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Ivadas

Siuolaikinéje farmacijos rinkoje fermentai sudaro daugiau nei trecdalj jvairiy vaisty
taikiniy [1]. Toks taikiniu pagristas vaistu kurimas yra svarbus pradiniame etape, kai
atrenkami tam tikri ligandai (slopikliai ar aktyvatoriai), saveikaujantys su liga siejamu
baltymu. Siekiama nustatyti tokiy baltymuy aktyvumo ar ju genuy raiskos keitimo budus,
kurie buity pritaikomi klinikiniuose tyrimuose.

Vieni i§ tokiy taikiniu yra karboanhidrazés (CAs). Tai placiai gamtoje paplite fer-
mentai, kurie yra zinomi daugiau nei 80 metuy [2] ir itraukti i ivairius tyrimus, pavyzdziui,
enzimologijos pagrindus ir klinikine medicing. Zmogaus organizme randama 12 katali-
ziskai aktyviu CA izoformuy. Ju pagrindiné funkcija yra pH homeostazés palaikymas,
katalizuojant griztama anglies dioksido hidratacijos reakcija, kurios metu susidaro bi-
karbonato ir protono jonai. Si reakcija yra esminé daugeliui fiziologiniy procesy. Todél
kai kurie CA izoformuy geny raiskos ar aktyvumo sutrikimai siejami su jvairiomis ligo-
mis, pavyzdziui, glaukoma, epilepsija, nutukimu ar naviky vystymusi. Siy ligy gydymui
siekiama sukurti aukstu giminingumu ir atrankumu pasizymincius slopiklius, saveikau-
jancius tik su patologija susijusiomis CA izoformomis ir neturincius reikSmingo poveikio
kitoms, normaliai organizme funkcionuojancioms CA. Taciau tai sudétinga uzduotis, nes
zmogaus CA izoformuy strukturos yra labai panasios tarpusavyje.

Saveikos stiprumo tarp ligando ir zmogaus baltymo in vitro tyrimams paprastai nau-
dojami rekombinantiniai baltymai. Todél yra svarbu, kad rekombinantinis baltymas biity
tinkamas endogeninio natyvaus baltymo modelis. Tik Sios salygos iSpildymo atveju ga-
Idomu tai, kad zmogaus CA VI izoforma gali buti iSgryninta i§ FEscherichia coli bakteriju
ir zmoniy seiliy. Todél galima palyginti junginio gimininguma rekombinantinei CA VI
ir endogeninei natyviai CA VI, igskirtai is Zzmoniy seiliy (toliau tekste vadinama natyvia
CA VI).

Siuo metu zinomas platus spektras ligu, siejamy su CA izoformomis. Nustatyta,
kad CA IX baltymo kiekis padidéja vystantis navikams esant hipoksijos salygoms, taciau
CAIX dazniausiai neaptinkama sveikuose audiniuose. Norint slopinti CA IX katalizinj
aktyvuma, viena i$ sékmingiausiy iki Siol zinomuy strategiju yra paremta sulfonamidiniy
junginiy panaudojimu. Nors daug sulfonamidiniy CA IX slopikliu yra sukurta ir aprasyta
literaturoje, tik keletas tokiy junginiy pasieké klinikinius tyrimus, tac¢iau ju rezultatai yra
neigiami arba kol kas néra zinomi. Todél skirtingy, efektyvesniy sulfonamidiniy CA IX
slopikliy kiirimas ir ju nauda pacientams islieka aktualts tyrimuy aspektai.

Dazniausiai pritaikomas metodas CA katalizinio aktyvumo tyrimuose yra sustabdy-
tos sroves CO,, hidratacijos metodas. Deja jis turi keleta trukuma, pavyzdziui, nezinoma
tiksli CO,, koncentracija [3]. Todél biofizikiniai metodai, tokie kaip fluorescencinis termi-
nio poslinkio metodas ir izoterminé titravimo kalorimetrija, yra perspektyvios alterna-
tyvos, siekiant nustatyti stebimuosiuos jungimosi termodinaminius parametrus ir pagal



juos apskaiciuoti tikrines saveikos stipruma, apibudinancias vertes. Tikriniai parametrai
nepriklauso nuo eksperimenty salygy ir jvertina protonizacijos reakcijy, vykstanciy slo-
pikliui jungiantis su baltymu, itaka. Todeél tik tikrinés jungimosi parametry vertes yra
reikSmingos molekuliniy atpazinimo mechanizmy supratimui ir kuo aukstesniu giminin-
gumu baltymui pasizyminé¢iy junginiy kurimui.

Fermentinio slopinimo ir biozikiniais metodais gauty duomeny lyginimas su biologiniy
tyrimy rezultatais reikSmingai sustiprina iSvadas apie junginio strukturos-aktyvumo sarysj.
Tai yra svarbu vaisty kurimui ir vystymui. Pastaraisias metais zuvys danijos (lot. Danio
rerio) ir varlés Xenopus laevis kaip patogus, stuburiniai, modeliniai organizmai Zymiai
prisidéjo prie junginiy savybiu charakterizavimo, taip uzpildant spraga tarp tradiciniuy
fermentiniy, biofizikiniy metody ir ikiklinikiniy in wvitro tyrimu, naudojant Zzmogaus
vézines lasteles. Vis délto dazna biomedicininiy tyrimy praktika yra paremta zmogaus
vézinémis lastelémis kaip modeline sistema priesvéziniy junginio savybiu nustatymui.
Apibendrinant, biofizikiniy, biocheminiy ir biologiniy metody pritaikymas yra butinas
iSsamiam junginio savybiy jvertinimui pradiniame vystymo etape.

