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Prof. dr. Sonata Jarmalaitė (National Cancer Institute, biomedical sciences,
biology – 01 B).

Members:

Prof. dr. Saulius Serva (Vilnius university, physical sciences, biochemistry –
04 P),

Dr. Martti Tolvanen (University of Turku, Finland, physical sciences, bioche-
mistry – 04 P),

Dr. Aušra Sasnauskienė (Vilnius university, physical sciences, biochemistry –
04 P),

Dr. Arvydas Kanopka (Vilnius university, physical sciences, biochemistry –
04 P).

The thesis defence will take place at the public defense hearing at Life Science Center,
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I
↪
vadas

Šiuolaikinėje farmacijos rinkoje fermentai sudaro daugiau nei trečdali↪ i↪vairiu↪ vaistu↪
taikiniu↪ [1]. Toks taikiniu pagri↪stas vaistu↪ kūrimas yra svarbus pradiniame etape, kai
atrenkami tam tikri ligandai (slopikliai ar aktyvatoriai), s ↪aveikaujantys su liga siejamu
baltymu. Siekiama nustatyti tokiu↪ baltymu↪ aktyvumo ar ju↪ genu↪ raǐskos keitimo būdus,
kurie būtu↪ pritaikomi klinikiniuose tyrimuose.

Vieni ǐs tokiu↪ taikiniu↪ yra karboanhidrazės (CAs). Tai plačiai gamtoje paplit ↪e fer-
mentai, kurie yra žinomi daugiau nei 80 metu↪ [2] ir i↪traukti i↪ i↪vairius tyrimus, pavyzdžiui,
enzimologijos pagrindus ir klinikin ↪e medicin ↪a. Žmogaus organizme randama 12 katali-
zǐskai aktyviu↪ CA izoformu↪. Ju↪ pagrindinė funkcija yra pH homeostazės palaikymas,
katalizuojant grižtam ↪a anglies dioksido hidratacijos reakcij ↪a, kurios metu susidaro bi-
karbonato ir protono jonai. Ši reakcija yra esminė daugeliui fiziologiniu↪ procesu↪. Todėl
kai kurie CA izoformu↪ genu↪ raǐskos ar aktyvumo sutrikimai siejami su i↪vairiomis ligo-
mis, pavyzdžiui, glaukoma, epilepsija, nutukimu ar naviku↪ vystymusi. Šiu↪ ligu↪ gydymui
siekiama sukurti aukštu giminingumu ir atrankumu pasižyminčius slopiklius, s ↪aveikau-
jančius tik su patologija susijusiomis CA izoformomis ir neturinčius reikšmingo poveikio
kitoms, normaliai organizme funkcionuojančioms CA. Tačiau tai sudėtinga užduotis, nes
žmogaus CA izoformu↪ struktūros yra labai panašios tarpusavyje.

S ↪aveikos stiprumo tarp ligando ir žmogaus baltymo in vitro tyrimams paprastai nau-
dojami rekombinantiniai baltymai. Todėl yra svarbu, kad rekombinantinis baltymas būtu↪
tinkamas endogeninio natyvaus baltymo modelis. Tik šios s ↪alygos ǐspildymo atveju ga-
lima tikėtis terapinės naudos pacientams, jei vyks tolimesni junginio klinikiniai tyrimai.
I↪domu tai, kad žmogaus CA VI izoforma gali būti ǐsgryninta ǐs Escherichia coli bakteriju↪
ir žmoniu↪ seiliu↪. Todėl galima palyginti junginio giminingum ↪a rekombinantinei CA VI
ir endogeninei natyviai CA VI, ǐsskirtai ǐs žmoniu↪ seiliu↪ (toliau tekste vadinama natyvia
CA VI).

Šiuo metu žinomas platus spektras ligu↪, siejamu↪ su CA izoformomis. Nustatyta,
kad CA IX baltymo kiekis padidėja vystantis navikams esant hipoksijos s ↪alygoms, tačiau
CA IX dažniausiai neaptinkama sveikuose audiniuose. Norint slopinti CA IX katalizini↪
aktyvum ↪a, viena ǐs sėkmingiausiu↪ iki šiol žinomu↪ strategiju↪ yra paremta sulfonamidiniu↪
junginiu↪ panaudojimu. Nors daug sulfonamidiniu↪ CA IX slopikliu↪ yra sukurta ir aprašyta
literatūroje, tik keletas tokiu↪ junginiu↪ pasiekė klinikinius tyrimus, tačiau ju↪ rezultatai yra
neigiami arba kol kas nėra žinomi. Todėl skirtingu↪, efektyvesniu↪ sulfonamidiniu↪ CA IX
slopikliu↪ kūrimas ir ju↪ nauda pacientams ǐslieka aktualūs tyrimu↪ aspektai.

Dažniausiai pritaikomas metodas CA katalizinio aktyvumo tyrimuose yra sustabdy-
tos srovės CO2 hidratacijos metodas. Deja jis turi kelet ↪a trūkum ↪a, pavyzdžiui, nežinoma
tiksli CO2 koncentracija [3]. Todėl biofizikiniai metodai, tokie kaip fluorescencinis termi-
nio poslinkio metodas ir izoterminė titravimo kalorimetrija, yra perspektyvios alterna-
tyvos, siekiant nustatyti stebimuosiuos jungimosi termodinaminius parametrus ir pagal
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juos apskaičiuoti tikrines s ↪aveikos stiprum ↪a apibūdinančias vertes. Tikriniai parametrai
nepriklauso nuo eksperimentu↪ s ↪alygu↪ ir i↪vertina protonizacijos reakciju↪, vykstančiu↪ slo-
pikliui jungiantis su baltymu, i↪tak ↪a. Todėl tik tikrinės jungimosi parametru↪ vertės yra
reikšmingos molekuliniu↪ atpažinimo mechanizmu↪ supratimui ir kuo aukštesniu giminin-
gumu baltymui pasižyminčiu↪ junginiu↪ kūrimui.

Fermentinio slopinimo ir biozikiniais metodais gautu↪ duomenu↪ lyginimas su biologiniu↪
tyrimu↪ rezultatais reikšmingai sustiprina ǐsvadas apie junginio struktūros-aktyvumo s ↪aryši↪.
Tai yra svarbu vaistu↪ kūrimui ir vystymui. Pastaraisias metais žuvys danijos (lot. Danio
rerio) ir varlės Xenopus laevis kaip patogūs, stuburiniai, modeliniai organizmai žymiai
prisidėjo prie junginiu↪ savybiu↪ charakterizavimo, taip užpildant sprag ↪a tarp tradiciniu↪
fermentiniu↪, biofizikiniu↪ metodu↪ ir ikiklinikiniu↪ in vitro tyrimu↪, naudojant žmogaus
vėžines l ↪asteles. Vis dėlto dažna biomedicininiu↪ tyrimu↪ praktika yra paremta žmogaus
vėžinėmis l ↪astelėmis kaip modeline sistema priešvėžiniu↪ junginio savybiu↪ nustatymui.
Apibendrinant, biofizikiniu↪, biocheminiu↪ ir biologiniu↪ metodu↪ pritaikymas yra būtinas
ǐssamiam junginio s ↪avybiu↪ i↪vertinimui pradiniame vystymo etape.

Tikslas
Palyginti rekombinantinės bei natyvios CA VI tikrinius jungimosi su slopikliais para-

metrus ir i↪vertinti perspektyviausiu↪ CA IX slopikliu↪ poveikius biologinėse sistemose kaip
pradini↪ žingsni↪ priešvėžiniu↪ vaistu↪ vystymo link.

Užduotys
� Išmatuoti tam tikru↪ sulfonamidiniu↪ slopikliu↪ jungimosi su rekombinantine ir naty-

via CA VI stebimuosius parametrus.

� Iš tam tikru↪ sulfonamidiniu↪ slopikliu↪ grupės atrinkti aukščiausiu giminingumu re-
kombinantinei CA VI pasižyminti↪ slopikli↪, remiantis stebimaisiais ir tikriniais jun-
gimosi parametrais.

� Nustatyti aktyviajame rekombinantinės ir natyvios CA VI centre prie cinko prisi-
jungusios vandens molekulės protonizacijos konstantas ir protonizacijos entalpijas.

� Ištirti toksini↪ perspektyviausiu↪ CA IX slopikliu↪ poveiki↪ daniju↪ embrionuose/lervose.

� Nustatyti perspektyviausiu↪ CA IX slopikliu↪ i↪tak ↪a pH pokyčiams heterologines CA
izoformas turinčiuose Xenopus laevis oocituose.

� Panaudojant žmogaus gimdos kaklelio (HeLa), plaučiu↪ (H460, A549), krūties (MDA-
MB-231) ir kasos (AsPC-1) vėžines l ↪asteles in vitro, i↪vertinti perspektyviausiu↪
CA IX slopikliu↪ funkcinius aktyvumus ir i↪tak ↪a gyvybingumui.
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Mokslinis naujumas

Šiame darbe pirm ↪a kart ↪a buvo i↪vertinti tam tikru↪ sulfonamidiniu↪ junginiu↪ s ↪aveikos su
CA VI stebimieji ir tikriniai termodinaminiai parametrai. Statistǐskai reikšmingo skir-
tumo tarp slopikliu↪ giminingumu↪ natyviai CA VI, ǐsgrynintai ǐs žmoniu↪ seiliu↪, ir rekom-
binantinei CA VI, gautai panaudojus Escherichia coli bakterijas, nenustatyta. Todėl
rekombinantinė CA VI yra tinkamas natyvios CA VI modelis biofizikiniuose tyrimuose.
Be to, literatūroje dažniausiai pateikiami tik stebimieji slopikliu↪ jungimosi su baltymais
parametrai. Šiame darbe tirti stebimieji bei tikriniai jungimosi parametrai ir parody-
ta, kad stebimieji parametrai gali būti klaidinantys s ↪aryšio tarp junginio struktūros bei
jungimosi giminingumo nustatyme.

