substrat (0.44 %) og fra hemmer
(1.00 %). Til sammen blir dette 1.44 % DMSO i hver brgnn pa plate. Dette er en konsentrasjon som er vel
tolerert av enzymene. TLN tolererer konsentrasjoner av DMSO opp til 10 % v/v.®” O. Adekoya i sine tidligere
eksperimenter (ikke publisert) har eksperimentert med effekt av DMSO pa PsE og kommet til at konsentrasjon
av DMSO over 10 % pavirker PsE aktivitet og muligens skader enzymet. Det var allikevel hensynmessig a
bruke samme konsentrasjon av DMSO i alle Igsninger i fortynningsrekka (buffer 2 med 10 % DMSO) for a

utelukke DMSO som feilkilde.

Essay sammensetning, samt DMSO konsentrasjon ble ngyaktig det samme for TNM og PsE i alle forsgk

det gjelder bestemmelse av ICsq verdi.
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3.2. Apparater, maskinvarer, metoder som ble brukt

3.2.1. Fluorimeter Perkin EImer Luminiscence spectrometer LS 50 B

Fluorimeter Perkin ElImer Luminiscence Spectrometer LS 50 B, ble brukt til & bestemme K,, verdier for
begge substarater mot begge enzymer. Dette var gunnstig for a velge riktig konsentrasjon av enzym og

substrat for videre eksperimenter.

Apparatet er veldig fglsomt men har en ulempen med at det er en veldig tidkrevende og kostbar metode
for a teste forbindelser. Emisjon og Exitasjon ble innstilt avhengig av bglgelengder til substratet. Respons ble
innstilt pa 1.50, tid 60 sek. Det ble gjort tre paralleller for hver konsentrasjon av substratet for & bestemme K,

verdier.
Apparatet ble ogsa brukt til 3 undersgke hemmings kinetikk til de mest interessante hemmerne.

Det er problematisk a fa innstilt og oppretholde ngdvendige temperaturer under forsgkene, bade for
substansene og for selve kyvetten (bruk av vannbad). Videre er selve pipeteringen en tidskrevende prosess, og
ved vask og handtering av kyvetter kan ogsa vaere problematisk. Men apparatet er regnet som mer ngyaktig

enn plateleser pa grunn av mer sensitiv photomultiplier tube.

3.2.2. Spectra MAX Gemini EM fluorometer

Hovedparten av de praktiske forsgkene ble utfgrt ved hjelp av fluorometer Spectra MAX Gemini EM

plateleser.

Spectra MAX Gemini EM fluorometer er en fluorescensplateleser. Prgvene settes pa mikroplate (96
brgnner) ved hjelp av multipipette. Det gjgr det mulig a teste alle konsentrasjonene av hemmerne samtidig i
flere paralleller. Det er mulig & innstille gnsket temperatur slik at det er mulig bade a preinkubere forbindelser
og a gjgre forsgk under strengt kontrollerte betingelser ved gnsket temperaturer. Dette gjgr at et stgrre antall
forbindelser kan undersgkes uten stort forbruk av tid og gkonomiske resurser. Man trenger ikke vaske platene

og dermed unngar man ogsa faren for kontaminasjon.
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Ulempen med apparatet er at det antas at fotomulti player er litt mindre fglsomt/ngyaktig enn
Fluorimeter Perkin Elmer Luminiscence spectrometer LS 50 B. Men samtidig viste kontrollforsgkene med
Galardin mot TLN og PsE at vare malinger var i samsvar med resultater fra litteraturen. Var Igsning ble fgrst a
bruke Spectra MAX for a identifisere de mest interessante forbindelsene, og sa teste naermere de mest

interessante ved hjelp av Fluorimeter Perkin Elmer Luminiscence spectrometer LS 50 B.

Innstilinger til Spectra MAX Gemini, og bruk av costar svart plate med klar bunn ble valgt basert pa intielle
forspk og forarbeid. Det er flere typer av plate som kan velges og det er flere mater a avlese verdiene pa.
Under initielle forsgk ble flere innstillinger og to typer plater brukt, med avlesning fra topp og bunn fgr vi kom

fram til de de innstillinger som ble brukt. Bglgelengde var oppgitt.

Det ble bestemt at prgvene skulle innkuberes i 15 min ved 37 °C og at forsgkene skal kjgres i 30 min ved
37 grader Cels aktuelle brgnnene velges manuelt ius. Valg av riktige konsentrasjoner av enzymet (0.22 nM i
brgnn pa plate for TLN og 0.35 nM for PsE) og substrat (4 uM i brgnn) gjgr det mulig a fa fine og linezere grafer
utover 30 min. Preinnkubering har ikke negativ effekt pd enzymaktivitet. Temperaturen pa 37 grader hadde
ingen negativ effekt pd enzymets aktivitet og ble dermed valgt siden det er tilnaermet fysiologisk

kroppstemperatur.

Det viste seg a vare viktig a lage nye fortynninger av enzym og substrat til en dags forsgk (hver dag ny
fortynninger), og ikke oppbevare fortynningen i kjgleskapet til dagen etter siden aktiviteten til enzymet og
substrat gar ned med tiden etter tilberedning. Buffrer bgr ogsa lages med 1-2 ukers mellomrom. pH i buffrer

ble kontrollert ved hver ny tillagging pH,, = 7.3.

Spectra MAX ble innstilt pa: basic kinetic protocol, fluorescence, bottom read, eksitasjon pa 328 nm,
emmisjon pa 393 nm, none auto cutoff, normal sensitivitet, 30 minut “run time” (ikke tatt hensyn til
preinkubering), automiks f@r fgrste avlesning, auto read-off, temperatur 37 °C. Svart Costar plater 96 brgnn

med klar bunn ble brukt, og de aktuelle brgnnene ble valgt manuelt.

Preinkubering av plater foregar i selve apparatet ved 37 °C 15-30 min (avhengig av forsgk). Etter
preinkubering tas platen ut = substrat settes pa og plate sendes tilbake inn for avlesning i 30 min ved

temperaturen pa 37 °C. Enkelte forbindelse ble avlest i Igpet av en time for @ se om tiden pavirket resultatene.

Det ble brukt svart Costar 96 brgnn plater med klar bunn og fluorescensen ble avlest fra bunn.
Innstillingene som ble valgt var basert pa et stort forarbeid hvor blant anna svart Costar 96 brgnn plate med
svart bunn og fluorescensen ble avlest fra topp. Kvaliteten pa grafene og avleste verdier ble avgjgrende ved

valg av type plate og apparat innstillinger.
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3.2.3. Sigmaplot og Enzym Kinetikk dataverktgy

Sigmaplot og Enzymkinetikk programmer ble brukt for & handtere radata, beregninger og plotting av
grafer.

Programmet bruker (ligning 23) for & beregne plCs. Videre ble ICso verdi beregnet fra (ligning 25).

Vi/Vo=Vi/Vomax / (1+ 10 ~ (pICso - p[l]) (23)

plCso=-log I1Cs (24)

ICs0=10  (-plCsp) (25)
3.2.4. ICM

ICM dokking programmet ble brukt for a se hvordan forbindelser av interesse kunne binde til TLN og PsE.
2D strukturer av forbindelser ble fgrst konvertet til 3D format ved hjelp av ICM programmet.

Rentgenkrystallstrukturer av TLN (PDB kode: 1PE7) og PsE (PDB kode: 1U4G) ble lastet ned fra Brookhaven
Protein Data Bank (PDB).?® Disse strukturene er krystallisert med zinc bindende inhibitorer pa det aktive setet.
Enzymstrukturene ble konvertert til ICM objekter og inhibitorene som var bundet til zinc og krystallvann ble
fiernet. Zn-ionet ble markert og nabo aminosyrer kalibrert, og en bindingslomme i et omrade pa 5A rundt Zn
ble definert slik at mulige aminosyrer for binding av forbindelsene ble inkludert i bindingsetet Ligandene ble sa
dokket inn i enzymene ved hjelp av “batch diokking” modulen i ICM. Denne metoden innebzerer at alle
forbindelser ble dokked samtidig mot et enzym av gangen. Alternativt kunne man brukt regulaer dokking hvor
man dokker og analyserer en forbindelse av gangen. Samme ICM oppsett ble brukt bade for TLN og PsE.
Dokkingene ble utfgrt med rigid target (enzym) og fleksible inhibitorer. Konformasjoner hvor inhibitoerne
interagerte med zinc ble videre analysert. Mulige interaksjoner (inkludert hydrogen bindinger) med

aminosyrer pa det aktive setet (spesielt HEEXXH fragmentet) ble kartlagt, og dokking energi ble bergnet.
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3.3.

Utfaring av praktiske forsgk

3.3.1. Enzymkinetikk. Km bestemmelse.
» AGLA substrat TLN og PsE.

Fluorimeter Perkin Elmer Luminiscence Spectrometer LS 50 B, ble brukt til & bestemme K., verdier.
Rom temperatur. Eksitasjon 330/10 nm, emisjon 460/10 nm. Assay i hver kyvette: 65 pl buffer 1
(se tabell 6), 20 ul substrat, 10 pl buffer 2 (se tabell 6), 5 pl enzym. Arbeidskonsentrasjoner: TLN -
43.76 nM (gir 2.24 nM i kyvette), PsE - 100.00 nM (gir 5 nM i kyvette), AGLA stokklgsning pa 2 mM
ga konsentrasjoner i kyvette pa 400, 200, 100, 80, 60, 50, 40,30 uM. Fortynninger av enzymer og
substrat ble utfgrt med buffer 1. pH i forspk var 7.3. Rekkefglge for blanding: Buffer 1->buffer

2->enzym->substrat.

> BLS substrat TLN og PsE

Fluorimeter Perkin Elmer Luminiscence Spectrometer LS 50 B, ble brukt for & bestemme K,
verdier. Rom temperatur. Eksitasjon 328/10 nm, emisjon 393/10 nm. Assay i hver kyvette: 65 pl
buffer 1 (se tabell 6), 20 pl substrat, 10 pl buffer 2 (se tabell 6), 5 ul enzym.
Arbeidskonsentrasjoner: TLN - 43.76 nM (gir 2.08 nM i kyvette), PsE e- 100.00 nM (gir 5 nM i
kyvette), BLS stokklgsning pa 20 uM ga konsentrasjoner i kyvette pa 10, 7.14, 4.76, 3.81, 2.86,
1.91, 0.95 uM. Fortynninger av enzymer og substrat ble utfgrt med buffer 1. pH i forsgket var 7.3.
Rekkefglge for blanding: Buffer 1->buffer 2->enzym->substrat.

3.3.2. Eksperimenter med bindingsassay og plateleser
> BLS substrat TLN og PsE

Spektra MAX Gemini EM plateleser og svart costar 96 brgnn plater med klar bunn ble brukt.
Eksitasjon 328/10 nM, emisjon er 393/10 nM. Preinkubering 15 min ved 37 °C. Avlesing av
reaksjonshastighet i 30 min ved 37 °C etter substrat pasetting. Arbeidskonsentrasjoner: TLN -
4.376 nM (gir i brgnn 0.21 nM), PsE - 6.67 nM (gir i brgnn 0.33 nM), BSL - 20 uM (gir i brgnn 4
UM). Fortynninger av enzym og substrat utfgrt med buffer 1 (se tabell 6). Hemmer forbindelser
(tabell 3,4 og 5) fortynnet med faktor 10 med buffer 2 (se tabell 6). Buffer 2 brukt som kontroll.