Tikslas

Palyginti rekombinantinés bei natyvios CA VI tikrinius jungimosi su slopikliais para-
metrus ir jvertinti perspektyviausiuy CA IX slopikliy poveikius biologinése sistemose kaip
pradinj zingsnj priesvéziniy vaisty vystymo link.

Uzduotys

e [Smatuoti tam tikry sulfonamidiniy slopikliy jungimosi su rekombinantine ir naty-
via CA VI stebimuosius parametrus.

e IS tam tikry sulfonamidiniy slopikliy grupés atrinkti aukséiausiu giminingumu re-
kombinantinei CA VI pasizymintj slopiklj, remiantis stebimaisiais ir tikriniais jun-
gimosi parametrais.

e Nustatyti aktyviajame rekombinantinés ir natyvios CA VI centre prie cinko prisi-
jungusios vandens molekulés protonizacijos konstantas ir protonizacijos entalpijas.

e I3tirti toksini perspektyviausiu CA IX slopikliu poveiki daniju embrionuose/lervose.

e Nustatyti perspektyviausiy CA IX slopikliy itaka pH poky¢iams heterologines CA
izoformas turinciuose Xenopus laevis oocituose.

e Panaudojant zmogaus gimdos kaklelio (HeLa), plauciy (H460, A549), kruties (MDA-
MB-231) ir kasos (AsPC-1) vézines lasteles in wvitro, ivertinti perspektyviausiu
CA IX slopikliy funkecinius aktyvumus ir itaka gyvybingumui.



Mokslinis naujumas

Siame darbe pirma karta buvo jvertinti tam tikry sulfonamidiniu junginiu saveikos su
CA VI stebimieji ir tikriniai termodinaminiai parametrai. StatistiSkai reik§mingo skir-
tumo tarp slopikliy giminingumu natyviai CA VI, iSgrynintai i§ Zmoniy seiliu, ir rekom-
binantinei CA VI, gautai panaudojus FEscherichia coli bakterijas, nenustatyta. Todél
rekombinantiné CA VI yra tinkamas natyvios CA VI modelis biofizikiniuose tyrimuose.
Be to, literatiiroje dazniausiai pateikiami tik stebimieji slopikliy jungimosi su baltymais
parametrai. Siame darbe tirti stebimieji bei tikriniai jungimosi parametrai ir parody-
ta, kad stebimieji parametrai gali buti klaidinantys sarysio tarp junginio struktiiros bei
jungimosi giminingumo nustatyme.

Pastaraisias metais daug démesio buvo skiriama priesvéziniu CA IX slopikliu kurimui.
Sioje disertacijoje pateikti nauju CA IX slopikliy VD11-4-2, VD12-09 ir VR16-09 tyrimu
rezultatai. Tai fluorinti benzensulfonamidai, kurie hidrofobiniais pakaitais orto ir meta
pozicijose skiriasi nuo jau publikuoty junginiy. Tokios hidrofobinés grupeés uztikrina
siy slopikliu auksta atrankuma ir gimininguma CA IX, kaip parodyta fermentiniais ir
biofizikiniais metodais bei patvirtinta rentgenostruktirine analize.

Siame darbe danijuy embriony/lervy, Xenopus oocity ir zmogaus véziniy lasteliy mo-
delinés sistemos buvo panaudotos kartu su fermentiniais ir biofizikiniais metodais, sie-
kiant jvertinti nauju CA IX slopikliy efektyvuma. Xenopus oocituose pirma karta paro-
dytas VD11-4-2 junginio efektyvumas, atrankiai slopinant heterologing CA IX biologinéje
sistemoje (/C5y = 15nM). Tyrimu zmogaus vézinése lastelése rezultatai pirma karta pa-
rodé nuo CAIX priklausoma slopikliy funkcini aktyvuma, kai slopikliai buvo pritaikyti
lasteliy mitybinés terpes riigstinimo slopinimui hipoksijos salygomis. Be to, klonogeninés
analizes eksperimentai atskleidé reikSminga, nuo hipoksijos priklausoma junginiu itaka
lasteliu gyvybingumui, kai buvo panaudotas erdvinis (3D) lasteliu modelis. Taigi Sioje
disertacijoje pateikiama nauja koncepcija, paremta biocheminiy, biofizikiniy ir lastelés
biologijos metody derinimu. Pagal gautus duomenis galima charakterizuoti junginiuy
efektyvuma, o §i informacija yra vertinga tolimesniam juy vystymui.