Pastaraisias metais daug dėmesio buvo skiriama priešvėžiniu↪ CA IX slopikliu↪ kūrimui.
Šioje disertacijoje pateikti nauju↪ CA IX slopikliu↪ VD11-4-2, VD12-09 ir VR16-09 tyrimu↪
rezultatai. Tai fluorinti benzensulfonamidai, kurie hidrofobiniais pakaitais orto ir meta
pozicijose skiriasi nuo jau publikuotu↪ junginiu↪. Tokios hidrofobinės grupės užtikrina
šiu↪ slopikliu↪ aukšt ↪a atrankum ↪a ir giminingum ↪a CA IX, kaip parodyta fermentiniais ir
biofizikiniais metodais bei patvirtinta rentgenostruktūrine analize.

Šiame darbe daniju↪ embrionu↪/lervu↪, Xenopus oocitu↪ ir žmogaus vėžiniu↪ l ↪asteliu↪ mo-
delinės sistemos buvo panaudotos kartu su fermentiniais ir biofizikiniais metodais, sie-
kiant i↪vertinti nauju↪ CA IX slopikliu↪ efektyvum ↪a. Xenopus oocituose pirm ↪a kart ↪a paro-
dytas VD11-4-2 junginio efektyvumas, atrankiai slopinant heterologin ↪e CA IX biologinėje
sistemoje (IC50 = 15 nM). Tyrimu↪ žmogaus vėžinėse l ↪astelėse rezultatai pirm ↪a kart ↪a pa-
rodė nuo CA IX priklausom ↪a slopikliu↪ funkcini↪ aktyvum ↪a, kai slopikliai buvo pritaikyti
l ↪asteliu↪ mitybinės terpės rūgštinimo slopinimui hipoksijos s ↪alygomis. Be to, klonogeninės
analizės eksperimentai atskleidė reikšming ↪a, nuo hipoksijos priklausom ↪a junginiu↪ i↪tak ↪a
l ↪asteliu↪ gyvybingumui, kai buvo panaudotas erdvinis (3D) l ↪asteliu↪ modelis. Taigi šioje
disertacijoje pateikiama nauja koncepcija, paremta biocheminiu↪, biofizikiniu↪ ir l ↪astelės
biologijos metodu↪ derinimu. Pagal gautus duomenis galima charakterizuoti junginiu↪
efektyvum ↪a, o ši informacija yra vertinga tolimesniam ju↪ vystymui.

Ginamieji teiginiai
� Rekombinantinė CA VI yra tinkamas natyvios CA VI modelis s ↪aveikos su sulfona-

midiniais slopikliais tyrimams ir tik tikriniai jungimosi parametrai gali būti kore-
liuojami su junginio struktūromis tikslingai kuriant vaistus.

� Prieš pradedant klinikinius tyrimus, fermentiniu↪ ir biofizikiniu↪ metodu↪ derinimas
su eksperimentais biologinėse modelinėse sistemose, pavyzdžiui, danijose, Xenopus
oocituose bei žmogaus vėžinėse l ↪astelėse, suteikia reikšmingos informacijos apie
junginio veikimo pobūdi↪ ir efektyvum ↪a.

� Fermentiniais ir biofizikiniais metodais parodytas bei daniju↪ embrionuose/lervose,
Xenopus oocituose ir žmogaus vėžinėse l ↪astelėse patvirtintas aukštas nauju↪ CA IX
slopikliu↪ efektyvumas rodo, kad šie junginiai gali būti toliau vystomi kaip CA IX
atrankūs vaistai priešvėžinėje terapijoje.
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Disertacijos struktūra

Disertacij ↪a sudaro septynios dalys: i↪vadas, literatūros apžvalga, metodu↪ dalis, rezul-
tatai, diskusija, ǐsvados ir literatūros s ↪arašas. Čia pateikiama disertacijos santrauka.

Literatūros apžvalga
Literatūros apžvalgoje aprašyta hipoksija kaip vienas ǐs svarbiu↪ naviko mikroaplinkos

bruožu↪ ir pateikti l ↪astelės prisitaikymo prie hipoksijos būdai. Apžvelgti l ↪astelės baltymai,
palaikantys pH homeostaz ↪e, bei ju↪ veikimo mechanizmai.

Vieni ǐs fermentu↪, reguliuojančiu↪ H
+, CO2 ir HCO–

3 jonu↪ koncentracijas l ↪astelės viduje
ir užl ↪astelinėje erdvėje, yra karboanhidrazės (CA). Literatūros apžvalgoje aptartos dvieju↪
žmogaus CA izoformu↪, CA VI ir CA IX, struktūros bei funkcijos. CA VI yra ypatinga
tuo, kad yra vienintelė sekretuojama CA izoforma, randama seilėse, piene, ašarose [4–6].
CA IX yra svarbi daugelio naviku↪ charakteristika [7, 8], kurios geno raǐska dažniausiai
padidėja hipoksijos s ↪alygomis [9]. Dažniausiai CA IX nerandama sveikuose audiniuose.
Todėl CA IX baltymas yra pripažintas taikinys priešvėžiniu↪ vaistu↪ kūrimui [10]. Be to,
šioje dalyje aprašytas ligu↪ spektras, siejamas su kitomis CA izoformomis, pristatytos
žinomos CA fermentinio aktyvumo keitimo strategijos ir daniju↪ bei Xenopus oocitu↪ kaip
modeliniu↪ sistemu↪ pritaikymo galimybės CA tyrimu↪ srityje.

Literatūros apžvalgoje pateikti pagrindiniai vaistu↪ kūrimo ir vystymo etapai bei in-
formacija apie svarbiausiu↪ cheminiu↪ junginiu↪ ir antikūnu↪, s ↪aveikaujančiu↪ su pH reguliuo-
jančiais baltymais, klinikinius tyrimus.

Metodai

Baltymu
↪

gamyba

Natyvios karboanhidrazės VI gavimas

Tyrime dalyvavo 10 savanoriu↪, kurie buvo 20-44 metu↪ amžiaus. Dalyviai buvo supa-
žindinti su eksperimento eiga ir surinkti ju↪ pasirašyti sutikimai dalyvauti eksperimente.
Tyrimo metodologija atitiko Helsinkio deklaracijos standartus ir j ↪a patvirtinto Biotech-
nologijos Instituto etikos komitetas (protokolo numeris 2014/06/25, Nr. 63). Natyvi
CA VI gryninta ǐs 0,5 L seiliu↪ pagal Parkkilos ir jo kolegu↪ metodik ↪a [11]. Gauta ∼5 mg
baltymo.

Rekombinantinės karboanhidrazės VI gavimas

Sukonstruota plazmidė su tiksliniu genu, koduojančiu UniProtKB duomenu↪ bazėje
paskelbt ↪a žmogaus CA VI sek ↪a (P23280) nuo 21 iki 290 aminorūgšties. Geno klonavi-
mas, raǐska ir rekombinantinio baltymo gryninimas ǐs Escherichia coli (E. coli) atlikti
pagal anksčiau publikuot ↪a metodik ↪a [12]. Rekombinantinės CA VI gryninim ↪a ǐs žinduoliu↪
FreeStyle 293-F l ↪asteliu↪ atliko Jurgita Matulienė pagal [13].
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Slopikliai

CA slopikliai etokzolamidas (EZA) ir acetazolamidas (AZM) buvo pirkti (Sigma-
Aldrich). Benzensulfonamidas (BSA) gauta ǐs prof. Peteris Trapencieris (Latvijos Orga-
ninės Sintezės Institutas, Ryga). Kitus CA slopiklius, naudotus tyrimuose, susintetino
Virginija Dudutienė (Biotermodinamikos ir vaistu↪ tyrimu↪ skyrius, Biotechnologijos ins-
titutas, Vilniaus universitetas). Jie buvo anksčiau publikuoti [14].

Baltymo-slopiklio s
↪
aveikos termodinaminė analizė

Fluorescencinis terminio poslinkio metodas (FTSA)

Tai biofizikinis metodas, leidžiantis vieno eksperimento metu nustatyti tiek silpnai,
tiek stipriai besijungiančius slopiklius bei i↪vertinti termini↪ baltymo stabilum ↪a. FTSA eks-
perimentai atlikti Corbett Rotor-Gene 6000 (Qiagen Rotor-Gene Q) spektrofluorimetru
(žadinimas 365± 20 nm, emisija 460± 15 nm). Baltymo tirpalas su skirtingomis jungi-
nio koncentracijomis buvo kaitinamas nuo 25°C iki 99°C, keliant temperatūr ↪a 1 ◦C min−1

greičiu. Naudojant solvatochromini↪ daž ↪a natrio 8-anilino-1-naftaleno sulfonat ↪a (ANS),
matuotas fluorescencijos signalas. Pagal gautus duomenis nustatyta baltymo lydymosi
temperatūra (Tm). Esant tokiai temperatūrai, ǐssivyniojusio ir natyvaus baltymo kon-
centracijos yra lygios. Šio parametro pokytis pridėjus skirtingus junginius yra propor-
cingas s ↪aveikos tarp baltymo ir junginio giminingumui. Tirpalus sudarė 5µM-10µM
baltymo, 0 µM-200µM junginio, 50 µM ANS (Sigma-Aldrich), 50 mM natrio fosfato bu-
ferinio tirpalo (pH 7,0), turinčio 100 mM NaCl ir 2% DMSO. Bendras mėginio tūris buvo
20µl. Siekiant nustatyti slopiklio jungimosi konstantos (Kb) priklausomyb ↪e nuo buferi-
nio tirpalo pH, naudotas 50 mM natrio fosfato, 50 mM natrio acetato ir 25 mM natrio
borato buferinis tirpalas (pH 5,5-9,5). Norint sužinoti, kokiame buferiniame tirpale bal-
tymas stabiliausias, i↪vertinta i↪vairiu↪ buferiniu↪ tirpalu↪ ir ju↪ pH i↪taka baltymo Tm. Kuo
aukštesnė Tm, tuo stabilesnis baltymas tiriamose s ↪alygose. Gauti duomenys analizuoti
pagal publikuot ↪a modeli↪ [15].