Hjelpeplater og multipipetter ble brukt for pasetting av stoffer. Assay i hver kyvette: 65 pl buffer 1
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(se tabell 6), 20 pl substrat, 10 pl hemmer/buffer 2 (se tabell 6), 5 pul enzym. Rekkefolge for
blanding: Bufferl->buffer 2->enzym->preinkubering—>substrat. pH i forsgkene er 7.3.
» AGLA substrat TLN og PsE

e Spektra MAX Gemini EM plateleser og svart costar 96 brgnn plater med klar bunn ble brukt.
Eksitasjon 330/10 nM, emisjon 460/10 nM. Preinkubering 15 min ved 37 °C. Avlesing av
reaksjonshastighet (Vo og Vi) i 30 min ved 37 °C etter substrat pasetting. Arbeidskonsentrasjoner:
TLN - 4.376 nM (gir i brgnn 0.21 nM), PsE - 6.67 nM (gir i brgnn 0.33 nM), AGLA - 75 uM (gir i
brgnn 15 puM). Fortynninger av enzym og substrat utfgrt med buffer 1 (se tabell 6). Hemmer
forbindelser (tabell 3,4 og 5) ble fortynnet med faktor 10 med buffer 2 (se tabell 6). Buffer 2 brukt
som kontroll. Hjelpeplater og multipipetter ble brukt for pasetting av stoffer. Assay i hver kyvette:
65 ul buffer 1 (se tabell 6), 20 ul substrat, 10 ul hemmer/buffer 2 (se tabell 6), 5 ul enzym.
Rekkefolge for blanding: Buffer1->buffer 2->enzym->preinkubering—>substrat. pH i forsgkene var
7.3.

3.3.3. Bestemmelse av reel konsentrasjon av Galardin.

1 mg Galardin (GM-6001) ble opplgst i 1 ml 100 % DMSO. Opplgsning ble fordelt i Ependorf rgr pa 20 pl

hver og rgrene ble frosset ned ved -20 °C.

| litteraturen oppgis det at Galardin har en Ki verdi pa 20 nM for TLN og PsE *.

1mg/ml Igsning av Galardin i 100 % DMSO gir en konsentrasjon av Galardin p& 2.57 mM.*

1mg/1iml = 1ug/1ul = 2,57 mM
2,6 mM = 2600 uM — konsentrasjon i frosne rgr.

Galardin molekylet inneholder en Tryptophan del i strukturen. | fglge Grobelny et al., 1992, er

absorpsjonmaksimum for Tryptophan ved 278.00 nm p& 5.579.%
€xgnm " = 5.579

Konsentrasjon av Galardin i frosne Ependorf rgr ble dermed bestemt ved 278.00 nm.
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Siden en molare absorptivit pa 5.579 er alt for stor til detektering ved hjelp av Perken Elmer Lambda 16 UV/VIS

Spektrofotometer ble det laget en 0.1 mM fortynning av Galardin fra de frosne rgrene. Forventet absorpsjon

na blir 0,5579.

€ ysom ™ =0.5579

Det ble beregnet en mengde pa 494 pul buffer 3 (se tabell 6) for a fortynne 20 pl Galardin til en

konsentrasjon pa 0.1 mM av Galardin i Igsning. Absorbansen i Igsning ble malt til 0.52575 ved hjelp av Perkin

Elmer spektrofotometer, og en reell Galardin konsentrasjon pa 2.42 mM i frosne Ependorf rgr ble beregnet.

3.3.4. Kontrollforsgk med Galardin.

Tabell 7. Fortynnings rekke for galardin for bade thermolysin og pseudolysin

Fortynning i ependorf Konsentrasjon i Fortynning i brgnn Konsentrasjon i brgnn
rgr ependorfrgr

10™ 260 uM 10° 26 uM

10° 26 uM 10° 2,6 UM

10°® 2,6 UM 107 0,26 pM

107 0,26 UM 10 26 nM

10°® 26 nM 10° 2,6 nM

10° 2,6 nM 107 0,26 nM

Assay i brgnner er 100 pl i volum og bestar av: 5 pl PSE/TLN + 20 pl substrat + 10 pl Galardin + 65 pl buffer 1
(buffer uten DMSO, se i tabell 6). Pasatt med multipipetter, pre innkubert i 15 min ved 37 grader Celsius. Kjgrt

i 30 min ved 37 grader. pHvar 7,3
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3.3.5. Hemningsmekanismer
» AGLA substrat TLN og PsE.

4. Fluorimeter Perkin Elmer Luminiscence Spectrometer LS 50 B, ble brukt for a bestemme
hemmingsmekanismer. Rom temperatur. Eksitasjon 330/10 nm, emisjon 460/10 nm. Assay 100 ul i hver
kyvette:buffer 1 (se tabell 6), substrat + buffer 4 (se tabell 6), 10 pl buffer 2/hemmer (se tabell 6), 5 pl
enzym. Buffer 2 ble brukt i stedet for hemmer for a lage standard kurve. Arbeidskonsentrasjoner: TLN -
43.76 nM (gir 2.24 nM i kyvette), PsE - 100.00 nM (gir 5 nM i kyvette), AGLA stokklgsning pa 2 mM ga
konsentrasjoner i kyvette pa 200, 150, 100, 75, 50, 41.5,33.3, 25 og 20 uM. Hemmer konsentrasjoner som
ble brukt under er gitt i figur tekstene til hver forbindelse. Rekkefglge for blanding: Buffer 1->buffer
2->enzym->substrat.

> BLS substrat TLN og PsE

e Fluorimeter Perkin ElImer Luminiscence Spectrometer LS 50 B, ble brukt for a8 bestemme
hemmingsmekanismer. Rom temperatur. Eksitasjon 328/10 nm, emisjon 393/10 nm. Assay 100 pul i hver
kyvette:buffer 1 (se tabell 6), substrat + buffer 4 (se tabell 6), 10 pl buffer 2/hemmer (se tabell 6), 5 ul
enzym. Buffer 2 brukt ble brukt i stedet for hemmer til & lage standard kurver. Arbeidskonsentrasjoner:
TLN - 43.76 nM (gir 2.24 nM i kyvette), PsE - 100.00 nM (gir 5 nM i kyvette), BSL i stokklgsning pa 20 uM ga
konsentrasjoner i kyvette pa 10, 6.67, 5, 4,3.33, 2.86, 2.5 og 2.0 uM. Hemmer konsentrasjoner som ble
brukt under forsgkene er gitt i figur teksten til hver aktuell forbindelse. Rekkefglge for blanding: Buffer
1->buffer 2->enzym->substrat.
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4. Resultater og diskusjon:

TLN og PsE er sykdomfremkallende virulens faktorer produsert av en rekke patogene
mikroorganismer. @kende bakteriell resistens mot antibiotika er et velkjent problem under behandling
av bakterielle infeksjoner. Kunnskap om hvordan TLN og PsE kan hemmes kan vaere nyttig i “design”
og utvikling av neste generasjon av antibakterielle legemidler. Kroppsegne TLPs er blant anna involvert
i regulering av blodtrykk (neprilysin, Angoitensin coverting enzym). Strukturelle og funksjonelle
likhetstrekk mellom TLN og Angeotensin Converting Enzime (ACE-1) indikerer at TLN ogsa kan brukes
ble som modell system til 8 "designe” nye molekyler med mulig blodtrykksregulerende effekter. Dette

har blant anna rsultert i ACE-hemmere til behandling av hgyt blodtrykk.

Mange sma organiske molekyller er funnet 8 hemme TLN. Det er foreslatt at stgrste antall av TLN
hemmere inneholder strukturelle felles fragmenter som koordinerer til det katalytisk Zn-ion.

90-92

Oksygenatomer i disse fragmentene er viktige for @ danne bindinger med Zn-ion. Molekylene som

93-96 |46,

hemmer TLN er ofte derivater av fosfater>°, sulfater ** eller de inneholder en hydroksamat syrede

2 Geometrien i Zn-koordinering er avgjgrende for stabiliteten til enzym-hemmer komplekset.

| dette studiet har vi testet en reke forbindelser mot enzymene TLN og PsE, som tidligere har blitt
vist @ veere gode hemmere av MMP-er. Det er klare strukturelle fellestrekk mellom MMP- er og TLN og
PsE, og hypotesen var at de ogsa var gode hemmere av M4 proteasene TLN og PsE. Resultatene viste
imidltid at at de fleste ikke inhiberte TLN og PsE i det hele tatt, mens andre gav en hviss hemming.
Forbindelse FF33 (inneholder hydroksamat som Zn-bindende gruppe) har lavest ICso verdi mot begge
enzymene for begge substratene (tabell 8). Dette indikerer at forbindelsen er en uspesifikk svak

hemmer av TLN og PsE.

Forbindelse SM 434 (inneholder en fosfat gruppe som Zn-bindende gruppe) viste seg a vaere en
hemmer av Psg, men ikke av TLN (tabell 8). Dokking tyder pa at forbindelsen ikke binder direkte til
det katalytiske Zn, men er likevel en kompetitiv PsE hemmer (Figur 53). Strukturen til SM 434 kan vare

en hint for videre utvikling av selektive PSE hemmere.

Det at hemmere av MMP-er (testet i oppgaven) viste ingen eller liten hemming av TLN og PsE
tyder pa at det ogsa er betydelige forskjeller i bindingslommene pa det katalytiske setet, noe som kan

brukes til utvikling av spesifikke TLN og PsE hemmere som ikke har, eller har minimal effekt pa MMP.
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4.1. Enzymkinetikk

Forst ble Km for substratene bestemt ved eksperementelle forsgk (figur 25).

Michaelis-Menten
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o
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Figur 25. Michaelis-Menten kurve for PsE ved bruk av AGLA substrat er vist som eksempel. Kurven gir mulighet til 3 beregne

Km verdi for AGLA substrat mot PsE.

Ved hjelp av Michaelis-Menten kurver og Enzym kinetikk programm ble Km verdier beregnet:
5. TLN og BLS Km pd 17.7 +/- 4.3 uM
6. PsEogBLS Kmpa7.4+/-1.3 M,
7. TLN og AGLA Km malt til 67.7 +/- 10.5 uM,

8. PsE og AGLA Km malt til 124.8 +/-22.9 uM.
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4.2. Galardin

For a bekrefte at Spectra MAX fungerte som den skulle, og for a kartlegge hvor fglsom den er i forhold til
Elmer fluorometeret ble TLN og PsE testet mot Galardin som er en kjent hemmer med Ki pa rundt 20 nM for
begge enzymer. * Dermed var det ikke behov 3 lage standard kurve. Ved hjelp av Perkin Elmer Lambda 16
UV/ViS spektrofotometer ble en reelle Galardin konsentrasjon pa 2.42 mM i frosne Ependorf rgr beregnet.
Resultatene viste forventet ICsq verdi pa 12.2 nM for TLN og 24.3 nM for PsE ved bruk av BLS. Fra ICsq ble K;
verdi beregnet pa 9.95 nM for TLN og K;pa 15.80 nM for PsE ved hjelp av ligning 15.

Galardin_TLN
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4 5 6 7 8 9 10
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Figur 26. Figuren viser sigmoid dose-respons kurve for Galardin mot TLN ved bruk av BLS. Konsentrasjonene for Galardin er gittt i tabell
7.

66



RFU

1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 18

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Time (secs)
Vmax Points = 258
Well © A1 © Bl aclL © DL ® El w FL 4 Gl
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Figur 27. Figuren gir eksempel pa hvordan tidskurve for Galardin og PsE ser ut ved bruk av BLS.
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Figur 28. Figuren viser sigmoid dose-respons kurve for Galardin mot PsE ved bruk av BLS. Konsentrasjonene for Galardin er gitt i tabell

7.
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4.3. I1Csqverdier

ICsq verdi beskriver bindingsaffinitet mellom hemmer og enzym. Enheten benevnes i molare
konsentrasjoner, og desto mindre konsentrasjonen er desto sterkere er bindingen. Den indikerer hvor mange
partikler av et hemmer man trenger in vitro for 8 hemme en enzymaktivitet med 50 %. Med andre ord forteller
oss hvor potent en hemmer er mot et enzym. Til feerre molekyler (lavere konsentrasjon) vi trenger for a
redusere enzymaktivitet med 50 % desto sterkere er hemmingen. Figurene 24 -30 viser eksempler pa dose-
respons kurver som viser bindingsaffiniteten mellom enzymene og hemmerne. ICsyverdi er oppsumert i tabell

8.

Ingen av forbindelser viste seg a vare gode hemmerer mot enzymene TLN og PsE.