Ginamieji teiginiai
e Rekombinantiné CA VI yra tinkamas natyvios CA VI modelis saveikos su sulfona-

midiniais slopikliais tyrimams ir tik tikriniai jungimosi parametrai gali biti kore-
linojami su junginio struktiromis tikslingai kuriant vaistus.

e Pries pradedant klinikinius tyrimus, fermentiniy ir biofizikiniu metodu derinimas
su eksperimentais biologinése modelinése sistemose, pavyzdziui, danijose, Xenopus
oocituose bei zmogaus vézinése lastelése, suteikia reikSmingos informacijos apie
junginio veikimo pobtud] ir efektyvuma.

e Fermentiniais ir biofizikiniais metodais parodytas bei daniju embrionuose/lervose,
Xenopus oocituose ir zmogaus vézinese lastelése patvirtintas aukstas nauju CA IX
slopikliy efektyvumas rodo, kad sie junginiai gali buti toliau vystomi kaip CAIX
atrankts vaistai priesvézinéje terapijoje.



Disertacijos struktura

Disertacija sudaro septynios dalys: jvadas, literaturos apzvalga, metoduy dalis, rezul-
tatai, diskusija, iSvados ir literatuiros sarasas. Cia pateikiama disertacijos santrauka.

Literaturos apzvalga

Literaturos apzvalgoje aprasyta hipoksija kaip vienas is svarbiy naviko mikroaplinkos
bruozy ir pateikti lastelés prisitaikymo prie hipoksijos budai. Apzvelgti lastelés baltymai,
palaikantys pH homeostaze, bei ju veikimo mechanizmai.

Vieni i$ fermentu, reguliuojanciy H*, CO, ir HCO, jonu koncentracijas lastelés viduje
ir uzlastelinéje erdvéje, yra karboanhidrazés (CA). Literaturos apzvalgoje aptartos dvieju
zmogaus CA izoformuy, CA VI ir CAIX, strukturos bei funkcijos. CA VI yra ypatinga
tuo, kad yra vienintelé sekretuojama CA izoforma, randama seilése, piene, asarose [4-6).
CAIX yra svarbi daugelio naviky charakteristika [7, 8], kurios geno raiska dazniausiai
padidéja hipoksijos salygomis [9]. Dazniausiai CA IX nerandama sveikuose audiniuose.
Todél CAIX baltymas yra pripazintas taikinys priesvéziniu vaistu kurimui [10]. Be to,
Sioje dalyje aprasytas ligu spektras, siejamas su kitomis CA izoformomis, pristatytos
zinomos CA fermentinio aktyvumo keitimo strategijos ir danijuy bei Xenopus oocity kaip
modeliniy sistemu pritaikymo galimybés CA tyrimuy srityje.

Literatiuros apzvalgoje pateikti pagrindiniai vaisty kiirimo ir vystymo etapai bei in-
formacija apie svarbiausiy cheminiy junginiy ir antiktiny, saveikaujanciy su pH reguliuo-
janciais baltymais, klinikinius tyrimus.

Metodai
Baltymuy gamyba

Natyvios karboanhidrazés VI gavimas

Tyrime dalyvavo 10 savanoriu, kurie buvo 20-44 metu amziaus. Dalyviai buvo supa-
zindinti su eksperimento eiga ir surinkti juy pasirasyti sutikimai dalyvauti eksperimente.
Tyrimo metodologija atitiko Helsinkio deklaracijos standartus ir ja patvirtinto Biotech-
nologijos Instituto etikos komitetas (protokolo numeris 2014/06/25, Nr. 63). Natyvi
CA VI gryninta i$ 0,5 L seiliu pagal Parkkilos ir jo kolegu metodika [11]. Gauta ~5mg
baltymo.

Rekombinantinés karboanhidrazés VI gavimas

Sukonstruota plazmidé su tiksliniu genu, koduojanc¢iu UniProtKB duomeny bazéje
paskelbta zmogaus CA VI seka (P23280) nuo 21 iki 290 aminorugsties. Geno klonavi-
mas, raiska ir rekombinantinio baltymo gryninimas i§ Escherichia coli (E. coli) atlikti
pagal anksciau publikuota metodika [12]. Rekombinantinés CA VI gryninima i$ zinduoliu
FreeStyle 293-F lasteliu atliko Jurgita Matuliené pagal [13].
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Slopikliai

CA slopikliai etokzolamidas (EZA) ir acetazolamidas (AZM) buvo pirkti (Sigma-
Aldrich). Benzensulfonamidas (BSA) gauta is prof. Peteris Trapencieris (Latvijos Orga-
ninés Sintezés Institutas, Ryga). Kitus CA slopiklius, naudotus tyrimuose, susintetino
Virginija Dudutiené (Biotermodinamikos ir vaistu tyrimu skyrius, Biotechnologijos ins-
titutas, Vilniaus universitetas). Jie buvo anks¢iau publikuoti [14].