Izoterminė titravimo kalorimetrija (ITC)

Tai biofizikinis metodas, kuriuo remiantis galima nustatyti baltymo-junginio s ↪aveikos
termodinaminius parametrus, tokius kaip stecheometrij ↪a, giminingum ↪a, entalpijos bei
entropijos pokyčius ir šilumin ↪e talp ↪a. ITC matavimai atlikti VP-ITC kalorimetru (Mic-
rocal, Inc.). Eksperimento pradžioje paruošti baltymo ir junginio tirpalai, turintys 1 %
DMSO. Kalorimetro celė, kurios tūris 1,4315 ml, užpildyta 4µM-6µM baltymo tirpalu,
o 300 µl tūrio švirkštas – 40µM-60µM junginio tirpalu. Baltymo tirpalas titruotas inje-
kuojant 25 injekcijas po 10 µl ligando tirpalo 200 s-240 s intervalais. Siekiant nustatyti
s ↪aveikos entalpijos pokyčio priklausomyb ↪e nuo pH, eksperimentai atlikti 25 ◦C arba 37 ◦C
temperatūrose, naudojant 50 mM natrio fosfato arba 50 mM Tris buferinius tirpalus (pH
5,5-9,5), turinčius 100 mM NaCl bei 1 % DMSO. Duomenys analizuoti MicroCal Origin
programine i↪ranga, remiantis publikuotu straipsniu [16].

Stebimuju
↪

ir tikriniu
↪

termodinaminiu
↪

parametru
↪

nustatymas

Kai fermentiniais ar biofizikiniais metodais matuojama s ↪aveika tarp cheminio junginio
ir CA fermento, nustatomi stebimieji jungimosi parametrai. Tačiau jie neatspindi tikrojo
junginio giminingumo baltymui, nes šie abu besijungiantys komponentai tirpale yra skir-
tingos protonizacijos būsenos nei komplekse. S ↪aveika vyksta, kai CA aktyviajame centre
prie cinko jono yra prisijungusi vandens molekulė (protonizuotas hidroksido jonas), o
junginio sulfonamidinė grupė yra deprotonizuota. Todėl protonizacijos-deprotonizacijos
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reakcijos yra reikalingos, kad būtu↪ inicijuotas slopiklio jungimasis su CA. Atėmus pro-
tonizacijos reakciju↪ indėli↪ stebimajai jungimosi energetikai, gaunami tikriniai jungimosi
parametrai. Tikrinės vertės, skirtingai nuo stebimu↪ju↪ parametru↪, nepriklauso nuo eks-
perimento s ↪alygu↪, pavyzdžiui, buferinio tirpalo ir jo pH. Todėl tikriniai parametrai yra
reikšmingi giminingumo i↪vertinimui, molekuliniu↪ atpažinimo mechanizmu↪ supratimui ir
tolimesniam junginio vystymui.

Tikrinė jungimosi konstanta (Kb intr) apskaičiuojama pagal lygti↪:

Kb intr =
Kb obs

fCAZnH2O
fRSO2NH−

(1)

fCAZnH2O
ir fRSO2NH− yra atitinkamai CA baltymo, kai jo aktyviajame centre prie cin-

ko jono prisijungusi vandens molekulė, ir deprotonizuoto sulfonamidinio (SA) slopiklio
frakcijos. Jos nustatomos pagal lygtis:

fCAZnH2O
=

10pKa,CA−pH

1 + 10pKa,CA−pH
(2)

fRSO2NH− =
10pH−pKa,SA

1 + 10pH−pKa,SA
(3)

Stebimasis ar tikrinis junginio giminingumas dažnai literatūroje nurodomas pateikiant
disociacijos konstant ↪a (Kd):

Kd =
1

Kb

(4)

Pagal stebim ↪asias ar tikrines Kb ir Kd vertes galima apskaičiuoti stebim ↪aj ↪a ar tikrin ↪e
jungimosi Gibso energij ↪a (∆bG):

∆bG = −RT lnKb = −RT ln
1

Kd

= ∆bH − T∆bS (5)

Tikrinė jungimosi entalpija (Hb intr) apskaičiuojama pagal lygti↪:

∆bHintr = ∆bHobs − nSA∆pHSA − nCA∆pHCA + nbuf∆pHbuf (6)

kur ∆bHobs yra stebimoji jungimosi entalpija (ǐsmatuojama eksperimentǐskai), ∆pHSA,
∆pHCA ir ∆pHbuf yra atitinkamai junginio (SA grupės), CA baltymo (aktyviajame centre
prie cinko jono prisijungusios vandens molekulės) ir buferinio tirpalo protonizacijos en-
talpijos. nSA= fRSO2NH−–1 yra nuo slopiklio i↪ buferini↪ tirpal ↪a perneštu↪ protonu↪ skaičius,
nCA=1–fCAZnH2O

yra ǐs buferinio tirpalo prie CA aktyviajame centre esančio hidroksi-
do jono prisijungusiu↪ protonu↪ skaičius, n=nCA+nSA yra ǐs buferinio tirpalo gautu↪ ar
buferiniam tirpalui atiduotu↪ protonu↪ skaičius.

Slopikliu
↪

tyrimu
↪

daniju
↪

embrionuose/lervose metodika

Eksperimentai atlikti Tamperės Universitete, Suomijoje, laikantis nustatytu↪ standartu↪
(protokolo nr. LSLH-2007–7254/Ym-23). Daniju↪ embrionai auginti iki 6 dienu↪ 28,5 ◦C
temperatūroje, naudojant terp ↪e, sudaryt ↪a ǐs 5,0 mM NaCl, 0,17 mM KCl, 0,33 mM CaCl2,
0,33 mM MgSO4 ir 0,1 % metileno mėlio.
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Fenotipo pokyčiu
↪
tyrimai. Daniju↪ embrionai inkubuoti terpėje esant 1µM-1000µM

VD11-4-2, VD12-09 arba EZA. Kontrolinėje grupėje naudoti laukinio tipo embrionai bei
embrionai, inkubuoti terpėje esant 0,1 %-1,0 % DMSO. Slopikliu↪ i↪taka daniju↪ embrionu↪/lervu↪
mirtingumui ir sukelti fenotipo pokyčiai buvo i↪vertinami šviesiniu mikroskopu (Carl Zeiss
MicroImaging GmbH) kas 24 val. 5 dienas ǐs eilės. Kreivės, parodančios nuo koncentraci-
jos priklausom ↪a junginiu↪ i↪tak ↪a daniju↪ lervu↪ mirtingumui po 5 dienu↪ poveikio, nubrėžtos
Origin 7.0 (OriginLab) programa, remiantis Hilo modeliu, kai Hilo koeficientas lygus 4-8.
Taikant Hilo modeli↪, nustatytos slopikliu↪ koncentracijos, sukeliančios 50 % tirtu↪ daniju↪
lervu↪ mirtingum ↪a (LC50).

Histologinė analizė. Daniju↪ lervos po 5 dienu↪ slopikliu↪ poveikio buvo 3 val. inkubuo-
tos 4 % formalino fosfatiniame buferiniame tirpale kambario temperatūroje. Po to daniju↪
lervos buvo laikomos 70 % etanolyje esant 4 ◦C temperatūrai iki pjūviu↪ mėginiu↪ ruoši-
mo, kuriuos atliko Ashok Aspatwar (Tamperės Universitetas, Suomija) pagal publikuot ↪a
metodik ↪a [17].

Slopikliu
↪

tyrimu
↪
Xenopus oocituose metodika

Eksperimentai atlikti Kaiserslauterno Universitete, Vokietijoje, laikantis nustatytu↪
standartu↪ (protokolo nr. 23 177–07/A07–2-003 §6). Oocitai paruošti eksperimentams
pagal publikuot ↪a metodik ↪a [18]. I↪ oocitus i↪vesta 1 ng-6 ng RNR, koduojančios žmogaus
CA II, CA IV, CA IX arba CA XII.

pH matavimai. Heterologiniu↪ CA izoformu↪ fermentinio aktyvumo nustatymui atlikti
pH matavimai oocituose, naudojant buferini↪ tirpal ↪a, sudaryt ↪a ǐs 82,5 mM NaCl, 2,5 mM
KCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 1 mM Na2HPO4 ir 5 mM Hepes (pH 7,8), bei analogǐsk ↪a
tirpal ↪a, kuriame buvo 5 % CO2, o vietoj 25 mM NaCl naudota 25 mM NaHCO3. Mikro-
elektrodai vidul ↪astelinio ir užl ↪astelinio pH matavimo eksperimentams oocituose paruošti
pagal publikuot ↪a metodik ↪a [18]. Prieš kiekvien ↪a eksperiment ↪a elektrodai kalibruoti, nau-
dojant du Hepes buferinius tirpalus, kuriu↪ pH 7,4 arba 6,8. Vidul ↪astelinio pH matavimo
eksperimentuose mikroelektrodas i↪vestas i↪ oocitu↪ vidu↪ ir i↪tvirtintas pozicijoje, kad būtu↪
kuo arčiau membranos ǐs vidinės l ↪astelės pusės. Užl ↪astelinio pH matavimo eksperimen-
tuose mikroelektrodas priglaustas kuo arčiau membranos ǐsorinės pusės, užtikrinant, kad
mikroelektrodas i↪ l ↪astelės vidu↪ nebūtu↪ i↪vestas. Analizuojant duomenis, nustatyta elekt-
rodo potencialo priklausomybė nuo pH prieš ir po oocito poveikio su slopikliu. Pritai-
kius tiesinės regresijos modeli↪, i↪vertintas vidul ↪astelinio [H+] kitimo greitis (∆[H+]i/∆t).
Išmatuotos užl ↪astelinio [H+] (∆[H+]s) pokyčiu↪ amplitudės. Slopikliu↪ koncentracijos, su-
mažinančios CA izoformos fermentini↪ aktyvum ↪a 50 %, nustatytos remiantis Hilo modeliu,
kai Hilo koeficientas lygus 0.5.