BF 421
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Figur 29. Figur viser sigmoid dose-respons kurve for forbindelse BF421. Enzym: TLN. Substrat: BLS. Hemmer konsentrasjoner ligger i
region 1.30 nM — 130 uM. Grafen flater ut etter reduksjon i enzymaktivitet pa cirka 30 % ved hemmer konsentrasjon rundt 10 -13 uM.

Videre gkning i hemmer konsentrasjon gir ikke gkt hemmning av enzymet.
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SM335
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Figur 30. Figuren viser sigmoid dose-respons kurve for SM335. Enzym: PsE. Substrat: BLS. Hemmer konsentrasjoner ligger i region 0.50
nM —49.9 uM. Grafen flater ut ved reduksjon i enzymaktivitet pa cirka 49 %, og videre gkning i hemmerkonsentrasjon vil sansynligvis

ikke gi videre gkning i hemming av enzymaktivitet.
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Figur 31. Figuren viser sigmoid dose-respons kurve for BF249. Enzym: TLN. Substrat: BLS. Hemmer konsentrasjoner ligger i region 1.33
nM —132.7 uM. Ved reduksjon i enzym aktivitet pa cirka 51 %, kan grafen enten flate ut ved videre gkning i hemmer konsentrasjonen
som i figur 28 eller ga helt til 0 i verdi for Vi/Vo. IC 5o ble beregnet til 122,49 M om vi antar at gkning i hemmer konsentrasjon fgrer til
at grafen gar til 0 Vi/Vo.
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Figur 32. Figuren viser sigmoid dose-respons kurve for FF33. Enzym: TLN. Substrat: BLS. Hemmer konsentrasjoner ligger i region

0.67nM — 66.8 uM. Grafen gar helt til 0 verdi i Vi/Vo. IC 5o ble beregnet til 0.754 uM
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Tabell 8. ICsq verdier for TLN og PsE til forbindelser fra Dr. Christina Campestre laboratorium. Bradykinin lignende substrat

(BLS) og AGLA ble brukt som substrater.

Forbindelser Pseudolysin Thermolysin
IC o (UM) # IC 50 (uM) IC 50 (M) IC 50 (M) IC 50 (M)

AGLA AGLA BLS AGLA BLS
ELES® 9,4 - > 62,8 >627,6 >62,8
FF34 > 162 >810,7 >81,1 >810,7(45%) | >81,1
FF33 0,7 5,28 2,28 1,8 0,754
MT260 2,5 - > 84,2 >842,0(37%) | >84,2
MT113 - - - - -
MT137 1,7 * * * *
MT155° 5,6 - > 55,2 >551,6(36%) | >55.2
VM19® 4,5 * > 95,8 (10 %) * >95,8
VDL22 4,6 * > 61,57 * > 61,57 (36 %)
MT152 - - > 89,3 >893,1 (40 %) >89,3
MT200 4,3 - >51,1 >511,4(36%) | >51,1(20 %)
VDL29 - * > 68,7 * > 68,7
VDL28 " 57,3 - > 63,5 (30 %) >634,7(23%) | >63,5(30 %)
MT176 >195 - > 81,4 ~814,4(49%) | >81,4(25%)
MT35 - * > 60,1 * > 60,1
MT179 >100 - > 58,8 >587,7(43%) | >58,8
PP170 >200 - >79,9 >799,1(30 %) >79,9
PP173" 49 - > 98,2 (10 %) 616,60 > 98,2
BF144 >185 - >132,5 >1330,0 (35%) | >132,5
BF243 >183,5 - >114,7 >1150,0 (40%) | >114,7
BF249 >186 - > 133 (20 %) 207,06 122,49/75,27 "
BF252 199 - >71,2 >711,7(22%) | >71,2
BF255 >392 - > 89,4 >893,4(31%) | >89,4
BF268 200 - >99,9 (10 %) 226,52 > 99,9 (28 %)
BF282 4,5 - > 74,85 12,22 (4,95°) />62,6 (40 %)"
BF298" 8,2 - >54,8 >547,9(33%) | >54,8
BF17' 16,7 - > 81,2 ~811,6(50%) | >81,2
BF58 " 96,9 - > 88,1 >881,4(38%) | >88,11
BF16 >367 >917,4 >91,7 >917,4(35%) | >91,7
BF20 >379 >948,4 >94,8 >948,4 (42%) | >94,8
BF66 >45 - * 97,72 *
BF407 >198 - >133,2 1299,3 >133,2
BF418 199 - >99,5 546,64 >99,5
BF421 >183 i >130 752,14 5,51°
SM335 - - 44,75 > 499,4 >49,9
SM321 - - >50,9 >508,9(43%) | >50,9
SM233 - >453,3 > 45,3 (10 %) >453,3(35%) | >45,3
SM323 - >559,1 >55,9 (10 %) >559,1(36 %) >55,9 (10 %)
SM328 - > 646,5 >64,7 (25 %) >646,5(28%) | >64,7
SM319 - i > 35,9 (28 %) >359.0(41%) | >35,9
SM433 - 212,3 > 64,7 (25 %) ~646,5(48%) | >64,7
SM434 - 16,66 9,21 313,40 >47,5
SM153 - i > 45,7 (38 %) >457,3 (39 %) > 45,7 (10 %)
Galardin - - 0,2435 - 0,12203

71



#IC 50 (UM) - Verdier i kolonne er fra tidligere eksperimentelle forsgk utfgrt av Dr. O. Adekoya (ikke publisert).

* - Forbindelser som har sin egen fluorescens ved samme bglgelengde region som substratet slikt at det er
vanskelig @ bestemme ngyaktig IC50 verdi. (%) — viser hvor mange prosent hemming man oppnar av den
aktuelle forbindelsen ved en gitt konsentrasjon.

1 - indikerer at det er vannskelig 8 bestemme om grafen gar til O eller vil flate ut tidligere.. Fgrste
konsentrasjon viser |Cso verdi hvis man antar at grafen gar til 0, mens andre konsentrasjon viser ICsq verdi hvis
man antar at grafen flater ut fer.

- markerer forbindelser som viste forskjell i ICsoverdier for PSsE med AGLA substrat mellom forsgk utfgrt av Dr.
0. Adekoya og resultatene i denne oppgaven.

Forskjellene i resultat mellom Dr. O. Adekoya og resultatene i denne studien (tabell 8) kan forklares ut
fra at i denne oppgaven ble det brukt 100 % DMSO for a Igse AGLA, mens O. Adekoya Igste substratet i syre
etterfulgt av en komplisert mate for a ngytralysere syren fgr malingene ble gjort. | denne oppgaven ble det
ogsa brukt plateleser, noe som ikke ble brukt av Dr. O. Adekoya.

Tabell 9. IC5y verdiene for 8 utvalgte forbindelser fra samarbeidspartnere i Italia (professor Armando Rossello) (Tabell 4) mot TLN. To
substrattyper ble ogsa brukt her: Bradykinin lignende substrat (BSL) og AGLA substrat.

Forbindelse Thermolysin
ICso (UM) 13t ICso (M) ** ICso (M) **
BSL BSL AGLA
EN 73 800 +/- 61 >33,46 (3%) 415,53 +/- 0.06
F 09 32 +/-1.5 28,42 +/- 0.06 29,81 +/-0.03
CC30 438 +/-48 > 28,26 (9%) 90,01 +/- 0.06
ML 25 33 +/-3.3 25,40 +/- 0.05 28,97 +/-0.28
EN 204 608 +/-97 >30,00 (38%) 242,72 +/-0.13
FC 107 160 +/-97 >59,11 (36%) 90,47 +/-0.04
SM 26 160 +/-31 >27,05 (0%) 252,41 +/-0.03
SM 27 >1mM >37,91 (15%) 217,97 +/-0.06

HX - 1Csq verdier fra Stian Sgli (ikke publisert)
** _|C50 verdier oppnadd i denne studien

(%) — er prosent reduksjon i enzymaktivetet ved gitt hemmer konsentrasjon
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Tabell 10. IC5y verdiene for 8 utvalgte forbindelser fra samarbeidspartnere i Italia (fra professor Armando Rossello) mot PsE. To
substrater ble brukt: Bradykinin lignende substrat (BSL) og AGLA substrat.

Forbindelse Pseudolysin
[Cso (M) X3t ICso (LM) ** ICso (LM) #
BSL BSL AGLA
EN 73 797,98 +/-50.6 > 33,46 (12%) 57,0
F 09 160,645 +/-14.43 78,94 +/-0.11 37,0
cC30 141,83 +/-23.24 > 28,26 (28%) 49,0
ML 25 27,951 +/-2.551 33,51 +/-0.03 3,00
EN 204 226,395 +/-17.24 > 30,00 (41%) 43,0
FC 107 225,22 +/-27.06 >59,11 (33%) 71,0
SM 26 276,31 +/-18.07 > 27,05 (16%) 19,4
SM 27 336,016 +/- 33.67 > 37,91 (7%) 70,0

HH - |Cso (LM) verdier fra Stian Sgli (Ikke publisert).

** _ |Cso (UM) verdier oppnadd i denne studien.

# - ICso (UM) verdier fra Dr. O. Adekoya O.

(%) — er prosent reduksjon i enzymaktivetet ved gitt hemmer konsentrasjon

Tabeller 9 og 10 viser ICso verdier for forbindelser fra professor A.Rosello. Resultatene er fra tre
uavhengige eksperimentelle studier. Sjgli og Adekoya har ogsa sett pa en del av de samme forbindelsene som i
denne oppgaven. Igjen ser man at resultatene fra denne oppgaven avviker fra Adekoya sine. Resultatene er
like nar hemmerne har 1C;p< 100 uM (forbindelser F 09 og ML 25 i begge tabeller). For svake hemmere (resten
av forbindelser i tabeller 9 og 10), med IC5yverdi > 100 uM er det forskjeller. Det er veldig sannsynlig at valg av
substrat og buffersammensetting spiller en vesentlig rolle. En forklaring kan vaere at nar sterke hemmer bindes
til enzym sa vil det vaere vanskeligere for substratet a utkonkurer hemmer nar vi har en kompetitiv hemming.
For sterke hemmere er muligens valg av substrat derfor ikke sa viktig. En ligende tendes ser vi ogsa i tabell 8.
Forbindelser FF 33 viser ICsq verdi tilnaermet i samme region uansett valg av substrat, og det samme gjelder
ogsa for SM 434. Resten av forbindelse i tabellen er ekstrem svake hemmere og ICsq verdi varierer med valg av

substrat.
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Enkelte forbindelser som ikke viste hemmende effekt mot TLN har en svak hemmende effekt mot PsE
ved de hgyeste konsentrasjonene i fortynningsrekka. Dette gjelder forbindelser i gruppe SM i tabell 8. Alle
forbindelser i gruppen har samme grunnstruktur, og alle er derivater av fosfater. Forskjellen liger i
substituenter pa den fgrste (neermest til fosfat gruppe) benzen ringen i para-posisjon. Forbindelse SM 434,
som viste best effekt, har Brom i para-posisjon pa benzen ringen. Dette er forskjellig fra andre forbindelser i
gruppen som har ringstrukturer koplet til benzen ringen i stedet for Brom. Forbindelsene med ringstruktur blir

mye st@rre og "bulkete” molekyler, som viser seg a bli darligere hemmere av PsE (tabell 8).

Figur 33. Figuren viser tidskurve for SM434 mot PsE ved bruk av BLS. Alle konsentrasjoner av hemmer i region fra 0.48 nM til 47.5 uM
er vist. (se verdier i tabell 8 og figur 53 viser mulig pasisjon pa aktiv sete)
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Figur 34. Figuren viser tidskurve for SM434 mot TLN ved bruk av BLS. Alle konsentrasjoner av hemmer i region fra 0.48 nM til 47.5 uM
er vist.
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Et annet interresant funn var at enkelte forbindelser har sin egen fluoresens og/eller emisjon i samme
bglgelengde som substratene. Det var ikke mulig a beregne ICsq verdi for disse forbindelsene nar AGLA eller
BLE brukes som substrat. Eksempel pa slike forbindelser (strukturen vist i figur 22) er MT 137 hvor vi ikke kan
beregne IC5, verdi ved konsentrasjoner over 50 uM for begge substrater. VM19, VDL 22, VDL 29 og MT 35 har
samme grunnstruktur og alle har fosfat Zn-bindende grupper, og resultatene viser at vi ikke kan beregne 1Cs

verdi mot AGLA substrat, mens for BF 66 kan vi ikke beregne ICso verdi mot BLS. Resultater er gitt i tabell 8.