Baltymo-slopiklio saveikos termodinaminé analizé

Fluorescencinis terminio poslinkio metodas (FTSA)

Tai biofizikinis metodas, leidziantis vieno eksperimento metu nustatyti tiek silpnai,
tiek stipriai besijungiancius slopiklius bei jvertinti termini baltymo stabiluma. FTSA eks-
perimentai atlikti Corbett Rotor-Gene 6000 (Qiagen Rotor-Gene Q) spektrofluorimetru
(zadinimas 365 4 20 nm, emisija 460 + 15nm). Baltymo tirpalas su skirtingomis jungi-
nio koncentracijomis buvo kaitinamas nuo 25°C iki 99°C, keliant temperatira 1 °C min~?
grei¢iu. Naudojant solvatochromini daza natrio 8-anilino-1-naftaleno sulfonata (ANS),
matuotas fluorescencijos signalas. Pagal gautus duomenis nustatyta baltymo lydymosi
temperatura (7,,). Esant tokiai temperatiirai, i$sivyniojusio ir natyvaus baltymo kon-
centracijos yra lygios. Sio parametro pokytis pridéjus skirtingus junginius yra propor-
cingas saveikos tarp baltymo ir junginio giminingumui. Tirpalus sudare 5puM-10uM
baltymo, 0 ptM-200 pM junginio, 50 pM ANS (Sigma-Aldrich), 50 mM natrio fosfato bu-
ferinio tirpalo (pH 7,0), turincio 100 mM NaCl ir 2% DMSO. Bendras méginio turis buvo
20 ul. Siekiant nustatyti slopiklio jungimosi konstantos (K}) priklausomybe 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 suzinoti, kokiame buferiniame tirpale bal-
tymas stabiliausias, jvertinta jvairiy buferiniy tirpaly ir ju pH ijtaka baltymo 7T,,. Kuo
aukstesné T,,, tuo stabilesnis baltymas tiriamose salygose. Gauti duomenys analizuoti
pagal publikuota modelj [15].

Izoterminé titravimo kalorimetrija (ITC)

Tai biofizikinis metodas, kuriuo remiantis galima nustatyti baltymo-junginio saveikos
termodinaminius parametrus, tokius kaip stecheometrija, gimininguma, entalpijos bei
entropijos poky¢ius ir Silumine talpa. ITC matavimai atlikti VP-ITC kalorimetru (Mic-
rocal, Inc.). Eksperimento pradzioje paruosti baltymo ir junginio tirpalai, turintys 1%
DMSO. Kalorimetro celé, kurios turis 1,4315ml, uzpildyta 4 pM-6 pM baltymo tirpalu,
o 300 pl turio svirkstas — 40 pM-60 pM junginio tirpalu. Baltymo tirpalas titruotas inje-
kuojant 25 injekcijas po 10pl ligando tirpalo 200s-240s intervalais. Siekiant nustatyti
saveikos entalpijos pokycio priklausomybe nuo pH, eksperimentai atlikti 25 °C arba 37 °C
temperaturose, naudojant 50 mM natrio fosfato arba 50 mM Tris buferinius tirpalus (pH
5,5-9,5), turin¢ius 100 mM NaCl bei 1% DMSO. Duomenys analizuoti MicroCal Origin
programine iranga, remiantis publikuotu straipsniu [16].

Stebimujy ir tikriniy termodinaminiy parametry nustatymas

Kai fermentiniais ar biofizikiniais metodais matuojama saveika tarp cheminio junginio
ir CA fermento, nustatomi stebimieji jungimosi parametrai. Taciau jie neatspindi tikrojo
junginio giminingumo baltymui, nes Sie abu besijungiantys komponentai tirpale yra skir-
tingos protonizacijos busenos nei komplekse. Saveika vyksta, kai CA aktyviajame centre
prie cinko jono yra prisijungusi vandens molekulé (protonizuotas hidroksido jonas), o
junginio sulfonamidiné grupé yra deprotonizuota. Todél protonizacijos-deprotonizacijos
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reakcijos yra reikalingos, kad butu inicijuotas slopiklio jungimasis su CA. Atémus pro-
tonizacijos reakcijy indelj stebimajai jungimosi energetikai, gaunami tikriniar jungimosi
parametrai. Tikrinés vertes, skirtingai nuo stebimujuy parametry, nepriklauso nuo eks-
perimento salygu, pavyzdziui, buferinio tirpalo ir jo pH. Todél tikriniai parametrai yra
reikSmingi giminingumo jvertinimui, molekuliniy atpazinimo mechanizmy supratimui ir
tolimesniam junginio vystymui.
Tikriné jungimosi konstanta (K, ;) apskai¢iuojama pagal lygti:
Kb,obs

Ky intr = (1)
" feaznm,o frso,Nm-

feaznn,o It frso,nu- Yra atitinkamai CA baltymo, kai jo aktyviajame centre prie cin-
ko jono prisijungusi vandens molekulé, ir deprotonizuoto sulfonamidinio (SA) slopiklio
frakcijos. Jos nustatomos pagal lygtis:

10PHKa,ca—pH

fCAZnH20 = 1+ 10pKaca—pH (2)
10PH—PKa 54
fRSOQNH* = 1 + 10PH—PKas4 (3)

Stebimasis ar tikrinis junginio giminingumas daznai literatiroje nurodomas pateikiant
disociacijos konstanta (Ky):

K;j=— 4

=T (4)

Pagal stebimasias ar tikrines K, ir K, vertes galima apskaic¢iuoti stebimaja ar tikrine
jungimosi Gibso energija (A,G):

AbG = —RTIn Kb = —RT ani = AbH - TAbS (5)
d

Tikriné jungimosi entalpija (Hy i) apskai¢iuojama pagal lygti:

AbHintr - AI)Ifobs - nSAApHSA - nCAApHCA + nbqupruf (6)

kur AyH,ps yra stebimoji jungimosi entalpija (iSmatuojama eksperimentiskai), A,Hga,
ApHe i ApHy, s yra atitinkamai junginio (SA grupés), CA baltymo (aktyviajame centre
prie cinko jono prisijungusios vandens molekulés) ir buferinio tirpalo protonizacijos en-
talpijos. nga= fRS%NH-fl yra nuo slopiklio i buferinj tirpala pernesty protony skaicius,
nca=1-fcaznn,o yra is buferinio tirpalo prie CA aktyviajame centre esancio hidroksi-
do jono prisijungusiu protonuy skaicius, n=nca+nga yra is buferinio tirpalo gauty ar
buferiniam tirpalui atiduoty protony skaicius.