Masiu
↪

spektrometrija. Slopikliu↪ poveikis heterologiniu↪ CA izoformu↪ fermentiniam
aktyvumui oocituose patvirtintas masiu↪ spektrometrijos (MS) metodu, naudojantis kvadru-
poliniu masiu↪ spektrometru (OmniStar GSD 320, Pfeiffer Vacuum). Žymėto 13C18O2

hidratacijos reakciju↪ metu gali susidaryti 3 junginiai, turintys skirting ↪a masės ir krūvio
santyki↪ (m/z): 13C18O18O (m/z = 49), 13C18O16O (m/z = 47) ir 13C16O16O (m/z = 45).
Tyrimams naudoti 20 natyviu↪, neturinčiu↪ CA, arba 20 oocitu↪ su tam tikra heterologi-
ne CA izoforma lizatai. Pirmu atveju hidratacijos reakcijos buvo lėtos, o antru atveju
CA fermentai katalizavo hidratacijos reakcijas ir jos vyko greičiau. I↪vertinant katalizuo-
jamos reakcijos 18O kitimo greiti↪ pagal 3 skirtingu↪ izotopu↪ kiekius ir ji↪ palyginant su
nekatalizuojamos reakcijos greičiu, galima nustatyti CA fermentini↪ aktyvum ↪a [19] ir jo
priklausomyb ↪e nuo tam tikro slopiklio koncentracijos. Vykdytu↪ MS eksperimentu↪ metu
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i↪vertintas 1 nM ir 10 nM VD11-4-2 slopiklio poveikis heterologinės CA IX fermentiniam
aktyvumui 25 ◦C temperatūroje. Nekatalizuojamos reakcijos metu vykstantis 18O kiti-
mas matuotas 5 min, po to i↪ mėginio kiuvet ↪e i↪piltas oocitu↪ lizatas ir toliau 5 min matuoti
18O pokyčiai. Po to i↪ t ↪a pači ↪a kiuvet ↪e i↪pilta didėjančios koncentracijos slopiklio tirpalo,
kiekvien ↪a kart ↪a oocitu↪ lizat ↪a su skirtingos slopiklio koncentracijos tirpalu inkubuojant
po 5 min ir tuo pačiu metu nustatant 18O pokyčius.

Slopikliu
↪

tyrimu
↪

žmogaus vėžinėse l
↪
astelėse metodika

L
↪
asteliu

↪
kultivavimas. Žmogaus gimdos kaklelio (HeLa), plaučiu↪ (H460, A549), krūties

(MDA-MB-231) ir kasos (AsPC-1) vėžinės l ↪astelės kultivuotos Dulbecco modifikuotoje
Eagle mitybinėje terpėje (DMEM, Lonza) su 10 % fetalinio veršelio serumo (FBS, Lonza)
37 ◦C temperatūroje, esant 21 % O2 ir 5 % CO2. MS eksperimentuose naudotos skirtin-
gos MDA-MB-231 ir HeLa l ↪asteliu↪ mitybinės terpės. Gyvybingumo nustatymo, MS ir
užl ↪astelinio rūgštinimo (pH) eksperimentuose dalis l ↪asteliu↪ buvo inkubuotos 0,2 % O2,
5 % CO2 bei 94,8 % N2 s ↪alygomis hipoksijos kameroje (MACS VA500, Don Whitley Sci-
entific), esant 37 ◦C temperatūrai. Remiantis CRISPR-Cas9 technologija, HeLa l ↪asteles,
neturinčias CA IX baltymo, paruošė Gabor Gondi (Helmholtz Centre, Vokietijoje) ir Ra-
ymon Niemans (Mastrichto Universitete, Olandijoje). Stažuotės Mastrichto Universitete
metu prisidėjau prie l ↪asteliu↪ kultivavimo ir atrankos pagal imunoblotingo metod ↪a, kai
tikrintas CA IX baltymo kiekis.

Masiu
↪
spektrometrija. Eksperimentus atliko Holger M. Becker (Hanoverio Veterina-

rinės Medicinos Universitete, Vokietijoje). Naudotos nelizuotos MDA-MB-231 ir HeLa
vėžinės l ↪astelės. Kaip ir eksperimentuose su oocitais, metodas paremtas žymėto 13C18O2

kiekio kitimu, tačiau šiuo atveju hidratacijos reakcij ↪a katalizavo užl ↪astelinės CA izo-
formos. MDA-MB-231 kultivuotos Gibco Leibovitz-L15 terpėje (Life Technologies) su
10 % FBS, 5 mM gliukozės ir 1 % penicilino/streptomicino. HeLa kultivuotos RPMI-1640
terpėje (Sigma Aldrich) su 10 % FBS ir 1 % penicilino/streptomicino. Prieš eksperimen-
t ↪a l ↪astelės augintos 72 val. hipoksijos s ↪alygomis (1 % O2). MDA-MB-231 l ↪astelės 3 val.
inkubuotos su slopikliais arba DMSO ir po to suspenduotos Hepes buferiniame tirpale
(143 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgSO4, 1 mM Na2HPO4, 10 mM Hepes,
pH 7,2). Nekatalizuojamos reakcijos metu vykstantis 18O kitimas matuotas 6 min, po to
i↪ mėginio kiuvet ↪e i↪pilta MDA-MB-231 l ↪asteliu↪, paveiktu↪ slopikliu arba DMSO, suspensija
ir toliau 8 min matuoti 18O pokyčiai. Pritaikius CRISPR-Cas9 sistem ↪a, HeLa l ↪astelėse
nuslopinta geno, koduojančio CA IX baltym ↪a, raǐska. MS eksperimento metu tokios l ↪as-
telės inkubuotos su slopikliu, kai slopiklio tirpalas buvo i↪pilamas i↪ l ↪asteliu↪ suspensij ↪a
kiuvetėje.

Užl
↪
astelinio rūgštinimo (pH) eksperimentai. HeLa, H460, MDA-MB-231 ir AsPC-

1 l ↪astelės kultivuotos DMEM terpėje su 10 % FBS. Mitybinė terpė A549 l ↪astelėms paga-
minta laboratorijoje. Ši terpė analogǐska DMEM terpei, tačiau joje sumažinta NaHCO3

koncentracija iki 10 mM. Pirm ↪a eksperimento dien ↪a, likus 24 val. iki poveikio slopikliais,
buvo užsėjamos l ↪astelės. Kiekvienai l ↪asteliu↪ linijai parinkti tokie tankiai, kad eksperimen-
to pabaigoje būtu↪ gautas didžiausias galimas l ↪asteliu↪ mitybinės terpės rūgštinimo rezul-
tatas. L ↪astelės inkubuotos DMEM terpėje su 5 µM-50µM VR16-09, VD11-4-2, VD12-09
arba 0,05 % DMSO ir 72 val. augintos inkubatoriuje su 21 % O2 arba perkeltos i↪ hipoksijos
kamer ↪a (0,2 % O2). Penkt ↪a eksperimento dien ↪a matuoti pH pokyčiai pagal publikuot ↪a
metodik ↪a [20].
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L
↪
asteliu

↪
gyvybingumo nustatymas. Naudojant alamarBluer reagent ↪a (Life Tech-

nologies), vertinta slopikliu↪ i↪taka l ↪asteliu↪ gyvybingumui. L ↪astelės buvo užsėjamos 24 val.
iki poveikio slopikliais. Tuomet jos 72 val. inkubuotos DMEM terpėje su 10µM-150µM
VR16-09, VD11-4-2, VD12-09 arba 0,25 % DMSO, esant 21 % arba 0,2 % O2. Po to
nuo l ↪asteliu↪ slopiklio tirpalas nusiurbtas ir užpilta 10 % alamarBluer reagento tirpalo.
Inkubuota 2 val. 37 ◦C temperatūroje, esant 21 % O2. Matuotas fluorescencijos signalas
spektrofotometru (FLUOstarr Omega, BMG Labtech), sužadinimo bangos ilgis 540 nm,
emisijos – 580 nm. Remiantis Hilo modeliu, i↪vertintos koncentracijos, lemiančios l ↪asteliu↪
gyvybingumo sumažėjim ↪a 50 % (EC50).

Klonogeninė analizė. Šiuose tyrimuose panaudotos monosluoksnio dvimatės (2D) He-
La ir 3D H460 l ↪asteliu↪ kultūros. HeLa l ↪astelės buvo užsėjamos tokiu tankiu, kaip pH eks-
perimentuose, likus 24 val. iki poveikio junginiais. Jos 72 val. inkubuotos DMEM terpėje
su 10 µM-50µM VR16-09, VD11-4-2, VD12-09 arba 0,05 % DMSO, esant 21 % arba 0,2 %
O2. Tuomet l ↪astelės ǐssėtos koloniju↪ formavimui, kuris vyko 14 dienu↪. H460 sferoidai
auginti 4 arba 11 dienu↪, 24 val. inkubuoti DMEM terpėje su 5 µM-15µM VR16-09 arba
0,05 % DMSO ir suspenduoti iki pavieniu↪ l ↪asteliu↪. Jos ǐssėtos koloniju↪ formavimui, kuris
vyko 14 dienu↪. Kolonijos dažytos ir fiksuotos 0,4 % metileno mėlio tirpalu, paruoštu 70 %
etanolyje, suskaičiuotos ir i↪vertintas slopikliu↪ poveikis gyvybingumui.

H460 sferoidu
↪
auginimas. Autoklavuotu 1,5 % agarozės (Sigma-Aldrich) tirpalu, pa-

ruoštu DMEM terpėje, padengti 60 vidiniu↪ šulinėliu↪ 96 šulinėliu↪ plokštelėje. Po 500 H460
l ↪asteliu↪ užsėta i↪ kiekvien ↪a šulinėli↪ su polimerizuota agaroze. DMEM mitybinė terpė keis-
ta kas 2 dienas. Po 7 arba 11 augimo dienu↪ H460 sferoidai 2 val. inkubuoti su 20µg/ml
pimonidazolu (PIMO, Hypoxyprobe-1, HP-1000, BioConnect) 37 ◦C temperatūroje, su-
rinkti ir užšaldyti imunofluorescencinei analizei. Kita dalis H460 sferoidu↪ auginti 4 arba
11 dienu↪, 24 val. inkubuoti DMEM terpėje su 5 µM-15µM VR16-09 arba 0,25 % DMSO
ir surinkti klonogeninei analizei.