For & kunne kartlegge grunndigere dette problemmet, burde det veert kjgrt fluoresenskurver for hver av
disse forbindelsene alene. Dette er ikke gjort i oppgaven. Begge substratene eksiterer omtrent ved samme
bglgelengde 330 nm for AGLA og 328 for BLS, mens emisjon bglgelengden er forskjellig, 460 nm for AGLA og
393 nm for BLS. Det er klart at alle forbindelser eksiterer i omtrent samme bglgelengde region. Dette kan
forklares ut fra strukturen til forbindelser. Alle nevnte molekylstrukturene har bisykliske aromatiske deler i
strukturen som absorberer lys. Eksitasjon av et av mt- elektroner i en dobbeltbinding ligger naert 180 nm i
bglgelengde, men nar vi har flere konjugerte dobbeltbindinger i et molekyl begynner systemet a absorbere lys
ved lengre bglgelengder og med sterkere intensitet. Derfor kan det at overnevnte forbindelser absorberer lys

ved en relativt hgy bglgelengder som 330 nm forklares.®

BF 66 viste seg & ha lavere emisjon enn de andre nevnte forbindelsene. Det er vanskelig a si hvorfor. Alle
forbindelser er kompliserte strukturer. Men BF 66 er den eneste av forbindelsene som har en trippelbinding til
N i strukturen (se figur 22). Forbindelse MT137 har en Cl ion i para-posisjon pa en av benzenringene. Cl er en
sterk eletrofil. Den mangler bare et elektron for a bli inert (stabilt), og dette elektronet deler Cl med benzen
ringen. Dette er mulig pa grunn av ni-elektroner (elektroner i m-orbitaler som overlapper hverandre og er
perpendikuleer til ringen) er delokalisert/jevnt fordelt mellom karbon kjernene over og under ringen for &
oppna mest stabil konformasjon. Delokalisering av dobbeltbindingene i benzen ringen og innvikrning fra Cl-
atomet gir opphav til flere resonans strukturer av MT 137 enn av forbindelsen VM 19 hvor Cl-atomet er
lokalisert i orto-posisjon pa benzen ringen. Cl-atomet i orto-posisjon trekker svakere pa elektronene enn Cl-
atom i para posisjon. Siden absorpsjon av synlig og UV lys danner forandringer i elektron energi av et molekyl
assosiert med eksitasjon av et elektron fra en stabil til en ustabil orbital, sa vet vi ikke hvordan lys pavirker
disse resonansstrukturene. En annen arsak til egen fluoresens kan ligge i buffereren som forbindelsene ble
fortynnet i. Bade buffer 1 og 2 inneholder CaCl,. CaCl, kan danne ione-bindinger med enkelte av resonans
strukturene til disse forbindelsene. Dannelse av ione bindinger kan fgre til dannelse av agregater/komplekser
som vi har ikke kontroll over, spesielt ved hgye konsentrasjoner av hemmer forbindelser. Kompleksene kan

emitere eller kan forstyrre lys gjennomstrgmming, og dermed sabotere malingene.
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4.4. Maybridge forbindelser

16 forbindelser fra Maybridge databasen ble kjgpt inn basert pa en tidligere VS studie av Maybridge
databasen (tabell 5, figur 24). Ingen av de 16 forbindelsene viste hemmende effekt mot TLN og PsE ved de
testede konsentrasjonene. Det ble utfgrt 2-4 paralleller av hver forbindelse for hver konsentrasjon.

RFU

o 100 20 00 00 50 600 o0 80 %0 1000 100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 18

Time (secs)
Vorax Poins = 258

Wel 0 ALl BB ACH oD @El  ®FL 4Gl
Vo 1339 13508 133 1388 13595 13272 13080
Rr2 098 098 098 0997  09% 09  099%

Figur 35. Figur viser tidskurve for forbindelse nr 12 fra Maybridge databasen. Alle konsentrasjonene er presentert. Ingen hemming ble
observert og grafene ser tilnaermet like for alle 16 forbindelsene bade mot TLN og PsE.
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4.5. Enzymkinetikk

Forbindelser FF 33, BF 282, SM 434, viste seg a vare kompetitive hemmere av TLN og PsE ved bruk av BLS

og AGLA substrater. Forbindelse VDL 22 viste a vare ukompetitiv hemmer for PsE ved bruk av BLS.
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Figur 36. Figur viser dobbelt reciprokal Lineweaver-Burk kurve for FF33 mot TLN ved bruk av BLS.

(*) - standard kurve uten hemmer til stede, (0) — FF33 0.8 uM, (svart trekant ) — FF33 1.8 uM.
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Figur 37. Figur viser dobbelt reciprokal Lineweaver-Burk kurve for FF33 mot PsE ved bruk av BLS.

(e) - standard kurve uten hemmer til stede, (0) — FF33 2.5 uM, (svart trekant) — FF33 5.0 uM.
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Figur 38. Figur viser dobbelt reciprokal Lineweaver-Burk kurve for BF282 mot TLN og ved bruk av BLS.

(*) - standard kurve uten hemmer til stede, (o) — BF282 13.0 uM, (svart trekant) — BF282 26.0 uM.
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Figur 39. Figur viser dobbelt reciprokal Lineweaver-Burk kurve for BF282 mot TLN og ved bruk av AGLA. (e) - standard kurve uten
hemmer til stede, (o) — BF282 13.0 uM, (svart trekant) — BF282 26.0 uM.
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Figur 40. Figur viser dobbelt reciprokal Lineweaver-Burk kurve for SM434 mot PsE og ved bruk av BLS.

(*) - standard kurve uten hemmer til stede, (svart trekant) — SM434 5.0 uM, (o) — SM434 10.0 uM.
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Figur 41. Figur viser dobbelt reciprokal Lineweaver-Burk kurve for VDL22 mot PsE og ved bruk av BLS.

(*) - standard kurve uten hemmer til stede, (o) — VDL22 20.0 uM, (svart trekant) —VDL22 30.0 uM.
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Dokking

Tabell 11. Scoring verdier (kcal/mol) for dokking av forbindelser inn i det aktive setet av TLN og PsE. Verdiene er kalkulert ved a bruke

molekylmodelleringsprogrammet ICM. 10 foreslatte ligand-emzym komplekser for hver ligand ble analysert.

Scoring mot Scoring mot
Compound . .
pseudolysin thermolysin
1 -5.0 1.4
ELES
2 -14.7 -10.4
FF34
3 -19.8 -15.3
FF33
4 -8.4 -2.7
MT260
6 -5.9 0.7
MT137
7 -6.9 -0.2
MT155
8 -4.9 0.6
VM19
9 -2.2 0.4
VDL22
10 8.4 0.0
MT152
11 -2.8 0.4
MT200
12 -8.8 -2.5
VDL29
13 -11.1 -10.1
VDL28
14 4.4 8.4
MT176
15 -6.4 -2.1
MT35
16 -2.3 115
MT179
17 -32.6 -13.9
PP170
18 -30.7 -13.7
PP173
19 -21.1 -15.9
BF144
20 -15.6 -14.7
BF243
21 -15.6 -15.2
BF249
22 -16.8 -13.8
BF252

Scoring mot Scoring mot
Compound . .
pseudolysin thermolysin
23 -19.0 -14.7
BF255
24 -20.8 -16.3
BF268
25 -17.4 -19.4
BF282
26 -18.9 -21.1
BF298
27 -19.4 -12.3
BF17
28 -20.9 -15.4
BF58
29 -17.2 -15.4
BF16
30 -21.0 -15.7
BF20
31 -10.8 -18.6
BF66
32 -9.6 -3.8
BF407
33 -11.6 -2.4
BF418
34 -9.5 -1.0
BF421
35 2.2 11.5
SM335
36 6.8 11.9
SM321
37 1.9 6.6
SM233
38 14.0 8.3
SM323
39 20.2 4.1
SM328
40 16.4 10.5
SM319
41 17.5 10.2
SM433
42 -6.8 6.1
SM434
43 0.7 5.7
SM153
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I dokkings prosessen blir enzymets aktive sete for forbindelser. Dokkingen ma derfor betraktes som et forenklet
modellsystem. Under en kompleskering vil det skje foandringer i entalpi og entgropi som den valgte ddokkingmetoden
ikke kan ta hgyde for. Enzymene er ikke statiske strukturer og kan via sma rotasjoner i peptid bindinger tilpasse seg til
substrat/hemmer forbindelse. Ligandene har ogsa i de fleste tilfeller flere roterende bindinger i strukturen. TLN og PsE
bestar av to domener. Det er mulig at domenene roterer litt i forhold til hverandre dermed som enten kan fremme
binding av en forbindelse eller motsatt frastgtte den. Det kan vare en forklaring pa hvorfor mange forbindelser som ved
forste blikk har en ideell struktur for & kunne bli en god hemmer, men de ksperimentelle studiene viser at forbindelsen er
en ekstremt svak hemmer. Det er mange forbindelser som ligner pa hverandre blant de som ble testet i oppgaven. Flere
hadde for eksempel en hydroksamat syredel i strukturen. Forbindelse BF 243 har likhetstrekk med Galardin men er

mindre og antas derfor & kommer lettere til enzymets aktive seter. Men forbindelse viste veldig svak hemming (tabell 8).

Figur 42. BF 243 i det aktive setet til TLN. Best foreslatt posisjon. Scoring verdi er gitt i tabell 11. Figuren viser bidentate binding av
begge oksygener fra hydroksomat delen av hemmer til katalytisk Zn. Forbindelse daner ogsa 2 hydrogen bindinger med aminosyre
Alanin 113. Vi ser mulig Van der Wals interaksjon mellom benzen ringen i forbindelsen og benzen ringen fra aminosyre Tyrosine 157 pa

enzymets aktiv esete.

82



Figur 43. Figuren viser en alternativ posisjon av BF 243 mot TLN (posisjon 9 med scoring -5.614 kcal/mol). Figuren viser bidentat
binding av begge oksygener fra hydroksamat delen av hemmer til katalytisk Zn. Her ser vi hgyrevendt posisjon av hemmeren innenfor
aktiv sete av TLN. Forbindelse i dette tilfelle danner en hydrogenbinding med Alanin 113 og et hydrogen binding med Arginin 203. Den
store forskjell i scoring mellom samme forbindelse vist i posisjon pa figeren 41 kan skyldes blant annet fravaer av Van der Wals

interaksjonen mellom benzen ringen og Tyrosin 157.

Figur 44. Forbindelse BF 282 i det aktive setet til TLN. Figuren viser konformasjonen som ICM foreslar som den beste. Scoring verdi er
gitt i tabell 11. Figuren viser bidentat binding av begge oksygener fra hydroksamat delen av hemmer til katalytisk Zn og en
hydrogenbinding med Alanin 113. Vi ser mulig Van der Wals interaksjon mellom benzen ringen i forbindelsen og benzen ringen fra

aminosyre Tyrosine 157 pa enzymets aktive sete.
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Figur 45. Forbindelse BF 298 i det aktive setet til TLN. Figuren viser konformasjonen som ICM foreslar som den beste. Scoring verdi er
gitt i tabell 11. Figuren viser bidentat binding av begge oksygener fra hydroksamat delen av hemmer til katalytisk Zn og en

hydrogenbinding med Alanin 113.