Slopikliy tyrimy daniju embrionuose/lervose metodika

Eksperimentai atlikti Tamperés Universitete, Suomijoje, laikantis nustatyty standarty
(protokolo nr. LSLH-2007-7254/Ym-23). Daniju embrionai auginti iki 6 dieny 28,5°C
temperatiiroje, naudojant terpe, sudaryta is 5,0 mM NaCl, 0,17 mM KCI, 0,33 mM CaCl,,
0,33 mM MgSO, ir 0,1 % metileno mélio.



Fenotipo poky¢iy tyrimai. Danijuy embrionai inkubuoti terpéje esant 111M-1000 M
VD11-4-2, VD12-09 arba EZA. Kontrolinéje grupéje naudoti laukinio tipo embrionai bei
embrionai, inkubuoti terpéje esant 0,1 %-1,0 % DMSO. Slopikliu itaka daniju embrionu/lervy
mirtingumui ir sukelti fenotipo poky¢iai buvo jvertinami $viesiniu mikroskopu (Carl Zeiss
MicroIlmaging GmbH) kas 24 val. 5 dienas i3 eilés. Kreivés, parodancios nuo koncentraci-
jos priklausoma junginiu jtaka daniju lervy mirtingumui po 5 dieny poveikio, nubréztos
Origin 7.0 (OriginLab) programa, remiantis Hilo modeliu, kai Hilo koeficientas lygus 4-8.
Taikant Hilo modelj, nustatytos slopikliy koncentracijos, sukeliancios 50 % tirty danijy
lervy mirtinguma, (LC5p).

Histologiné analizé. Danijuy lervos po 5 dieny slopikliy poveikio buvo 3 val. inkubuo-
tos 4 % formalino fosfatiniame buferiniame tirpale kambario temperaturoje. Po to danijy
lervos buvo laikomos 70 % etanolyje esant 4 °C temperaturai iki pjuviy méginiy ruosi-
mo, kuriuos atliko Ashok Aspatwar (Tamperés Universitetas, Suomija) pagal publikuota
metodika [17].

Slopikliy tyrimy Xenopus oocituose metodika

Eksperimentai atlikti Kaiserslauterno Universitete, Vokietijoje, laikantis nustatytu
standarty (protokolo nr. 23 177-07/A07-2-003 §6). Oocitai paruosti eksperimentams
pagal publikuota metodika [18]. T oocitus ivesta 1ng-6 ng RNR, koduojanéios zmogaus
CATI, CAIV, CAIX arba CAXII.

pH matavimai. Heterologiniy CA izoformuy fermentinio aktyvumo nustatymui atlikti
pH matavimai oocituose, naudojant buferinj tirpala, sudaryta is 82,5 mM NaCl, 2,5 mM
KCIL, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 1 mM Na,HPO, ir 5mM Hepes (pH 7,8), bei analogiska
tirpala, kuriame buvo 5% CO,, o vietoj 25 mM NaCl naudota 25 mM NaHCO,. Mikro-
elektrodai vidulastelinio ir uzlastelinio pH matavimo eksperimentams oocituose paruosti
pagal publikuota metodika [18]. Pries kiekviena eksperimenta elektrodai kalibruoti, nau-
dojant du Hepes buferinius tirpalus, kuriy pH 7,4 arba 6,8. Vidulastelinio pH matavimo
eksperimentuose mikroelektrodas ivestas i oocity vidy ir itvirtintas pozicijoje, kad biitu
kuo arciau membranos i$ vidinés lastelés puses. Uzlastelinio pH matavimo eksperimen-
tuose mikroelektrodas priglaustas kuo ar¢iau membranos iSorinés pusés, uztikrinant, kad
mikroelektrodas i lastelés viduy nebuty jvestas. Analizuojant duomenis, nustatyta elekt-
rodo potencialo priklausomybeé nuo pH pries ir po oocito poveikio su slopikliu. Pritai-
kius tiesinés regresijos modeli, jvertintas vidulastelinio [H*] kitimo greitis (A[H'];/At).
[smatuotos uzlastelinio [H"] (A[H*],) poky¢iu amplitudés. Slopikliu koncentracijos, su-
mazinancios CA izoformos fermentinj aktyvuma 50 %, nustatytos remiantis Hilo modeliu,
kai Hilo koeficientas lygus 0.5.