Imunoblotingo metodas. Baltymu↪ tirpalu↪ paruošimas ir detekcija atlikti pagal publi-
kuot ↪a metodik ↪a [20]. Naudoti pirminiai antikūnai, atpaži↪stantys CA IX (M75, skiedimas
1:40, gauta ǐs prof. Silvia Pastorekova, Slovakijos Mokslu↪ Akademija, Slovakija), CA XII
(15A4, skiedimas 1:100, gauta ǐs prof. Aurelija Žvirblienė, Vilniaus Universitetas, Lietu-
va), MCT1 (skiedimas 1:100) ir MCT4 (skiedimas 1:400, gauta ǐs Holger M. Becker, Ha-
noverio Veterinarinės Medicinos Universitetas, Vokietija), lamin ↪a A (skiedimas 1:10 000 ,
Sigma-Aldrich) ir aktin ↪a (1:2 000 000 , MP Biomedicals). Pirminiu↪ antikūnu↪ nustatymui
naudoti atitinkami antriniai antikūnai (skiedimas 1:2000, Cell Signaling).

Imunofluorescencinė analizė. Paruošti 7 µm užšaldytu↪ H460 sferoidu↪ pjūviai. Mėginiai
fiksuoti acetonu (4 ◦C, 10 min) ir toliau dirbta pagal publikuot ↪a metodik ↪a [20]. Nau-
doti pirminiai antikūnai, atpaži↪stantys PIMO ir CA IX, bei šiuos pirminius antikūnus
atpaži↪stantys antriniai antikūnai, atitinkamai Alexa Fluorr 488 ir Alexa Fluorr 594
(abieju↪ skiedimas 1:500, Invitrogen). Branduolio vaizdinimui mėginiai inkubuoti su
5 µg/ml 2-(4-amidinofenil)-1H -indolo-6-karboksamidinu (DAPI, Life Technologies) 2 min
kambario temperatūroje.

Statistinė analizė. Naudota GraphPad Prism (6.01) programa. Pagal duomenu↪ pasi-
skirstym ↪a, pritaikytas Stjudento t arba Mann–Whitney U testas. Skirtumai tarp grupiu↪
laikyti statistǐskai reikšmingais, kai reikšmingumo lygmuo p<0,05 (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001).
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Rezultatai

Slopikliu
↪

jungimosi su CA VI termodinaminė analizė

Šiame darbe siekta i↪vertinti tam tikru↪ slopikliu↪ giminingumus natyviai CA VI, ǐs-
grynintai ǐs žmogaus seiliu↪, ir rekombinantinei CA VI, gautai ǐs E. coli bei žinduoliu↪
FreeStyle 293-F l ↪asteliu↪. Tokiu būdu norėta nustatyti rekombinantinės CA VI kaip naty-
vios CA VI modelio tinkamum ↪a baltymo-junginio s ↪aveikos tyrimuose. Buvo pasirinkti 25
turintys fluoro grup ↪e (1-3w) bei 3 be fluoro (6a-6c) slopikliai, kuriu↪ struktūros parodytos
1 paveiksle.

1 pav. Slopikliu↪ 1, 2, 3a–w, 6a–6c, AZM, BSA ir EZA struktūros. Slopikliai ǐsdėstyti
s ↪aveikos su rekombinantine CA VI, ǐsgryninta ǐs E. coli, Kd intr didėjimo tvarka.

Ekperimentǐskai buvo nustatyti baltymo s ↪aveikos su slopikliais stebimieji jungimosi
parametrai, priklausantys nuo buferinio tirpalo pH, bei apskaičiuoti tikriniai, nuo eks-
perimento s ↪alygu↪ nepriklausantys jungimosi parametrai (2 pav.). Stebimosios vertės yra
reikšmingos, kai siekiama i↪vertinti junginiu↪ giminingum ↪a CA VI, esant vienodoms, arti-
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moms fiziologinėms eksperimentinėms s ↪alygoms. Tikriniai jungimosi parametrai leidžia
geriau suprasti veiksnius, lemiančius molekulini↪ atpažinim ↪a, bei ši ↪a informacij ↪a panau-
doti tolimesniam slopikliu↪ vystymui.

2 pav. Išmatuotu↪ stebimu↪ju↪ (Kd obs) ir suskaičiuotu↪ tikriniu↪ (Kd intr) duomenu↪ paly-
ginimas. Kd obs vertės nustatytos FTSA metodu (37 ◦C, pH 7.0). Pateiktas kiekvieno
eksperimento 3 pakartojimu↪ vidurkis su standartiniu nuokrypiu. Tikriniai parametrai
suskaičiuoti pagal 1 lygti↪.

Stebimu
↪
ju
↪

parametru
↪

analizė. Nustatyti stebimieji 8 slopikliu↪ s ↪aveikos su 3 CA VI
baltymais, ǐsgrynintais ǐs skirtingu↪ šaltiniu↪, parametrai. Kd obs vertės sutapo matavimo
FTSA metodu tikslumo ribose (duomenys nesiskyrė daugiau nei 2 kartus).

Palyginus atitinkamu↪ junginiu↪, besiskiriančiu↪ tik fluoro grupiu↪ buvimu (3c su 6a, 3e
su 6b, 3o su 6c), s ↪aveikos giminingumus, nustatyta, kad fluoras turėjo reikšmingos i↪takos
stebimu↪ju↪ parametru↪ padidinimui ir slopikliu↪ sulfonamidinės grupės pKa sumažinimui.
Pavyzdžiui, slopikliu↪ 3c (su fluoro grupėmis) ir 6a (be fluoro grupiu↪) s ↪aveikos su natyvia
CA VI Kd obs buvo atitinkamai 230 nM ir 6700 nM, o ju↪ sulfonamidinės grupės pKa vertės
– atitinkamai 8.14 ir 9.96.

EZA giminingumas CA VI baltymams reikšmingai priklausė nuo eksperimente nau-
doto buferinio tirpalo pH (3 pav., A). S ↪aveika buvo stipriausia ties neutraliu pH ir ji
susilpnėjo, kai pH mažėjo arba didėjo. Slopiklis jungiasi su CA izoforma, kai jo sul-
fonamidinė grupė yra deprotonizuota, o CA aktyviajame centre prie cinko prisijung ↪es
hidroksido jonas yra protonizuotas. Esant rūgštiniam pH, deprotonizuot ↪a sulfonamidin ↪e
grup ↪e turinčio slopiklio koncentracija sumažėjo. Esant šarminiam pH, CA VI aktyvia-
jame centre protonizuoto hidroksido jono koncentracija sumažėjo. Toks besijungiančiu↪
komponentu↪ kiekio mažėjimas lėmė silpnesn ↪e s ↪aveik ↪a tiek mažėjant, tiek didėjant bu-
ferinio tirpalo pH. Atliekant ITC eksperimentus, parodyta EZA jungimosi stebimosios
entalpijos (∆bHobs) priklausomybė nuo buferinio tirpalo ir jo pH (3 pav., B).

Tikriniu
↪

parametru
↪

analizė. 2 paveiksle slopikliai ǐsdėstyti tikrinės s ↪aveikos su re-
kombinantine CA VI ǐs E. coli silpnėjimo tvarka. Didžiausias skirtumas tarp stebimojo
ir tikrinio junginio giminingumu↪ buvo nustatytas benzensulfonamidams be fluoro grupiu↪
(6a, 6b ir 6c). Jie i↪vertinti kaip stipriausiai su CA VI s ↪aveikaujantys junginiai (Kd intr
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3 pav. (A) EZA jungimosi su CA VI ∆bGobs priklausomybės nuo pH, ǐsmatuotos FTSA
(37 ◦C). Taškai žymi eksperimentinius duomenis, o linijos – modelius, atitinkančius 1
lygti↪ ir perskaičiuotus i↪ ∆bGobs. Eksperimentai atlikti naudojant 50 mM natrio fosfato,
50 mM natrio acetato ir 25 mM natrio borato buferini↪ tirpal ↪a. (B) ITC ǐsmatuota EZA
jungimosi su CA VI ǐs E. coli ∆bHobs priklausomybė nuo pH, naudojant natrio fosfato
(Pi) ir Tris buferinius tirpalus (37 ◦C). Linijos gautos pagal 6 modeli↪.

buvo 0,11 nM-0,39 nM). Slopikliai 3b ir 3r jungėsi su CA VI silpniausiai tiek pagal ste-
bimuosius, tiek pagal tikrinius parametrus. Tik triju↪ junginiu↪ (1, 3j ir 3p) stebimasis
ir tikrinis jungimosi giminingumas skyrėsi mažiau nei 100 kartu↪. Slopikliu↪ cheminės
struktūros ir tikriniu↪ termodinaminiu↪ parametru↪ s ↪aryšio analizė parodė, jog s ↪aveikas su
CA VI lėmė hidrofobiniai pakaitai, tuo tarpu fluorai sumažino jungimosi stiprum ↪a.

FTSA ir ITC metodais nustatyti CA VI, ǐsgrynintos ǐs 3 skirtingu↪ šaltiniu↪, aktyvia-
jame centre cinko koordinuojamo hidroksido protonizacijos duomenys bei pKa vertės (1
lentelė).

1 lentelė. CA VI protonizacijos duomenys ir pKa vertės. ND – nenustatyta.