Figur 46. Forbindelse FF33 i det aktive setet til TLN. Figuren viser konformasjonen som ICM foreslar som den beste. Scoring verdi er gitt
i tabell 11. Figuren viser bidentat binding av begge oksygener fra hydroksamat delen av hemmer til katalytisk Zn og en hydrogenbinding
med Alanin 113. Vi ser mulig Van der Wals interaksjon mellom benzen ringen i forbindelsen og benzen ringen fra aminosyre Tyrosine

157 pa enzymets aktive sete.
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Figur 47. En alternativ posisjon av FF33 i det aktive setet til TLN. Denne dokking konformasjonen ble foreslatt som den tredje beste av
dokking programmet. Scoring verdi er -12.89 kcal.mol. Her kan observeres en ekstra hydrogen binding til aminosyre Glutamat 143 pa
TLN katalytisk sete. Posisjon mellom benzen ringene fra hemmer og Tyrosin 157 ser ogsa til & vare bedre, sammenlignet med figur 46

for a danne mulig Van der Wals interaksjon.

Figur 48. Forbindelse MT 35 i det aktive setet til TLN. Figuren viser konformasjonen som ICM foreslar som den beste. Scoring verdi er

gitt i tabell 11. Koordinerer ikke direkte til Zn.
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Figur 49. Alernativ posisjon av forbindelse MT 35 i det aktive setet av TLN. Figuren viser konformasjon 10 som har en veldig lav
scroingverdi (+27.17 kcal/mol) til tross for at det er en direkte bindng til Zn med den ene oksigenatom fra fosfat gruppe. Vi ser mulig
Van der Wals interaksjon mellom benzen ringen i forbindelsen og benzen ringen fra aminosyre Tyrosine 157 pa enzymets aktive sete.
Figuren viser en hydrogen binding til Alanin 113 og hydrogen bindinger til aminosyre Arginin 203 mellom forbindelse og det aktive setet

av TLN.

Figur 50. Forbindelse MT 155 i det aktive setet til TLN. Forbindelse viste ingen hemmende effekt pa TLN eller pa PsE, men til tross for

det sa oppnadde forbindelsen en relativt god scoringverdi under dokking med to Oksygen-atomer som binder Zn.
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Figur 51. Forbindelse MT 200 i det aktive setet til TLN. Figuren viser posisjon nr 9 med scoringverdi pd +17.24. Figuren tyder pa mange
interaksjoner mellom MT200 og TLN. Arginin 203, Zn, og Alanin 113 danner interaksjoner med liganden. Til tross fro det er
scoringverdien veldig lav. Vi ser mulig Van der Wals interaksjon mellom benzen ringen i forbindelsen og benzen ringen fra aminosyre

Tyrosine 157 pd enzymets aktive sete. Forbindelsen hadde 1Cso pa over 550 UM mot PsE og over 55 uM mot TLN.

-

Figur 52. Forbindelse SM 335 i det aktive setet til TLN. Figuren viser posisjonen som ICM foreslar som den beste. Scoringverdien er gitt i

tabell 11. SM 335 viser svak hemning mot PsE (tabell 8), men ikke for TLN til tross for direkte binding til Zn med den ene oksygen fra

fosfat gruppe fra hemmeren.
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Figur 53. Forbindelse SM 434 pa det aktive setet til PsE. Forbindelsen har en god hemmning mot PsE, men ikke mot TLN. IC s er gitt i
tabell 8 og scoringverdi i tabell 11. Dokking tyder pa at forbindelsen ikke koordinerer Zn atomet til PSE. Figuren viser posisjonen som

ICM foreslar som den beste. Her danner SM 434 hydrogenbindinger med aminosyrene Asparagine 112 og Tyrosine 155.

Dokking resultatene presentert i form av figurer viser en klar tendes. De som binder seg til det
kataluytsike Zn-atomet danner ogsa hydrogen binding(-er) til Alanin 113. Andre observasjon viser mulig Van
der Wals interaksjon mellom benzen ringen i forbindelsen og benzen ringen fra aminosyre Tyrosine 157 pa

enzymets aktive sete.

Forbindelsen SM 434 viste seg a vaere en brukbar PsE hemmer, men bare en svak TLN hemmer (tabell

8,

figur 34). Dokking av forbindelsen inn i det aktive setet til PSE tyder pa at SM 434 ikke koordinerer Zn-atomet

pa det aktive setet. Dette er en veldig interesant observasjon som kan vaere nyttig i “jakten” pa spesifikke

hemmere. Alle Zn-metalloproteaser har et katalystisk Zn-atom pa det aktive setet, og store strukturelle

likheter i det Zn-bindende omradet. Det er derfor grunn til a tro at hemmere som ikke koordinerer Zn-atomet,

men i stedet binder til sub-seter lokalisert utenfor det Zn-bindende omradet vil vise stgrre spesifisitet.
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5. Konklusjoner

Ingen av de 16 forbindelsene fra Maybridge database viste hemmende effekt mot TLN eller PsE ved de
testede konsentrasjonene. De fleste forbindelse fra samarbeidspartnere i Italia viste seg a vare ekstremt svake
hemmerer (i felge vare resultater), noe som antas a vaere en av arsakene til at enkelte forbindelser viser
varierende ICsoverdier ved bruk av de to substratene. Av totalt 50 forbindleser (42+8) fra samarbeidspartnere
i Italia viste forbindelse FF33 en ICsq pa 754 nM mot TLN og IC5ypa 2.28 uM mot PsE. Forbindelse VDL22 hadde
en ICsopad 11,14 uM mot TLN. Forbindelse SM434 viste seg a vare en PsE hemmer med 1C5p = 9.21 uM og K; =
5.98 uM ved bruk av Braidykinin-lignende substrat. Dokking tydet pa at denne forbindelsen ikke binder
direkte til Zinc. Forbindelsene FF 33, BF 282, SM 434, viste seg a vare kompetitive hemmerer for TLN og PsE,

mens VDL 22 var en ukompetitiv hemmer for PsE ved bruk av Bradykinin lignende substrat.

Dokking resultater viste at hydrogen bindinger med Alanin 113 pa TLN aktivt sete er viktig for binding av
disse hemmerne. En benzen ring i struktur kan bidra til mulig Van der Wals interaksjon med aminosyre
Tyrosine 157 pa enzymets aktive sete. Dokkingstudiene tyder ogsa pa at store molekyler kan ha problemer

med a binde seg til det aktive setet.

89



6. Feilkilder

Kyvettene kan bli forurenset med for eksempel rester av syre.

Buffer som enzymet er fortynnet i kan gi utslag ved malinger eller danne komplekser med hemmer

forbindelse som kan pavirke resultatene.

Forurensninger av instrumenter og preparater med tiden ved hyppig bruk (fluorometer,

innholdsstoffer med flere).

Feil ved pipettering, spesielt usikkerhet ved bruk av multipipetter.

Mikrodraper av enzymet pa utsidene av pipettespisser kan gi store utslag pa maleresultater.

Mange av de testede forbindelse har chirale senter og forefinnes i blanding. Vi har ingen kunnskap om
hvilke streoisomere som er de mest aktiv. Dette vil kunne pavirke bade de eksperimentelle studiene

og dokkingen.

Vannmolekyler ble fiernet fra enzymenes 3D struktur fgr dokking siden vi har liten kunnskap om deres

bidrag til binding av inhibitorer. Dette kan ha pavirket dokking resultatene.
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7. Videre arbeid

Oppgaven fgrer til en del spgrsmal som burde vaert undersgkt naermere.

1. Mange av forbindelsene som ble testet har en eller flere kirale sentra men ble utlevert i en blanding av
S og R konfigurasjoner. Hvis blanding av konfigurasjoner er 50/50 sa kalles blandingen for racemisk mixtur. Det
Vi vet ikke hvor mye av jhver from som finnes i de undersgkte blandingen, og vi vet ikke hvilken form som er
mest aktiv. Dette kan pavirke bade de eksperimentelle malingene og dokking studien. Slik som
eksperimentene viste i andre studier med andre forbindelser har S og R konfigurasjoner, av enkelte hemmer,
forskjellig affinitett til enzymene. Eksempel er en studie med Galardin hvor isomer 6B, med innvers
konfigurasjon av a-karbonet i forhold til isomer 6A, er sterk hydroxamat hemmer av TLN og PsE, mens isomer
6A har Ki femti gang stgrre for ssmme enzymer enn 6B.% Hva om de forbindelser jeg har bestemt & vare
svake-moderate hemmerer for enzymene kan vise bedre hemmende effekt og hgyere spesifisitet til enzymet
hvis man far mulighet til 3 teste isomerene av disse forbindelser hver for seg, som ble gjort i studier med

Galardin?

2. Sandra Rival et al. viser i sine kinetikkstudier av enzymatiske kondensasjoner ved bruk av to substrater
samtidig, at binding av en substrat til en vis grad kan gke affinitet av TLN for den andre substratet.”’ Kan det
vare mulig at det eksisterer sa kalte co-substanser med en vis affinitett til enzymet som kan ble mikset i assay
med hemmer substansen og dermed gke affinitett av enzymet til aktuelle hemmer ved a binde seg fgrst til

andre steder pa enzymet enn enzymets aktive sete?

3. Afinne gode og selektive hemmere av TLN og PsE har ogsa veert tema for forskere i gruppen tidligere.
Bade O. Adekoya og Stian Sjgli har jobbet med en del av forbindelsene som ogsa ble testet i denne oppgaven.
Adekoya har brukt AGLA substrat i sine forsgk, mens Sjgli har brukt BLS slik som i denne oppgaven. Det viste
seg at resultatene i denne oppgaven ble en del forskjellig fra Adekoya og Sjgli sine resultater, og det er ogsa
forskjeller mellom resultatene som Adekoya og Sjgli oppnadde. Hvis et substrat og en tett bindende hemmer
konkurer om samme sete pa enzymets overflate sa antas det at valg av substrat ikke vil pavirke resultatene i sa
stor grad. Hemmeren vil kunne bindes sterkt til enzymet i preinkuberingsfasen og forhindre binding av
substrat, uansett hvilket substrat som ble brukt. Men hva hvis hemmeren er ikke sterk og ikke av typen tett
bindende hemmer, hvordan kan valg av substrat i dette tilfelle kommer til 3 pavirke resultatene?, eller hva om
hemmeren er ikke kompetitiv? Kan det vare at substratet pavirker affinitet av hemmer til enzym? Bindes
hemmer til et annet sted pa enzymet enn substrat molekylet, og ved a forandre konformasjon pa enzymet

pavirkes dermed affiniteten av enzymet til substrat, og visa verso?
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| denne oppgaven er det blitt g jort eksperimentelle forsgk som kan bidra til & forklare problemet eller kan

vare et grunnlag pa 3 starte nye eksperimenter pa en annerledes mate en det har blitt gjort her.

Takk for meg ©
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14. Appendix :

Det er ikke mulig a presentere hele spektr av resultater her. Mest interessante funn ble vist i oppgaven. Her viser jeg noen flere
eksempler av malte verdier og noen graffer.

A. TLN + BLS

Spektra MAX Gemini EM plateleser og svart costar 96 brgnn plater med klar bunn ble brukt. Eksitasjon 328/10 nM, emisjon
er 393/10 nM. Preinkubering 15 min ved 37 °C. Avlesing av reaksjonshastighet i 30 min ved 37°C etter substrat pasetting.
Arbeidskonsentrasjoner: TLN - 4.376 nM (gir i brgnn 0.21 nM), PsE - 6.67 nM (gir i brgnn 0.33 nM), BSL - 20 uM (gir i brgnn 4 uM).
Fortynninger av enzym og substrat utfgrt med buffer 1 (se tabell 6). Hemmer forbindelser (tabell 3,4 og 5) fortynnet med faktor 10
med buffer 2 (se tabell 6). Buffer 2 brukt som kontroll. Hjelpeplater og multipipetter ble brukt for pasetting av stoffer. Assay i hver
kyvette: 65 pl buffer 1 (se tabell 6), 20 ul substrat, 10 pul hemmer/buffer 2 (se tabell 6), 5 pl enzym. Rekkefolge for blanding:
Bufferl->buffer 2->enzym->preinkubering->substrat. pH i forsgkene er 7.3.