Masiy spektrometrija. Slopikliy poveikis heterologiniy CA izoformuy fermentiniam
aktyvumui oocituose patvirtintas masiu spektrometrijos (MS) metodu, naudojantis kvadru-
poliniu masiy spektrometru (OmniStar GSD 320, Pfeiffer Vacuum). Zymeéto C'80,
hidratacijos reakciju metu gali susidaryti 3 junginiai, turintys skirtinga mases ir krivio
santyki (m/z): B3CB0O™®0 (m/z = 49), 3C®0O0 (m/z = 47) ir 3CY0°0 (m/z = 45).
Tyrimams naudoti 20 natyviy, neturinciy CA, arba 20 oocity su tam tikra heterologi-
ne CA izoforma lizatai. Pirmu atveju hidratacijos reakcijos buvo létos, o antru atveju
CA fermentai katalizavo hidratacijos reakcijas ir jos vyko grei¢iau. Ivertinant katalizuo-
jamos reakcijos 80 kitimo greitj pagal 3 skirtingy izotopy kiekius ir ji palyginant su
nekatalizuojamos reakcijos grei¢iu, galima nustatyti CA fermentini aktyvuma [19] ir jo
priklausomybe nuo tam tikro slopiklio koncentracijos. Vykdyty MS eksperimenty metu



ivertintas 1 nM ir 10nM VD11-4-2 slopiklio poveikis heterologinés CA IX fermentiniam
aktyvumui 25°C temperatiiroje. Nekatalizuojamos reakcijos metu vykstantis 80 kiti-
mas matuotas 5 min, po to i méginio kiuvete ipiltas oocitu lizatas ir toliau 5 min matuoti
180 poky¢iai. Po to i ta pacig kiuvete jpilta didéjancios koncentracijos slopiklio tirpalo,
kiekviena karta oocity lizata su skirtingos slopiklio koncentracijos tirpalu inkubuojant
po 5min ir tuo paciu metu nustatant 80 poky¢cius.

Slopikliy tyrimy Zzmogaus vezinése lastelése metodika

Lasteliy kultivavimas. Zmogaus gimdos kaklelio (HeLa), plauciy (H460, A549), kriities
(MDA-MB-231) ir kasos (AsPC-1) vézinés lasteles kultivuotos Dulbecco modifikuotoje
Eagle mitybinéje terpéje (DMEM, Lonza) su 10 % fetalinio verselio serumo (FBS, Lonza)
37°C temperaturoje, esant 21 % O, ir 5% CO,. MS eksperimentuose naudotos skirtin-
gos MDA-MB-231 ir HeLa lasteliy mitybinés terpés. Gyvybingumo nustatymo, MS ir
wzlastelinio rugstinimo (pH) eksperimentuose dalis lasteliu buvo inkubuotos 0,2% O,,
5% CO, bei 94,8 % N, salygomis hipoksijos kameroje (MACS VA500, Don Whitley Sci-
entific), esant 37 °C temperaturai. Remiantis CRISPR-Cas9 technologija, HeLa lasteles,
neturincias CA IX baltymo, paruosé Gabor Gondi (Helmholtz Centre, Vokietijoje) ir Ra-
ymon Niemans (Mastrichto Universitete, Olandijoje). Stazuotés Mastrichto Universitete
metu prisidéjau prie lasteliy kultivavimo ir atrankos pagal imunoblotingo metoda, kai
tikrintas CA IX baltymo kiekis.

Masiy spektrometrija. Eksperimentus atliko Holger M. Becker (Hanoverio Veterina-
rinés Medicinos Universitete, Vokietijoje). Naudotos nelizuotos MDA-MB-231 ir HeLa
vezines lastelés. Kaip ir eksperimentuose su oocitais, metodas paremtas Zymeéto 3C180,
kiekio kitimu, taciau Siuo atveju hidratacijos reakcija katalizavo uzlastelinés CA izo-
formos. MDA-MB-231 kultivuotos Gibco Leibovitz-L.15 terpéje (Life Technologies) su
10 % FBS, 5 mM gliukozeés ir 1 % penicilino/streptomicino. HeLa kultivuotos RPMI-1640
terpéje (Sigma Aldrich) su 10 % FBS ir 1 % penicilino/streptomicino. Pries eksperimen-
ta lastelés augintos 72val. hipoksijos salygomis (1% O,). MDA-MB-231 lastelés 3 val.
inkubuotos su slopikliais arba DMSO ir po to suspenduotos Hepes buferiniame tirpale
(143 mM NaCl, 5mM KCI, 2mM CaCl,, 1 mM MgSO,, 1 mM Na,HPO,, 10 mM Hepes,
pH 7,2). Nekatalizuojamos reakcijos metu vykstantis O kitimas matuotas 6 min, po to
i méginio kiuvete ipilta MDA-MB-231 lasteliy, paveikty slopikliu arba DMSO, suspensija
ir toliau 8 min matuoti 80 poky¢iai. Pritaikius CRISPR-Cas9 sistema, HeLa lastelése
nuslopinta geno, koduojancio CA IX baltyma, raiska. MS eksperimento metu tokios las-
telées inkubuotos su slopikliu, kai slopiklio tirpalas buvo jpilamas i lasteliy suspensija
kiuvetéje.