Baltymas šaltinis T pKa ∆pG ∆pH T∆pS
(◦C) (kJ mol−1) (kJ mol−1) (kJ mol−1)

CA VI žmogaus seilės 37 5,5 -31,4 ND ND
CA VI žinduoliu↪ l ↪astelės 37 5,5 -31,4 ND ND
CA VI E. coli 25 6,2 -35,4 -32,0 3,4
CA VI E. coli 37 6,0 -34,2 -29,0 5,2

Remiantis protonizacijos duomenimis, apskaičiuoti tikriniai EZA jungimosi su rekom-
binantine CA VI ǐs E. coli parametrai (2 lentelė).

2 lentelė. Tikriniai EZA jungimosi su rekombinantine CA VI ǐs E. coli parametrai.

Baltymas T ∆bHintr ∆bGintr T∆bSintr

(◦C) (kJ mol−1) (kJ mol−1) (kJ mol−1)
CA VI 25 -58,0 -53,9 -4,1
CA VI 37 -65,5 -54,1 -11,4
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Perspektyviausiu
↪

CA IX slopikliu
↪

tyrimai modelinėse sistemose

Kuriant CA IX, vėžiniu↪ l ↪asteliu↪ žymens, slopiklius kaip potencialius priešvėžinius vais-
tus, svarbu, kad jie stipriai ir atrankiai jungtu↪si su CA IX, bet silpnai s ↪aveikautu↪ su ki-
tomis CA izoformomis, pavyzdžiui, CA VI. Disertacijos autorė ǐsmatavo ∼200 slopikliu↪
jungim ↪asi su CA VI FTSA metodu, ǐs kuriu↪ junginiai VD11-4-2 ir VD12-09 buvo atrink-
ti kaip perspektyvūs CA IX slopikliai (3 lentelė). Tolimesniam junginiu↪ vystymui buvo
svarbu patvirtinti ju↪ efektyvum ↪a biologinėse modelinėse sistemose. Todėl buvo atlik-
ti junginiu↪ tyrimai daniju↪ embrionuose/lervose, Xenopus oocituose ir žmogaus vėžinėse
l ↪astelėse.

3 lentelė. Perspektyviausiu↪ CA IX slopikliu↪ struktūros ir jungimosi su rekombinantinėmis
CA izoformomis Kd obs vertės, ǐsmatuotos FTSA (37 ◦C, pH 7.0). VD11-4-2 ir VD12-09
s ↪aveiku↪ su CA duomenys buvo publikuoti [21].

Kd obs (nM)

CA izoforma

SO2NH2

N
H

SO2

FF

F

OH

VD11-4-2

SO2NH2

S

N
H

F

F

OH

F

VD12-09

SO2NH2

S

N
H

F

F F

HOOC

VR16-09

CA I 710 50 000 ≥ 200 000
CA II 60 1300 ≥ 200 000
CA III 40 000 ≥ 200 000 ≥ 200 000
CA IV 25 1700 ≥ 200 000
CA VA 2500 3300 ≥ 200 000
CA VB 5,6 210 45 000
CA VI 95 4300 ≥ 200 000
CA VII 9,8 330 37 000
CAIX 0,05 1,1 0,16
CA XII 3,3 330 710
CA XIII 3,6 140 20
CA XIV 1,6 170 170

Slopikliu
↪

tyrimai daniju
↪

embrionuose/lervose

Mirtingum
↪
a lemiančiu

↪
slopikliu

↪
koncentraciju

↪
i
↪
vertinimas. Siekiant ǐstirti nuo

koncentracijos priklausom ↪a VD11-4-2, VD12-09 ir EZA slopikliu↪ poveiki↪ daniju↪ gyvy-
bingumui, buvo panaudota virš 2300 daniju↪ embrionu↪. Pagal apskaičiuotas LC50 vertes
nustatyta, kad VD11-4-2 i↪taka gyvybingumui buvo mažesnė už VD12-09 ir EZA poveiki↪
(4 pav.), t.y. VD11-4-2 slopiklio LC50 lygi 120 µM, o LC50 vertės VD12-09 ir EZA
junginiams ∼10 kartu↪ mažesnės (atitinkamai 13µM ir 9 µM).
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4 pav. Daniju↪ gyvybingumo priklausomybės nuo slopikliu↪ koncentraciju↪: (A) VD11-4-2
( ), VD12-09 (�); (B) EZA. Daniju↪ embrionai inkubuoti su slopikliais 120 val.. Taškai
žymi eksperimentinius duomenis, o linijos – teorines kreives, nubrėžtas pagal Hilo modeli↪.

Fenotipo pokyčiai. Stipriausi ↪a i↪tak ↪a daniju↪ lervu↪ fenotipui po 5 dienu↪ poveikio turėjo
EZA. Šis slopiklis lėmė perikardito (širdiplėvės uždegimo) susidarym ↪a, kūno formos po-
kyčius ir nei↪sisavint ↪a trynio maǐseli↪, kuris yra vienas ǐs pagrindiniu↪ maisto medžiagu↪
šaltiniu↪ daniju↪ embrionu↪ vystymosi metu (5 pav., A). Šie sutrikimai nebuvo nustatyti
daniju↪ lervose po poveikio VD junginiais (5 pav., B) arba DMSO (5 pav., C). Histologinės
analizės rezultatai parodė, kad audiniams tirti slopikliai poveikio neturėjo.

 

A B C

5 pav. Daniju↪ lervu↪ fenotipo pokyčiai po 5 dienu↪ inkubavimo su 10µM EZA (A), 100µM
VD11-4-2 (B) ir DMSO (C). Rodyklės A dalyje nurodo perikarditus.

Slopikliu
↪

tyrimai Xenopus oocituose

Vidul
↪
astelinės CA IX slopinimas. Klier su kolegomis parodė, kad ∼80 % heterolo-

ginės CA IX randama Xenopus oocito viduje [22]. Todėl buvo tirti VD11-4-2 ir VD12-09
poveikiai vidul ↪asteliniu↪ CA IX ir CA II fermentiniams aktyvumams. Matuojant mikro-
elektrodais, nustatyta slopikliu↪ i↪taka oocitu↪ rūgštinimo pokyčiams, kuriuos katalizavo
tam tikra heterologinė CA izoforma. Šioje modelinėje sistemoje rūgštinimas sukeltas
oocitus veikiant 5 % CO2/ 25 mM HCO–

3 buferiniu tirpalu. Lyginant su natyviais ooci-
tais, vidul ↪astelinio rūgštinimo greitis (∆[H+]i/∆t) padidėjo nuo 25,4± 2,9 nM min−1 (6
pav., C) iki 82,0± 8,8 nM min−1 arba 137,5± 14,7 nM min−1 oocituose atitinkamai su
CA IX (6 pav., B, E) arba CA II (6 pav., A, D). Po inkubavimo su 10 µM VD11-4-2
oocituose su CA II ∆[H+]i/∆t nepasikeitė. Tačiau oocituose su CA IX po poveikio su
10µM VD11-4-2 ∆[H+]i/∆t sumažėjo nuo 82,0± 8,8 nM min−1 iki 20,3± 3,5 nM min−1,
o ši vertė atitiko ∆[H+]i/∆t natyviuose oocituose po inkubavimo su 10 µM VD11-4-2
(20,2± 1,4 nM min−1). Be to, VD11-4-2 buvo nustatytas kaip nenuplaunamas po 15 min
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arba 45 min CA IX slopiklis (6 pav., E). Slopiklis VD12-09 pasižymėjo atrankumu CA IX
lyginant su CA II, tačiau jo i↪taka ∆[H+]i/∆t oocituose su CA IX buvo mažesnė už VD11-
4-2.
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6 pav. Citozolinio [H+] kitimo greičio matavimas Xenopus oocituose su tam tikra hete-
rologine CA izoforma (A, B, D, E) ir natyviuose Xenopus oocituose (C). L ↪astelės buvo
pakartotinai veikiamos CO2/HCO–

3 buferiniu tirpalu prieš ir po inkubacijos su 10µM
VD11-4-2 ir po 15 min arba 45 min plovimo. Pagal raudonas tieses buvo i↪vertinami
nuokrypio kampai, naudoti ∆[H+]i/∆t nustatymui (*p<0.05, ***p<0.001, n.s.: nėra
statistǐskai reikšmingo skirtumo).
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Užl
↪
astelinės CA IX slopinimas. Retgenostruktūrinės analizės rezultatai parodė, kad

CA IX yra transmembraninis baltymas, kurio katalizinis domenas yra l ↪astelės ǐsorėje [23].
Tokios heterologinės CA IX formos Xenopus oocituose randama ∼20 % [22]. Nusta-
tyta VD11-4-2 i↪taka užl ↪astelinio rūgštinimo amplitudžiu↪ pokyčiams (∆[H+]s). Naty-
viuose oocituose ∆[H+]s buvo 15,6± 0,4 nM min−1 (7 pav., B), o oocituose su CA IX –
63,0± 3,1 nM min−1 (7, A, C). Po 10 µM VD11-4-2 poveikio ∆[H+]s oocituose su CA IX
sumažėjo iki 22,1± 0,7 nM min−1 (7, A, C). VD11-4-2 buvo nustatytas kaip nenuplau-
namas po 15 min CA IX slopiklis (7 pav., C). Slopiklis VD12-09 reikšmingos i↪takos [H+]s
oocituose su CA IX neturėjo.
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7 pav. Užl ↪astelinio [H+]s matavimai Xenopus oocituose su tam tikra heterologine CA
izoforma (A ir C) ir natyviuose Xenopus oocituose (B). L ↪astelės buvo pakartotinai vei-
kiamos CO2/HCO–

3 buferiniu tirpalu prieš ir po inkubacijos su 10µM VD11-4-2 ir po
plovimo 15 min. Pagal raudonas tieses buvo i↪vertinamos amplitudės, naudotos ∆[H+]s
nustatymui (**p<0.01, ***p<0.001, n.s.: nėra statistǐskai reikšmingo skirtumo).