Forbindelser av interesse for thermolysin (av Dr. Campestre)

X 7( ZBG
e
R
Stokk
Compound R R’ R” X ZBG MW Konsentr.
mM
3 6,6829
FF33 CeHs H H SO, CONHOH 275.33
MT6137 (4-Cl)-CgH, H H SO, PO3H, 346.73 >4221
9 . 6,1572
VDL22 2-thienyl H H SO, POsH, 318.31
11 5,1143
MT200 (CHs)C=C H H SO, POzH, 336.31
Stokk
Compound MW Konsentr.
mM
(0] 13,2651
" SO
H .
BF249 ©/O\© 244.25
(0] 9,9894
24 0 HNJ\N'OH
0,5 N
BF268 g 292.31
o) 6,2627
.OH
N
25 (6]
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) 7,5095
o~ A on
31 O NN
BEGG O 298.29
NC
0, 13,0093
34 S
BFa21 ©/ ~">NO 215.23
BF 421 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt konsen. Buffer 2 1,30 nM 13,0 nM 130 nM 1,30 uM 13,0 uM 41,1 uM 130 uM
| brgnn pa plate
V 1 parallell 12,972 12,657 11,386 12,793 11,957 8,9690 9,3737 8,6442
V 2 parallell 12,794 13,729 13,099 14,031 13,049 9,9015 9,3210 8,5753
V 3 parallell 14,501 14,313 13,522 14,198 15,108 10,033 10,551 10,567
V 4 parallell 14,272 15,391 14,118 15,146 15,364 10,114 10,165 10,362
Vi/Vo 1 1 0,9757 0,8777 0,9862 0,9218 0,6914 0,7226 0,6664
Vi/Vo 2 1 1,0731 1,0238 1,0967 1,0199 0,7739 0,7285 0,6703
Vi/Vo 3 1 0,9870 0,9325 0,9791 1,0419 0,6919 0,7276 0,7287
Vi/Vo 4 1 1,0784 0,9892 1,0612 1,0765 0,7087 0,7122 0,7260
Vi/Vo 1 1,03 0,96 1,03 1,02 0,72 0,72 0,70
gjennomsnitt
Vi/Vo 0 0,05 0,06 0,06 0,07 0,04 0,01 0,03
St. awvik
FF33 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer 2 0,67 nM 6,68 nM 66,8 nM 668 nM 2,11 uM 6,68 UM 66,8 UM
| brgnn pa plate
V 1 parallell 13,024 12,806 12,679 12,003 7,9072 2,5397 0 0
V 2 parallell 14,001 13,525 13,207 13,306 8,3892 2,4054 0 0
V 3 parallell 14,132 13,960 12,446 12,555 8,0301 3,0118 0 0
V 4 parallell 13,741 14,171 14,131 13,979 9,0601 3,1058 0 0
Vi/Vo 1 1 0,9833 0,9735 0,9216 0,6071 0,1950 0 0
Vi/Vo 2 1 0,9660 0,9433 0,9504 0,5992 0,1718 0 0
Vi/Vo 3 1 0,9878 0,8807 0,8884 0,5682 0,2131 0 0
Vi/Vo 4 1 1,0313 1,0284 1,0173 0,6594 0,2260 0 0
Vi/Vo 1 0,99 0,96 0,94 0,61 0,20 0 0
giennomsnitt
Vi/Vo 0 0,03 0,06 0,05 0,04 0,02 0 0
St.avvik
BF 249 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer 2 1,33 nM 13,3 nM 133 nM 1,33 uM 13,27 uM 132,7 uM
| brgnn pa plate
V 1 parallell 8,0846 8,0095 7,8990 7,9921 7,8939 7,1273 3,7374
V 2 parallell 8,5825 8,5186 8,8458 8,8062 8,6628 7,5723 4,3142
V 3 parallell 8,8503 8,9224 8,8029 9,0793 8,9068 8,0115 4,3546
V 4 parallell 8,8255 8,7849 8,9441 9,1840 8,9141 7,7959 4,3448
V 5 parallell 9,6445 9,0251 9,5935 9,5042 9,6498 8,1779 4,6310
Vi/Vo 1 1 0,9907 0,9770 0,9886 0,9764 0,8816 0,4623
Vi/Vo 2 1 0,9926 1,0307 1,0261 1,0094 0,8823 0,5027
Vi/Vo 3 1 1,0082 0,9946 1,0259 1,0064 0,9052 0,4920
Vi/Vo 4 1 0,9954 1,0134 1,0406 1,0100 0,8833 0,4923
Vi/Vo 5 1 0,9358 0,9947 0,9855 1,0006 0,8479 0,4802
Vi/Vo 1 0,99 1,00 1,01 1,00 0,88 0,49
Gjennomsnit
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Vi/Vo 0 0,03 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02
St.avvik
BF 268 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer 2 1,0 nM 9,99 nM 99,9 nM 999 nM 9,99 uM 99,9 uM
| brgnn pa plate
V 1 parallell 11,901 11,360 10,867 11,251 11,586 11,213 7,9886
V 2 parallell 11,962 12,358 12,236 12,618 12,461 11,776 8,3398
V 3 parallell 12,274 12,253 12,739 12,842 13,468 12,821 9,1897
V 4 parallell 12,791 12,850 13,396 13,516 13,626 13,421 9,5352
Vi/Vo 1 1 0,9545 0,9131 0,9454 0,9735 0,9422 0,6713
Vi/Vo 2 1 1,0331 1,0229 1,0548 1,0417 0,9845 0,6972
Vi/Vo 3 1 0,9983 1,0379 1,0463 1,0973 1,0446 0,7487
Vi/Vo 4 1 1,0046 1,0473 1,0567 1,0653 0,9732 0,7455
Vi/Vo 1 1,00 1,01 1,03 1,04 0,99 0,72
Gjennomsnitt
Vi/Vo 0 0,03 0,06 0,05 0,05 0,04 0,04
St.awvik
BF 282 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer 2 0,63 nM 6,26 nM 62,6 nM 626 nM 6,26 UM 62,6 uM
| brgnn pa plate
V 1 parallell 11,626 11,399 11,380 11,430 11,004 7,3755 4,1330
V 2 parallell 12,192 12,075 12,279 12,384 11,612 7,8486 5,2111
V 3 parallell 12,459 12,449 12,631 12,489 11,964 7,6331 4,8160
V 4 parallell 13,250 13,270 13,620 13,465 12,883 8,1508 5,3931
Vi/Vo 1 1 0,9805 0,9788 0,9831 0,9465 0,6344 0,3555
Vi/Vo 2 1 0,9904 1,0071 1,0158 0,9524 0,6438 0,4274
Vi/Vo 3 1 0,9992 1,0138 1,0024 0,9603 0,6127 0,3866
Vi/Vo 4 1 1,0015 1,0279 1,0162 0,9723 0,6152 0,4070
Vi/Vo 1 0,99 1,01 1,00 0,96 0,63 0,39
Gjennomsnitt
Vi/Vo 0 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,03
St.awvik
MT 200 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer 2 0,51 nM 5,11 nM 51,1 nM 511 nM 5,11 uM 51,1 uM
| brgnn pa plate
V 1 parallell 11,066 11,137 11,121 11,308 11,481 11,531 6,9279
V 2 parallell 11,766 12,721 12,530 13,001 12,244 12,733 7,8544
V 3 parallell 11,821 12,294 12,353 12,327 12,596 13,307 8,4569
V 4 parallell 10,572 11,582 12,125 12,472 12,328 12,545 8,5397
Vi/Vo 1 1 1,0064 1,0050 1,0219 1,0375 1,0420 0,6261
Vi/Vo 2 1 1,0812 1,0649 1,1050 1,0406 1,0822 0,6676
Vi/Vo 3 1 1,0400 1,0450 1,0428 1,0656 1,1257 0,7154
Vi/Vo 4 1 1,0955 1,1469 1,1797 1,1661 1,1866 0,8078
Vi/Vo 1 1,06 1,07 1,09 1,08 1,11 0,70
Gjennomsnitt
Vi/Vo 0 0,04 0,06 0,07 0,06 0,06 0,08
St.awvik
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VD 22 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer 2 0,62 nM 6,16 nM 61,6 nm 616 nM 6,61 uM 61,6 uM
| brgnn pa plate
V 1 parallell 11,607 11,249 12,151 11,940 12,078 12,076 7,3238
V 2 parallell 11,652 11,919 12,056 12,379 12,503 12,075 7,5719
V 3 parallell 11,859 12,404 11,978 12,435 12,372 12,123 7,7857
V 4 parallell 11,954 12,769 11,475 12,680 11,960 11,193 7,5991
Vi/Vo 1 1 0,9692 1,0469 1,0287 1,0406 1,0404 0,6310
Vi/Vo 2 1 1,0229 1,0347 1,0624 1,0730 1,0363 0,6498
Vi/Vo3 1 1,0460 1,0100 1,0486 1,0433 1,0223 0,6565
Vi/Vo 4 1 1,0682 0,9600 1,0607 1,0005 0,9363 0,6357
Vi/Vo 1 1,03 1,01 1,05 1,04 1,01 0,64
Gjennomsnitt
Vi/Vo 0 0,04 0,04 0,02 0,03 0,05 0,01
St.avvik

Forbindelser med "merkelige” graffer i forhpld til TLN + BLS. Sannsynligvis pa grunn av egen fluorescens.

MT 137 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer 2 0,54 nM 5,42 nM 54,2 nM 542 nM 5,42 uM 54,2 uM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 12,362 12,614 12,366 12,198 11,978 13,029 -4,042
V 2 parallell 12,215 12,911 13,024 12,855 12,277 13,438 5,2727
V 3 parallell 12,938 12,360 13,175 12,610 12,254 13,596 24,139
V 4 parallell 13,171 13,096 13,072 13,451 12,707 13,176 24,327
BF 66 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer 2 0,75 nM 7,51 nM 75,1 nM 751 nM 7,51 uM 75,1 uM
| brgnn pa plate
V 1 parallell 11,024 9,7743 8,9888 11,117 12,249 11,905 15,863
V 2 parallell 12,115 10,470 11,132 11,964 12,000 11,291 2,0623
V 3 parallell 12,022 11,401 12,013 12,434 12,826 13,206 9,5037
V 4 parallell 12,893 12,499 14,569 13,289 13,073 13,902 42,436

101



B. PsE + BLS

Spektra MAX Gemini EM plateleser og svart costar 96 brgnn plater med klar bunn ble brukt. Eksitasjon 328/10 nM, emisjon
er 393/10 nM. Preinkubering 15 min ved 37 °C. Avlesing av reaksjonshastighet i 30 min ved 37 °C etter substrat pasetting.
Arbeidskonsentrasjoner: TLN - 4.376 nM (gir i brgnn 0.21 nM), PsE - 6.67 nM (gir i brgnn 0.33 nM), BSL - 20 uM (gir i brgnn 4 uM).
Fortynninger av enzym og substrat utfgrt med buffer 1 (se tabell 6). Hemmer forbindelser (tabell 3,4 og 5) fortynnet med faktor 10
med buffer 2 (se tabell 6). Buffer 2 brukt som kontroll. Hjelpeplater og multipipetter ble brukt for pasetting av stoffer. Assay i hver
kyvette: 65 ul buffer 1 (se tabell 6), 20 ul substrat, 10 ul hemmer/buffer 2 (se tabell 6), 5 ul enzym. Rekkefolge for blanding:
Bufferl->buffer 2->enzym->preinkubering->substrat. pH i forsgkene er 7.3.