Uzlastelinio rugstinimo (pH) eksperimentai. HeLa, H460, MDA-MB-231 ir AsPC-
1 lastelés kultivuotos DMEM terpéje su 10 % FBS. Mitybiné terpé A549 lastelems paga-
minta laboratorijoje. Si terpé analogiska DMEM terpei, taciau joje sumazinta NaHCO,
koncentracija iki 10 mM. Pirma eksperimento diena, likus 24 val. iki poveikio slopikliais,
buvo uzséjamos lastelés. Kiekvienai lasteliy linijai parinkti tokie tankiai, kad eksperimen-
to pabaigoje buty gautas didziausias galimas lasteliy mitybinés terpés rugstinimo rezul-
tatas. Lastelés inkubuotos DMEM terpéje su 5 pM-50 pM VR16-09, VD11-4-2, VD12-09
arba 0,05 % DMSO ir 72 val. augintos inkubatoriuje su 21 % O, arba perkeltos i hipoksijos
kamera (0,2% O,). Penkta eksperimento diena matuoti pH poky¢iai pagal publikuota
metodika [20].
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Lasteliy gyvybingumo nustatymas. Naudojant alamarBlue® reagenta (Life Tech-
nologies), vertinta slopikliu itaka lasteliu gyvybingumui. Lastelés buvo uzséjamos 24 val.
iki poveikio slopikliais. Tuomet jos 72 val. inkubuotos DMEM terpéje su 10 pM-150 pM
VR16-09, VD11-4-2, VD12-09 arba 0,25% DMSO, esant 21 % arba 0,2% O,. Po to
nuo lasteliy slopiklio tirpalas nusiurbtas ir uzpilta 10 % alamarBlue® reagento tirpalo.
Inkubuota 2 val. 37°C temperatiroje, esant 21 % O,. Matuotas fluorescencijos signalas
spektrofotometru (FLUOstar® Omega, BMG Labtech), suzadinimo bangos ilgis 540 nm,
emisijos — 580 nm. Remiantis Hilo modeliu, jvertintos koncentracijos, lemiancios lasteliy
gyvybingumo sumazéjima 50 % (ECsg).

Klonogeniné analizé. Siuose tyrimuose panaudotos monosluoksnio dvimatés (2D) He-
La ir 3D H460 lasteliy kulturos. HeLa lastelés buvo uzséjamos tokiu tankiu, kaip pH eks-
perimentuose, likus 24 val. iki poveikio junginiais. Jos 72 val. inkubuotos DMEM terpéje
su 10 pM-50 pM VR16-09, VD11-4-2, VD12-09 arba 0,05 % DMSO, esant 21 % arba 0,2 %
O,. Tuomet lasteles iSsétos koloniju formavimui, kuris vyko 14 dienu. H460 sferoidai
auginti 4 arba 11 dieny, 24 val. inkubuoti DMEM terpéje su 5 pM-151nM VR16-09 arba
0,05% DMSO ir suspenduoti iki pavieniy lasteliy. Jos issétos kolonijy formavimui, kuris
vyko 14 dieny. Kolonijos dazytos ir fiksuotos 0,4 % metileno mélio tirpalu, paruostu 70 %
etanolyje, suskaic¢iuotos ir ivertintas slopikliy poveikis gyvybingumui.

H460 sferoidy auginimas. Autoklavuotu 1,5 % agarozés (Sigma-Aldrich) tirpalu, pa-
ruostu DMEM terpéje, padengti 60 vidiniy sulinéliy 96 Sulinéliy ploksteléje. Po 500 H460
lasteliy uzséta i kiekviena Sulinélj su polimerizuota agaroze. DMEM mitybiné terpé keis-
ta kas 2 dienas. Po 7 arba 11 augimo dienu H460 sferoidai 2 val. inkubuoti su 20 pg/ml
pimonidazolu (PIMO, Hypoxyprobe-1, HP-1000, BioConnect) 37 °C temperaturoje, su-
rinkti ir uzsaldyti imunofluorescencinei analizei. Kita dalis H460 sferoidy auginti 4 arba
11 dienu, 24 val. inkubuoti DMEM terpéje su 5 pM-15pM VR16-09 arba 0,25 % DMSO
ir surinkti klonogeninei analizei.

Imunoblotingo metodas. Baltymu tirpaly paruosimas ir detekcija atlikti pagal publi-
kuota metodika [20]. Naudoti pirminiai antikunai, atpazistantys CA IX (M75, skiedimas
1:40, gauta i3 prof. Silvia Pastorekova, Slovakijos Mokslu Akademija, Slovakija), CA XII
(15A4, skiedimas 1:100, gauta i3 prof. Aurelija Zvirbliené, Vilniaus Universitetas, Lietu-
va), MCT1 (skiedimas 1:100) ir MCT4 (skiedimas 1:400, gauta is Holger M. Becker, Ha-
noverio Veterinarinés Medicinos Universitetas, Vokietija), laming A (skiedimas 1:10 000,
Sigma-Aldrich) ir aktina (1:2000 000, MP Biomedicals). Pirminiy antikunu nustatymui
naudoti atitinkami antriniai antikunai (skiedimas 1:2000, Cell Signaling).

Imunofluorescenciné analizé. Paruosti 7 nm uzsaldyty H460 sferoidy pjuviai. Meéginiai
fiksuoti acetonu (4°C, 10min) ir toliau dirbta pagal publikuota metodika [20]. Nau-
doti pirminiai antikunai, atpazistantys PIMO ir CAIX, bei Siuos pirminius antikuinus
atpazistantys antriniai antikiinai, atitinkamai Alexa Fluor® 488 ir Alexa Fluor® 594
(abieju skiedimas 1:500, Invitrogen). Branduolio vaizdinimui méginiai inkubuoti su
5 pg/ml 2-(4-amidinofenil)-1 H-indolo-6-karboksamidinu (DAPI, Life Technologies) 2 min

kambario temperaturoje.