Nuo VD11-4-2 koncentracijos priklausomas CA IX slopinimas. Siekiant i↪vertinti
CA IX slopinimo VD11-4-2 junginiu efektyvum ↪a, ǐsmatuota 0,1 nM-10µM VD11-4-2 i↪taka
∆[H+]i/∆t bei [H+]s Xenopus oocituose su CA IX ir pagal Hilo modeli↪ apskaičiuotos IC50

vertės. Vieno eksperimento metu oocitas inkubuotas su didėjančios koncentracijos VD11-
4-2 slopikliu. Nustatytos vidul ↪astelinės ir užl ↪astelinės CA IX slopinimo IC50 vertės buvo
atitinkamai 15 nM (8 pav., A) ir 25 nM (8 pav., B). Šie duomenys pirm ↪a kart ↪a parodė
aukšt ↪a VD11-4-2 giminingum ↪a CA IX baltymui biologinėje sistemoje.
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8 pav. IC50 verčiu↪ nustatymas pagal [H+]i/t (A) ir [H+]s (B) pokyčiu↪ priklausomybes
nuo VD11-4-2 koncentracijos. Taškai žymi eksperimentinius duomenis, o linijos – teorines
kreives, nubrėžtas pagal Hilo modeli↪.

Masiu
↪
spektrometrija. Naudojant Xenopus oocitu↪, turinčiu↪ heterologin ↪e CA IX, liza-

tus, i↪vertinta VD11-4-2 i↪taka bendram vidul ↪astelinės ir užl ↪astelinės CA IX fermentiniam
aktyvumui MS metodu (9 pav.). Paveikus oocitu↪ lizatus 1 nM VD11-4-2 tirpalu, fermen-
tinis CA IX aktyvumas sumažėjo ∼25 %. Nebuvo rasta 13C18O2 kiekio kitimu↪ skirtumo
MS duomenyse, kai buvo naudoti natyvūs oocitai ir oocitai su CA IX po inkubavimo
su 10 nM VD11-4-2. Šie rezultatai patvirtino aukšt ↪a VD11-4-2 efektyvum ↪a, parodyt ↪a
nanomolinės eilės IC50 vertėmis pH matavimo mikroelektrodais eksperimentuose.
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9 pav. Slopiklio VD11-4-2 i↪takos CA IX fermentiniam aktyvumui Xenopus oocituose
nustatymas MS metodu. 20 oocitu↪ lizatas buvo inkubuojamas su didėjančiomis 1 nM
bei 10 nM VD11-4-2 dozėmis (*p<0.05, ***p<0.001, n.s.: nėra statistǐskai reikšmingo
skirtumo).

Slopikliu
↪

tyrimai žmogaus vėžinėse l
↪
astelėse

Šioje modelinėje sistemoje tirti trys slopikliai: VD11-4-2, VD12-09 ir VR16-09. Nau-
jas junginys VR16-09 buvo susintetintas, kuris pasižymėjo aukštu giminingumu ir dides-
niu už VD11-4-2 bei VD12-09 atrankumu rekombinantinei CA IX (3 lentelė). Todėl buvo
svarbu nustatyti VR16-09 biologini↪ efektyvum ↪a, ypač žmogaus vėžinėse l ↪astelėse.

Nuo CA IX priklausomas slopikliu
↪

aktyvumas. Šiame darbe naudotos A549 ir
H460 (plaučiu↪), AsPC-1 (kasos), MDA-MB-231 (krūties) ir HeLa (gimdos kaklelio) žmo-
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gaus vėžinės l ↪astelės. Esant hipoksijos s ↪alygoms (0,2 % O2), jose nustatytas padidėj ↪es
CA IX kiekis, o CA XII kiekis normoksijos ir hipoksijos s ↪alygomis nepakito. HeLa l ↪asteliu↪
CA IX buvo didesnio molekulinio svorio nei kitose tirtose l ↪astelėse. Tai galėtu↪ lemti skir-
tingos posttransliacinės modifikacijos.

10 pav. CA IX (A) ir CA XII (B) nustatymas imunoblotingo metodu A549, AsPC-1,
MDA-MB-231, H460 ir HeLa l ↪astelėse po 72 val. kultivavimo, esant 21 % O2 (N) arba
0,2 % O2 (H). Laminas A buvo naudojamas kaip teigiama kontrolė.

Slopikliu↪ aktyvumas buvo tirtas MS metodu, naudojant žymėt ↪a
13C18O2. I↪ matavimo

kiuvet ↪e i↪pilta hipoksijos s ↪alygomis augintu↪ MDA-MB-231 vėžiniu↪ l ↪asteliu↪ suspensija lėmė
greitesnius 18O pokyčius, kuriuos katalizavo užl ↪astelinės CA izoformos. Tokios l ↪asteliu↪
suspensijos prieš MS matavimus inkubuotos su VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09 slopik-
liais. Nustatytos užl ↪asteliniu↪ CA baltymu↪ slopinimo IC50 vertės buvo 1,29± 0,11 nM,
2,95± 0,69 nM ir 167,4± 1,3 nM atitinkamai VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09 junginiams
(11 pav.).
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11 pav. MS metodu i↪vertinta MDA-MB-231 l ↪asteliu↪, 72 val. kultivuotu↪ 0,2 % O2 s ↪aly-
gomis, užl ↪asteliniu↪ CA aktyvumo priklausomybė nuo VR16-09 koncentracijos. L ↪astelės
buvo inkubuotos su slopikliu 3 val. iki MS eksperimento pradžios. Pateikti eksperimentu↪,
pakartotu↪ 4 kartus, rezultatu↪ vidurkiai su standartiniais nuokrypiais.

Naudojant CRISPR-Cas9 sistem ↪a, HeLa l ↪astelėse buvo nuslopinta geno, koduojančio
CA IX, raǐska. Jos panaudotos nuo CA IX priklausomo slopikliu↪ veikimo tyrimuose MS
metodu. Naudotos didesnėms už 100 kartu↪ junginiu↪ koncentracijos nei nustatytos ju↪
IC50 vertės MDA-MB-231 l ↪astelėse. Tirti VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09 slopikliai
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neturėjo i↪takos hipoksijoje augintu↪ HeLa l ↪asteliu↪, neturinčiu↪ CA IX, užl ↪asteliniu↪ CA
aktyvumui (12 pav.). Tam tikras kitu↪ užl ↪asteliniu↪ CA izoformu↪ aktyvumas ǐsliko ir
nebuvo veikiamas tirtais slopikliais. HeLa l ↪astelėse, kuriose nebuvo genetiniu↪ pakeitimu↪,
slopikliais reikšmingai sumažintas užl ↪asteliniu↪ CA aktyvumas iki tokiu↪ verčiu↪, kurios
buvo ǐsmatuotos HeLa l ↪astelėse be CA IX baltymo po poveikio slopikliais. Tokiu būdu
parodytas tirtu↪ slopikliu↪ atrankus, nuo CA IX priklausomas veikimo mechanizmas.
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12 pav. MS metodu i↪vertintas nuo CA IX priklausomas VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09
slopikliu↪ veikimas HeLa l ↪astelėse, 72 val. kultivuotose 0,2 % O2 s ↪alygomis. Buvo naudotos
HeLa be genetiniu↪ pakeitimu↪ ir HeLa su nuslopinta geno, koduojančio CA IX, raǐska
(HeLa CA IX KO1 ir HeLa CA IX KO2) l ↪astelės. Balti stulpeliai rodo užl ↪asteliniu↪ CA
aktyvum ↪a l ↪astelėse prieš inkubavim ↪a su slopikliais, pilki stulpeliai – po slopikliu↪ poveikio
(**p<0.01, ***p<0.001, n.s.: nėra statistǐskai reikšmingo skirtumo).

Slopikliu↪ funkciniai aktyvumai patvirtinti pH matavimo eksperimentais, atliktais hi-
poksijos kameroje. Kontroliniai, identǐski eksperimentai buvo atliekami normoksijos s ↪aly-
gomis. VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09 reikšmingai sumažino HeLa l ↪asteliu↪ mitybinės
terpės rūgštinim ↪a hipoksijos s ↪alygomis nuo koncentracijos priklausomu būdu (13 pav.,
A). Slopikliu↪ poveikis normoksijoje buvo nereikšmingas. VD12-09 funkcinis aktyvumas
buvo silpniausias, lyginant su VR16-09 ir VD11-4-2. Parodyta, kad VD16-09 (13 pav.,
B) ir VD11-4-2 (13 pav., C) reikšmingai slopino kitu↪ l ↪asteliu↪ (H460, MDA-MB-231,
A549) mitybinės terpės rūgštinim ↪a, esant hipoksijos s ↪alygoms. I↪domu tai, kad AsPC-1
l ↪asteliu↪ vykdomas terpės rūgštinimas hipoksijoje buvo padidintas tirtais slopikliais. Tai
galėtu↪ būti siejama su monokarboksirūgščiu↪ nešiklio (MCT) 1 izoformos geno raǐska, kuri
imunoblotingo metodu nustatyta tik AsPC-1 l ↪astelėse ǐs tirtu↪ liniju↪ (14 pav., A). MCT4
baltymas ir jo kiekio hipoksijoje padidėjimas nustatytas visose tirtose l ↪asteliu↪ linijose (14
pav., B), kaip pateikta literatūroje [24]. Kadangi anksčiau buvo publikuoti duomenys
apie nekatalizin ↪e CA IX funkcij ↪a, siejam ↪a su MCT izoformomis [25], šiame darbe ǐskėlėme
hipotez ↪e, kad AsPC-1 l ↪astelėse tirti junginiai slopino katalizini↪ CA IX aktyvum ↪a ir ak-
tyvino nekatalizin ↪e CA IX funkcij ↪a. Dėl šios priežasties MCT1 transportavo ǐs l ↪astelės
daugiau laktato bei protono jonu↪ ir tai lėmė mitybinės terpės rūgštinimo padidėjim ↪a po
inkubacijos su tirtais slopikliais.
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13 pav. (A) VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09 i↪taka HeLa l ↪asteliu↪ vykdomam mitybinės
terpės rūgštinimui, kai l ↪astelės 72 val. buvo inkubuotos su slopikliais. VR16-09 (B) ir
VD11-4-2 (C) poveikis H460, MDA-MB-231, A549 ir AsPC-1 vykdomam mitybinės
terpės rūgštinimui, kai l ↪astelės 72 val. buvo inkubuotos su slopikliais. Balti stulpeliai
rodo rezultatus, kai paveiktos slopikliais l ↪astelės buvo kultivuotos esant 21 % O2, pilki
stulpeliai – 0,2 % O2 (*p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).
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14 pav. MCT1 (A) ir MCT4 (B) nustatymas imunoblotingo metodu A549, AsPC-1,
MDA-MB-231, H460 ir HeLa l ↪astelėse po 72 val. kultivavimo, esant 21 % O2 (N) arba
0,2 % O2 (H). Laminas A buvo naudojamas kaip teigiama kontrolė.