Forbindelser av interesse for Pseudolysin (av Dr. Campestre)

X 7( ZBG
T
R
Stokk
Compound R R’ R” X ZBG MW Kons.
mM
3 6,6829
CeHs H H S0, CONHOH 275.33
FF33
6 5,4221
(4-C1)-CeH, H H S0, PO5H, 346.73
MT137
9 6,1572
2-thienyl H H S0, PO3H, 318.31
VDL22
15 6,0124
(4-CH30)-CeH, H (CeHs)CH, S0, PO5H, 432.44
MT35
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O 6,2627
N,OH
25 o H
319.35
BF282 I
(0] 7,5095
31 0O~ OJLN,OH
O H 298.29
BF66 O
NC
o2 Y
°N PO3zH,
H
R
Stokk
Compound R MW Konsentr.
mM
35 (CGHS)CHZCHZ 4[994
496.60
SM335 cyclohexylamine salt
41 (3-Me)-C¢H, 6,4654
482.57
SM433 cyclohexylamine salt
42 Br 4,7523
471.35
SM434 cyclohexylamine salt
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VD 22 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt konsen. Buffer 2 0,616 nM 6,16 nM 61,6 nM 616 nM 6,16 uM 61,6 uM
| brgnn pa plate
V 1 parallell 14,671 14,814 14,737 15,129 14,912 14,771 0,8152
V 2 parallell 14,972 14,750 14,984 14,358 15,421 14,993 1,079
V 3 parallell 13,677 14,459 14,863 15,205 15,917 15,070 0,7641
V 4 parallell 13,015 13,929 14,473 14,657 14,997 14,475 0,8287
Vi/Vo 1 1 1,0097 1,0044 1,0312 1,0164 1,0068 0,0556
Vi/Vo 2 1 0,9852 1,0008 0,9590 1,0300 1,0014 0,0721
Vi/Vo 3 1 1,0572 1,0867 1,1117 1,1638 1,1018 0,0559
Vi/Vo 4 1 1,0702 1,1120 1,1262 1,1523 1,1121 0,0637
Vi/Vo 1 1,0306 1,0510 1,0570 1,0906 1,0556 0,0618
gjennomsnitt
Vi/Vo 0 0,04 0,06 0,08 0,08 0,06 0,0078
St. awvik
FF33 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer 2 0,67 nM 6,68 nM 66,8 nM 668 nM 6,68 uM 66,8 uM
| brgnn pa plate
V 1 parallell 10,108 9,6907 9,6144 9,2379 7,4888 2,2611 0
V 2 parallell 9,4540 10,153 10,484 10,002 7,7369 2,0372 0
V 3 parallell 9,6007 9,2761 10,691 10,575 8,6838 2,2113 0
V 4 parallell 10,624 10,426 10,440 10,827 9,2701 2,9308 0
Vi/Vo 1 1 0,9587 0,9512 0,9139 0,7409 0,2237 0
Vi/Vo 2 1 1,0739 1,1089 1,0580 0,8184 0,2155 0
Vi/Vo 3 1 0,9662 1,1136 1,1015 0,9045 0,2303 0
Vi/Vo 4 1 0,9814 0,9827 1,0191 0,8726 0,2759 0
Vi/Vo 1 0,9951 1,0391 1,0231 0,8341 0,2364 0
gjennomsnitt
Vi/Vo 0 0,05 0,08 0,08 0,07 0,03 0
St.avvik
SM 434 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer2 | 0,475nM 4,75 nM 47,5 nM 475 nM 4,75 uM 47,5 uM
| brgnn pa plate
V 1 parallell 14,192 13,624 13,835 14,000 12,963 9,639 1,062
V 2 parallell 14,811 14,751 15,476 15,195 14,698 10,438 2,048
V 3 parallell 14,894 14,846 14,624 14,246 15,137 10,369 1,504
V 3 parallell 15,606 15,276 15,925 14,157 15,329 10,221 2,152
Vi/vo 1 1 0,9600 0,9748 0,9865 0,9134 0,6792 0,0748
Vi/Vo 2 1 0,9959 1,0449 1,0259 0,9924 0,7048 0,1383
Vi/Vo 3 1 0,9968 0,9819 0,9565 1,0163 0,6962 0,1010
Vi/Vo 4 1 0,9789 1,0204 0,9072 0,9823 0,6549 0,1379
Vi/Vo 1 0,9829 1,0055 0,9690 0,9761 0,6838 0,113
Gjennomsnitt
Vi/Vo 0 0,02 0,03 0,05 0,04 0,02 0,03
St. avvik
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BF 282 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer 2 0,63 nM 6,26 nM 62,6 nM 626 nM 6,26 uM 62,6 uM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 15,425 14,746 14,478 15,709 11,214 14,841 8,1475
V 2 parallell 15,463 14,516 14,061 14,181 10,487 14,556 7,7846
V 3 parallell 15,588 15,332 15,008 16,261 11,002 13,972 7,8845
V 4 parallell 15,298 15,666 14,879 15,620 11,259 15,207 8,5733

Vi/Vo 1 1 0,9560 0,9386 1,0184 0,7270 0,9621 0,5282

Vi/Vo 2 1 0,9388 0,9093 0,9171 0,6782 0,9413 0,5034

Vi/Vo 3 1 0,9836 0,9628 1,0432 0,7058 0,8963 0,5058

Vi/Vo 4 1 1,0241 0,9726 1.0211 0,7360 0,9941 0,5604

Vi/Vo 1 0,9756 0,9458 0,9999 0,7118 0,9485 0,5245

Gjennomsnitt

Vi/Vo 0 0,04 0,03 0,06 0,03 0,04 0,03

St.avvik

SM 433 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer2 | 0,647 nM 6,47 nM 64,7 nM 647 nM 6,47 UM 64,7 uM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 12,656 13,702 13,478 14,300 14,422 12,972 9,735
V 2 parallell 13,695 14,592 14,986 15,028 14,447 14,126 10,737
V 3 parallell 14,469 14,598 15,078 16,001 15,964 14,768 11,049
V 4 parallell 15,578 15,243 15,103 15,982 15,780 14,476 10,679

Vi/Vo 1 1 1,0826 1,0863 1,1299 1,1395 1,0250 0,7692

Vi/Vo 2 1 1,0655 1,0943 1,0973 1,0549 1,0315 0,7840

Vi/Vo 3 1 1,0089 1,0421 1,1059 1,1033 1,0207 0,7636

Vi/Vo 4 1 0,9785 0,9695 1,0259 1,0130 0,9293 0,6855

Vi/Vo 1 1,0339 1,0481 1,0898 1,0777 1,0016 0,7506

Gjennomsnitt

Vi/Vo 0 0,05 0,06 0,05 0,06 0,05 0,04

St.avvik

SM 335 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer 2 0,499 nM 4,99 nM 49,9 nm 499 nM 4,99 uM 49,9 uM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 13,966 12,817 13,750 13,067 13,596 10,177 6,214
V 2 parallell 14,934 14,755 13,452 14,170 14,465 10,460 7,401
V 3 parallell 16,119 15,351 15,910 14,975 13,854 10,635 7,651
V 4 parallell 15,927 15,675 15,870 13,962 14,185 9,613 8,608

Vi/Vo 1 1 0,9177 0,9845 0,9356 0,9735 0,7287 0,4449

Vi/Vo 2 1 0,9880 0,9008 0,9488 0,9686 0,7004 0,4956

Vi/Vo3 1 0,9524 0,9870 0,9290 0,8595 0,6598 0,4747

Vi/Vo 4 1 0,9842 0,9964 0,8766 0,8906 0,6036 0,5405

Vi/Vo 1 0,9606 0,9672 0,9225 0,9231 0,6731 0,4889
Gjennomsnitt
Vi/Vo 0 0,03 0,04 0,03 0,06 0,05 0,04
St.avvik
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Forbindelser med "merkelige” grafer i forhold til PsE + BLS

MT 137 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer 2 0,54 nM 5,42 nM 54,2 nM 542 nM 5,42 uM 54,2 uM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 13,997 14,499 14,934 15,355 15,692 16,808 19,157
V 2 parallell 13,601 14,507 14,782 15,172 14,934 15,729 16,683
V 3 parallell 14,839 13,802 14,112 15,085 15,498 15,837 15,712
V 4 parallell 14,636 13,953 13,993 14,120 14,747 15,983 20,444
BF 66 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer 2 0,75 nM 7,51 nM 75,1 nM 751 nM 7,51 uM 75,1 uM
| brgnn pa plate
V 1 parallell 13,654 13,966 14,240 14,577 14,803 12,486 20,216
V 2 parallell 15,019 15,016 15,352 14,290 14,789 13,437 18,137
V 3 parallell 15,576 15,615 14,301 16,325 15,607 13,891 -12,032
V 4 parallell 15,996 15,866 16,972 16,910 16,427 15,027 -30,751

MT 35 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Absolutt kons. Buffer 2 0,601 nM 6,01 nM 60,1 nM 601 nM 6,01 uM 60,1 uM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 14,653 14,739 14,910 15,211 15,054 13,992 28,649
V 2 parallell 15,167 15,301 15,466 15,852 15,603 13,895 66,222
V 3 parallell 14,725 15,215 15,802 15,671 15,966 15,280 2,337

V 4 parallell 17,503 17,119 15,913 17,414 17,400 15,052 28,742
V 5 parallell 14,933 15,159 1,106 15,804 15,966 16,093 182,547
V 6 parallell 14,493 14,181 16,103 16,251 16,060 16,373 40,643
V 7 parallell 16,847 16,963 16,545 17,049 16,814 17,356 46,223
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C. TLN + AGLA

Spektra MAX Gemini EM plateleser og svart costar 96 brgnn plater med klar bunn ble brukt.
Eksitasjon 330/10 nM, emisjon 460/10 nM. Preinkubering 15 min ved 37 °C. Avlesing av reaksjonshastighet
(Vo og Vi) i 30 min ved 37 °C etter substrat pasetting. Arbeidskonsentrasjoner: TLN - 4.376 nM (gir i brgnn
0.21 nM), PsE - 6.67 nM (gir i brgnn 0.33 nM), AGLA - 75 uM (gir i brgnn 15 uM). Fortynninger av enzym og
substrat utfgrt med buffer 1 (se tabell 6). Hemmer forbindelser (tabell 3,4 og 5) ble fortynnet med faktor
10 med buffer 2 (se tabell 6). Buffer 2 brukt som kontroll. Hjelpeplater og multipipetter ble brukt for
pasetting av stoffer. Assay i hver kyvette: 65 ul buffer 1 (se tabell 6), 20 ul substrat, 10 pul hemmer/buffer 2
(se tabell 6), 5 pl enzym. Rekkefolge for blanding: Bufferl—->buffer 2->enzym->preinkubering->substrat.
pH i forsgkene var 7.3.