Slopikliu
↪

i
↪
taka l

↪
asteliu

↪
gyvybingumui. Gyvybingumo tyrimams buvo panaudotas

alamarBluer reagentas. 2D l ↪asteliu↪ kultūros inkubuotos su slopikliais 48 val.-72 val.. Pa-
gal Hilo modeli↪ i↪vertintos junginiu↪ EC50 vertės parodė, kad slopikliu↪ poveikis tirtu↪ l ↪asteliu↪
gyvybingumui buvo didesnis normoksijoje nei hipoksijoje (4 lentelė). Šis rezultatas buvo
patvirtintas klonogeninės analizės metodu.

4 lentelė. EC50 vertės, parodančios VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09 poveiki↪ HeLa, H460,
A549, MDA-MB-231 ir AsPC-1 l ↪asteliu↪ gyvybingumui. L ↪astelės, veikiamos slopikliais,
buvo augintos 21 % O2 arba 0,2 % O2 s ↪alygomis. Gyvybingumas i↪vertintas naudojant
alamarBluer reagent ↪a. Lentelėje pateiktas kiekvieno eksperimento 3 pakartojimu↪ vidur-
kis su standartiniu nuokrypiu.

EC50 (µM)
VR16-09 VD11-4-2 VD12-09

O2 21 % 0,2 % 21 % 0,2 % 21 % 0,2 %
HeLa 20,2± 4,3 40,8± 9,6 47,8± 9,6 92,2± 8,3 21,6± 4,1 46,9± 7,0
H460 19,3± 3,6 40,0± 9,6 21,4± 3,1 44,6± 6,4 17,8± 2,2 37,0± 7,6
A549 17,0± 1,0 76,7± 2,9 43,8± 2,5 105± 6 33,8± 2,5 98,8± 8,5

MDA-MB-231 74,2± 3,8 84,2± 4,9 52,8± 7,1 64,3± 11,5 55,4± 6,6 67,6± 7,1
AsPC-1 153± 23 160± 17 165± 6 145± 6 100± 20 83,3± 5,8
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Panaudojus 3D H460 l ↪asteliu↪ kultūr ↪a, gautas priešingas slopikliu↪ i↪takos gyvybingu-
mui rezultatas nei 2D l ↪asteliu↪ kultūrose. Pagal imunofluorescencijos analizės rezultatus
7-t ↪a H460 sferoidu↪ augimo dien ↪a nebuvo hipoksijos sričiu↪ bei CA IX geno raǐskos, tačiau
jie nustatyti 11-t ↪a sferoidu↪ dien ↪a (15 pav., A). Todėl siekiant parodyti nuo hipoksijos
priklausom ↪a junginiu↪ veikim ↪a, eksperimente naudoti 4 dienas auginti sferoidai, be hipok-
sijos ir CA IX, ir 11 dienu↪ auginti sferoidai, su hipoksijos sritimis ir CA IX. Abieju↪ tipu↪
sferoidai inkubuoti su VR16-09, efektyviausiu slopikliu remiantis pH matavimu↪ vėžinėse
l ↪astelėse duomenimis (11 pav. ir 13 pav.). Klonogeninės analizės eksperimentu↪ rezultatai
parodė nuo hipoksijos priklausom ↪a VR16-09 i↪tak ↪a H460 l ↪asteliu↪ gyvybingumui (15 pav.,
B). Tai pabrėžia 3D l ↪asteliu↪ kultūru↪ ir ju↪ suformuotos mikroaplinkos svarb ↪a junginiu↪
efektyvumo vertinimui.

7 diena
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B
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15 pav. VR16-09 poveikis H460 l ↪asteliu↪, suformavusiu↪ sferoidus, gyvybingumui. (A)
DAPI (mėlyna), PIMO (žalia) ir CA IX (raudona) pasiskirstymai 7 ir 11 dienu↪ augintuose
H460 sferoiduose. Nustatyta imunofluorescencinės analizės metodu. Nuotrauku↪ mastelis
100µM. (B) Gyvybingu↪ H460 l ↪asteliu↪, suformavusiu↪ sferoidus, priklausomybė nuo VR16-
09 koncentracijos. 4 (�) arba 11 (�) dienu↪ auginti sferoidai buvo 24 val. inkubuoti su
VR16-09 (*p<0.05, ***p<0.001).
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Išvados
1. Nėra statistǐskai reikšmingo skirtumo tarp slopikliu↪ giminingumu↪ natyviai ir re-

kombinantinei CA VI.

2. Pagal tikrinius termodinaminius parametrus slopiklis 6b stipriausiai jungiasi su
CA VI, o fluorintas jo darinys 3e pasižymi aukštesniu stebimuoju, bet mažesniu
tikriniu giminingumu CA VI. Tai lemia fluoro atomo elektroneigiamumas, kuris
sumažina slopiklio sulfonamidinės grupės pKa.

3. Iš E. coli RosettaTM 2 (DE3) bakteriju↪, žinduoliu↪ FreeStyle 293-F l ↪asteliu↪ ir žmo-
gaus seiliu↪ ǐsgrynintu↪ CA VI baltymu↪ aktyviuosiuose centruose prie cinko prisijungusiu↪
hidroksido jonu↪ pKa vertės yra atitinkamai 5,5, 6,0 ir 6,0 (37 ◦C). Iš E. coli ǐsgry-
nintos CA VI aktyviajame centre cinko koordinuojamo hidroksido jono protoniza-
cijos entalpija lygi -29,0 kJ mol−1 (37 ◦C).

4. VD11-4-2 slopiklis, esant mažesnei koncentracijai už jo LC50, nesukelia žalingo
poveikio daniju↪ embrionu↪ vystymuisi ir slopina heterologinės CA IX aktyvum ↪a Xe-
nopus oocituose (IC50 = 15 nM).

5. VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09 junginiai reikšmingai mažina HeLa, H460, MDA-
MB-231 ir A549 žmogaus vėžiniu↪ l ↪asteliu↪ mitybinės terpės rūgštinim ↪a hipoksijos
s ↪alygomis su IC50 verte, siekiančia 1,29 nM, ir ju↪ veikimo mechanizmas paremtas
CA IX slopinimu.

6. VR16-09 junginys mažina H460 l ↪asteliu↪, suformavusiu↪ 3D kultūras, gyvybingum ↪a
nuo hipoksijos priklausomu būdu.
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ruošiant publikacijas ir disertacij ↪a, skatinim ↪a pastebėti teigiamas puses bei tobulėti.

Ačiū už pagalb ↪a visam skyriaus kolektyvui, ypač Astai Zubienei ir Linai Baranau-
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Už priėmim ↪a ir galimyb ↪e tobulinti savo i↪gūdžius esu dėkinga prof. Seppo Parkkila
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grupiu↪ komandoms už draugǐsk ↪a atmosfer ↪a, efektyvu↪ darb ↪a ir bendradarbiavim ↪a ruošiant
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už ju↪ entuziazm ↪a ir palaikym ↪a.

29



Summary

Among twelve catalytically active human carbonic anhydrase (CA) isoforms, only
CA VI is found in human saliva, while CA IX as a cancer-associated protein has gained
most interest. The aim of this work was to study recombinant CA VI as a model of
native human CA VI for the intrinsic inhibitor binding reactions and to explore lead
CA IX inhibitors in biological systems as an initial step of their development towards
anti-cancer drugs.

Fluorescent thermal shift assay and isothermal titration calorimetry were applied in
this study to determine observed and intrinsic binding parameters of a series of novel
inhibitors to CA VI. The observed affinities of the inhibitors were essentially identical
towards the native CA VI obtained from human saliva and recombinant CA VI purified
from Escherichia coli. This result demonstrated the suitability of recombinant CA VI
as a model of native CA VI for biophysical studies of inhibitor binding. Moreover, only
the observed binding parameters between CAs and their inhibitors are usually provided
in the literature. Here the observed and intrinsic binding parameters were evaluated,
emphasizing that the observed values may be misleading for the understanding of the
chemical structural basis for the binding affinity.

The design of anti-cancer drugs targeting CA IX has been investigated. In this study,
the biological model systems, zebrafish, Xenopus laevis oocytes, and human cancer cells
were used together with the enzymatic and biophysical methods to characterize new-
ly designed CA IX inhibitors VD11-4-2, VD12-09, and VR16-09. The compounds are
fluorinated benzenesulfonamides bearing bulky hydrophobic groups at ortho and meta
positions. These groups ensure high selectivity and picomolar affinity towards CA IX as
confirmed by the enzymatic inhibition and binding assays and crystallographic analysis.
Studies using Xenopus oocytes for the first time revealed high selectivity and 15 nM
inhibitory IC50 of compound VD11-4-2 against the hetereologous CA IX in a biologi-
cal model system. Experiments employing human cancer cells showed CA IX-dependent
functional activities of three tested inhibitors to reduce the hypoxia-induced acidosis.
Furthermore, the investigation of CA IX-targeting compounds in spheroids with clono-
genic cell survival as endpoint was introduced as a promising strategy to determine
hypoxia-dependent impact of compounds on cell proliferation. Thus, this thesis provi-
des the novel concept to characterize compound efficacies, which is beneficial for further
development.
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Vilniaus Universitetas
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