Forbindelser av interesse for TLN (av Dr. Campestre)

PP 173 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Hemmer kons. Buffer 2 0,98 nM 9,82 nM 98,2 nM 982 nM 9,82 uM 98,2 uM 981,7 uM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 8128.4 7544.7 6715.6 7535.5 7125.5 7510.3 6539.5 2713.2
V 2 parallell 9077.4 9211.5 7241.4 8054.4 7462.9 7962.1 7115.5 3223.8

Vi/Vo 1 1.0000 0.92819 0.82619 0.92706 0.87662 0.92396 0.80453 0.33379

Vi/Vo 2 1.0000 1.01477 0.79774 0.88730 0.82214 0.87713 0.78387 0.35515
Vi/Vo gjennoms. 1.0000 0.97148 0.81197 0.90718 0.84938 0.90055 0.79420 0.34447
Vi/Vo st. avvik 1.0000 0.06122 0.02012 0.02811 0.03852 0.03311 0.01461 0.01510

BF 66 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Hemmer kons. Buffer 2 0,75 nM 7,51 nM 75,1 nM 751 nM 7,51 uM 75,1 uM 751,0 uM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 5591.3 5173.4 5312.0 5149.7 5491.9 5396.9 3225.1 0

V 2 parallell 6048.0 5528.0 5699.7 5948.4 5892.5 5682.6 3540.2 0
Vi/Vo 1 1.0000 0.92526 0.95005 0.92102 0.98222 0.96523 0.57681 0
Vi/Vo 2 1.0000 0.91402 0.94241 0.98353 0.97429 0.93958 0.58535 0
Vi/Vo gjennoms. 1.0000 0.91964 0.94623 0.95228 0.97826 0.95241 0.58108 0
Vi/Vo st.awvik 1.0000 0.00795 0.00540 0.04420 0.00561 0.01814 0.00604 0

BF 249 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Hemmer kons. Buffer 2 1,33 nM 13,3 nM 133 nM 1,33 uM 13,3 uM 133 uM 1,32 mM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 5822.1 4875.7 5722.1 5115.2 5658.8 5204.9 3359.9 550.67

V 2 parallell 5835.3 5855.6 5643.2 5428.9 5734.8 5351.6 3560.9 671.44
Vi/Vo 1 parallell 1.0000 0.83745 0.98282 0.87858 0.97195 0.89399 0.57709 0.09458
Vi/Vo 2 parallell 1.0000 1.00348 0.96708 0.93035 0.98278 0.91711 0.61023 0.11507
Vi/Vo gjennoms. 1.0000 0.92047 0.97495 0.90447 0.97737 0.90555 0.59366 0.10483
Vi/Vo st. avvik 1.0000 0.11740 0.01113 0.03661 0.00766 0.01635 0.02343 0.01449
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BF 268 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Hemmer kons. Buffer 2 0,99 nM 9,99 nM 99,9 nM 999 nM 9,99 uM 99,9 uM 998,9 uM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 9880.8 10257 9291.1 10076 9634.9 9524.1 6565.5 2555.0
V 2 parallell 10677 11082 9932.9 10443 10778 10161 6755.6 2254.3

Vi/Vo 1 1.0000 1.03807 0.94032 1.01976 0.97511 0.96390 0.66447 0.25858

Vi/Vo 2 1.0000 1.03793 0.93031 0.97808 1.00946 0.95167 0.63272 0.21113
Vi/Vo gjennoms. 1.0000 1.03800 0.93532 0.99892 0.99229 0.95779 0.64860 0.23486
Vi/Vo st. avvik 1.0000 0.00010 0.00708 0.02947 0.02429 0.00865 0.02245 0.03355

BF 407 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Hemmer kons. Buffer 2 1,332 nM 13,32 nM 133,2 nM 1,332 uM 13,32uM 133,2uM 1,33 mM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 11250 10493 9734.2 10984 11204 10733 10194 4914.6
V 2 parallell 10585 10394 9574.7 10858 11053 10665 10049 5278.2

Vi/Vo 1 1.0000 0.93271 0.86526 0.97636 0.99591 0.95404 0.90613 0.43685

Vi/Vo 2 1.0000 0.98196 0.90455 1.02579 1.04421 1.00756 0.94936 0.49865
Vi/Vo gjennoms. 1.0000 0.95734 0.88491 1.00108 1.02006 0.98080 0.92775 0.46775
Vi/Vo st. avvik 1.0000 0.03483 0.02778 0.03495 0.03415 0.03784 0.03057 0.04370

BF 418 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Hemmer kons. Buffer 2 1,00 nM 9,95 nM 99,5 nM 995 nM 9,95 uM 99,5 uM 995,3 uM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 10257 10064 10269 10212 11063 10596 9272.3 3645.6
V 2 parallell 10365 10590 10320 10502 11089 10824 9180.6 3562.8

Vi/Vo 1 1.0000 0.98118 1.00117 0.99561 1.07858 1.03305 0.90400 0.35543

Vi/Vo 2 1.0000 1.02171 0.99566 1.01322 1.06985 1.04428 0.88573 0.34373
Vi/Vo gjennoms. 1.0000 1.00145 0.99842 1.00442 1.07422 1.03867 0.89487 0.34958
Vi/Vo st. avvik 1.0000 0.02866 0.00390 0.01245 0.00617 0.00794 0.01292 0.00827

BF 421 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Hemmer kons. Buffer 2 1,30 nM 13,0 nM 130 nM 1,30 uM 13,0 uM 130 uM 1,30 mM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 4450.9 5440.4 5599.5 5134.1 5570.6 5404.8 4864.5 1871.6
V 2 parallell 6278.8 5646.6 5803.7 5153.6 5750.9 5997.1 5287.1 1905.0

Vi/Vo 1 1.0000 1.22231 1.25806 1.15350 1.25157 1.21432 1.09293 0.42050

Vi/Vo 2 1.0000 0.89931 0.92433 0.82079 0.91592 0.95513 0.84206 0.30340
Vi/Vo gjennoms. 1.0000 1.06081 1.09120 0.98715 1.08375 1.08473 0.96750 0.36195
Vi/Vo st. avvik 1.0000 0.22840 0.23598 0.23526 0.23734 0.18328 0.17739 0.08280

BF 282 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Hemmer kons. Buffer 2 0,63 nM 6,26 nM 62,6 nM 626 nM 6,26 UM 62,6 uM 626,3 UM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 5709.7 5553.2 5676.7 5705.3 5505.9 3328.8 1557.2 0
V 2 parallell 5763.7 5894.6 5926.1 5418.3 5566.6 3433.6 1513.5 0

Vi/Vo 1 1.0000 0.97259 0.99422 0.99923 0.96431 0.58301 0.27273 0

Vi/Vo 2 1.0000 1.02271 1.02818 0.94007 0.96580 0.59573 0.26259 0
Vi/Vo gjennoms. 1.0000 0.99765 1.01120 0.96965 0.96506 0.58937 0.26766 0
Vi/Vo st. avvik 1.0000 0.03544 0.02401 0.04183 0.00105 0.00899 0.00172 0
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FF33 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Hemmer kons. Buffer 2 0, 673 nM 6,683 nM 66,83 nM 668,3 nM 6,683 UM 66,83 UM 668,3 UM
| brgnn pa plate

V 1 parallell 5656.2 5318.3 5369.6 5445.7 4112.7 729.55 0 0
V 2 parallell 5826.4 5243.6 5639.8 5663.4 4311.2 1389.0 0 0
V 3 parallell 5672.2 4906.4 4693.1 5259.9 3901.8 412.9 0 0
V 4 parallell 5961.1 5312.7 5393.4 5687.3 4198.4 1114.4 0 0
Vi/Vo 1 1.0000 0.94026 0.94933 0.96278 0.72711 0.12898 0 0
Vi/Vo 2 1.0000 0.89997 0.96797 0.97202 0.73994 0.23840 0 0
Vi/Vo 3 1.0000 0.86499 0.82739 0.92731 0.68788 0.07279 0 0
Vi/Vo 4 1.0000 0.89123 0.90477 0.95407 0.70430 0.18695 0 0
Vi/Vo gjennom. 1.0000 0.89911 0.91237 0.95405 0.71481 0.15678 0 0
Vi/Vo st. avvik 1.0000 0.03120 0.06255 0.01927 0.02323 0.07165 0 0
SM434 Vo Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi
Hemmer kons. Buffer 2 0,475 nM 4,752 nM 47,52 nM 475,2 nM 4,752 uM 47,52uM 475,2 uM
| brgnn pa plate
V 1 parallell 8072.9 7767.6 5578.4 7070.9 7633.4 7375.0 6488.0 2974.7
V 2 parallell 8609.1 8531.1 7623.1 7872.3 7834.7 7866.8 6764.2 2912.4
Vi/Vo 1 1.0000 0.96218 0.69100 0.87588 0.94556 0.91355 0.80368 0.36848
Vi/Vo 2 1.0000 0.99094 0.88547 0.91442 0.91005 0.91378 0.78570 0.33829
Vi/Vo gjennoms. 1.0000 0.97656 0.78824 0.89515 0.92781 0.91367 0.79469 0.35339
Vi/Vo st. avvik 1.0000 0.02037 0.13751 0.02725 0.02511 0.00016 0.01271 0.02135
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D. Dose-respons kurver for utvalgte forbindelser mot TLN ved bruk av AGLA som ikke inngikk i

oppgaven.

Felles for alle graffer er at X-akse representerer log [I] (uUM), og Y-akse er V,/V,,

Konsentrasjoner for hemmerer i disse tilfellene 10 gang st@rre enn med eksperimentene med TLN + BLS.
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E. Tre andre Michaelis-Menten kurver som inngikk ikke i oppgaven.
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F. Tabeller med forbindelser fra samarbeidspartnere i Italia.

X ZBG
T
R' R"
R

Compound R R’ R” X ZBG MW
EL1ES CeHs H H SO, PO3H, 312.28
2
FF34 CgHs H H SO, COOH 276.31
3
FF33 CgHs H H SO, CONHOH 275.33
4
MT260 CeHs H H S PO5H, 280.28
5 (4-CH30)-CeH,
MT113c cyclohexylamine salt H H 50, POsH, 441.49
6
MT137 (4-CI)-CeHa H H 50, PO;H, 346.73
7
MT155 (4-CF3)-CeHa H H SO, PO;H, 326.31
8
VM19 (3-Cl)-CgH, H H S0, PO,H, 346.73
9 .
VDL22 2-thienyl H H S0, PO,H, 318.31
10
MT152 (4-CH;30)-CgH,O H H SO, POsH, 358.31
11
MT200 (CgHs)C=C H H SO, POzH, 336.31
12
VDL29 CgHs H H SO,CH, POsH, 326.31
13
VDL28 CeHs H H SO,CH,CH, PO;H, 340.34
14
MT176 CeHs H (CH5),CHCH, S0, PO;H, 368.39
15
MT35 (4-CH30)-CH, H (CgHs)CH, SO, PO3H, 432.44
16
MT179 CeHs CH, CH, S0, POH, 340.34
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Weight of the

Compound MW
sample
2,508
17 HO. __N
N° N <~ "NHCH . )
PP170 N H/\ér Y 3 350.41 5.0mg
i gfu‘i
18 HO. N
N° N Y~ "NHCH . ]
PP173 A : 3 350.41 5.0 mg
O \(j
it
5 P H/OH 202.21 5.0
BF144 I I ) omg
O\IO O
20 s M o
BF243 /©/ NN 230.24 5.0 mg
hit
e : HN% Y 244.25 5.0
BF249 O . .0mg
o)
M on
HN™ N
22 o
BF252 \© 320.34 5.0 mg
00 O
23 ‘sﬁNJ\N,OH I .
BF255 /O/ H OB . .0mg
HaCO
hit
.OH
2 0 HN% M 292.31 5.0
BF268 : ’S . 0mg
o)
.OH
N o]
25 o
BF282 319.35 5.0 mg
g i
.OH
26 HN
BF298 350.44 5.0 mg
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27
BF17 256.30 5.0mg
N N
H H
(@]
28 ©/ O\ﬁ )OJ\ 27230 50m
BF58 N~ ~N-OF ' - me
H H
29 e}
2 ‘\‘\ANJ\ on 270.33 5.0mg
CH, 1
30 O
o 257.29 5.0 mg
OJJ\ N,OH
H
(0]
O\/\OJI\N,OH
. C
BF66 298.29 5.0mg
NC
Q9
32 S._NO,
BFA07 ©/ 201.20 5.0 mg
Q9
S._NO;,
33
BFA1S O 277.30 5.0 mg
QL9
34 S~
BFa1 ©/ NO, 215.23 5.0mg
35 (CHs)CH,CH,
496. .
SM335 cyclohexylamine salt 96.60 >-0mg
36 (4-iPr0)-C¢H,
SM321 cyclohexylamine salt >26.63 >-0mg
37 (4-Cl)-CgH,
SM233 cyclohexylamine salt 20299 >-0me
38 (4-F)-CoHa
SM323 cyclohexylamine salt 486.54 >-0mg
39 (4-Me)-CgH,4
SM328 cyclohexylamine salt 482.57 >-0mg
40 (4- Et0)-CgH,
SM319 cyclohexylamine salt >12.60 >-0mg
41 (3‘Me)‘C5H4
2. .
SM433 cyclohexylamine salt 482.57 >-0mg
42 Br
SM434 cyclohexylamine salt 471.35 >-0mg
43 (4- MeO)-CoHa 498.57 5.0 mg
SM153 cyclohexylamine salt ’ ’
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