Statistiné analizé. Naudota GraphPad Prism (6.01) programa. Pagal duomenuy pasi-
skirstyma, pritaikytas Stjudento ¢ arba Mann—Whitney U testas. Skirtumai tarp grupiu
laikyti statistiskai reikdmingais, kai reiksmingumo lygmuo p<0,05 (*p<0,05; **p<0,01;
K p<0,001; *F*p<0,0001).
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Rezultatai

Slopikliy jungimosi su CA VI termodinaminé analizé

Siame darbe siekta jvertinti tam tikru slopikliy giminingumus natyviai CA VI, is-
grynintai iS zmogaus seiliy, ir rekombinantinei CA VI, gautai i§ E. coli bei zinduoliy
FreeStyle 293-F lasteliy. Tokiu budu noréta nustatyti rekombinantinés CA VI kaip naty-
vios CA VI modelio tinkamuma, baltymo-junginio saveikos tyrimuose. Buvo pasirinkti 25
turintys fluoro grupe (1-3w) bei 3 be fluoro (6a-6¢) slopikliai, kuriu strukturos parodytos
1 paveiksle.
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1 pav. Slopikliy 1, 2, 3a—w, 6a—6¢, AZM, BSA ir EZA strukturos. Slopikliai isdéstyti
saveikos su rekombinantine CA VI, isgryninta i§ F. coli, K4 jny didéjimo tvarka.

Ekperimentiskai buvo nustatyti baltymo saveikos su slopikliais stebimieji jungimosi
parametrai, priklausantys nuo buferinio tirpalo pH, bei apskaiciuoti tikriniai, nuo eks-
perimento salygu nepriklausantys jungimosi parametrai (2 pav.). Stebimosios vertés yra
reikSmingos, kai siekiama jvertinti junginiy gimininguma CA VI, esant vienodoms, arti-
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moms fiziologinéms eksperimentinéms salygoms. Tikriniai jungimosi parametrai leidzia
geriau suprasti veiksnius, lemiancius molekulinj atpazinima, bei Sia informacija panau-
doti tolimesniam slopikliy vystymui.

Il - tikriniai slopikliy jungimosi su rekombinantine CA VI i$ E. coli parametrai

[ - stebimieji slopikliy jungimosi su rekombinantine CA VI i§ E. coli parametrai
[ - stebimieji slopikliy jungimosi su natyvia CA VI i§ Zmogaus seiliy parametrai

3 777 - stebimieji slopikliy jungimosi su rekombinantine CA VI i$ Zinduoliy Iasteliy parametrai
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2 pav. ISmatuoty stebimuju (Kgps) ir suskaiciuotu tikriniu (Kgne-) duomenu paly-
ginimas. Ky s vertés nustatytos FTSA metodu (37°C, pH 7.0). Pateiktas kiekvieno
eksperimento 3 pakartojimy vidurkis su standartiniu nuokrypiu. Tikriniai parametrai
suskaic¢iuoti pagal 1 lygti.

Stebimuyju parametry analizé. Nustatyti stebimieji 8 slopikliu saveikos su 3 CA VI
baltymais, iSgrynintais i$ skirtingy Saltiniu, parametrai. Ky s vertés sutapo matavimo
FTSA metodu tikslumo ribose (duomenys nesiskyré daugiau nei 2 kartus).

Palyginus atitinkamu junginiu, besiskirianciu tik fluoro grupiu buvimu (3c su 6a, 3e
su 6b, 30 su 6¢), saveikos giminingumus, nustatyta, kad fluoras turéjo reiksmingos jtakos
stebimyju parametry padidinimui ir slopikliy sulfonamidinés grupés pK, sumazinimui.
Pavyzdziui, slopikliu 3¢ (su fluoro grupémis) ir 6a (be fluoro grupiu) saveikos su natyvia
CA VI K4 s buvo atitinkamai 230 nM ir 6700 nM, o ju sulfonamidinés grupés pK, vertes
— atitinkamai 8.14 ir 9.96.

EZA giminingumas CA VI baltymams reikSmingai priklausé nuo eksperimente nau-
doto buferinio tirpalo pH (3 pav., A). Saveika buvo stipriausia ties neutraliu pH ir ji
susilpnéjo, kai pH mazéjo arba didéjo. Slopiklis jungiasi su CA izoforma, kai jo sul-
fonamidiné grupé yra deprotonizuota, o CA aktyviajame centre prie cinko prisijunges
hidroksido jonas yra protonizuotas. Esant rugstiniam pH, deprotonizuota sulfonamidine
grupe turinc¢io slopiklio koncentracija sumazéjo. Esant sarminiam pH, CA VI aktyvia-
jame centre protonizuoto hidroksido jono koncentracija sumazéejo. Toks besijungianciy
komponenty kiekio mazéjimas lémeé silpnesne saveika tiek mazéjant, tiek didéjant bu-
ferinio tirpalo pH. Atliekant ITC eksperimentus, parodyta EZA jungimosi stebimosios
entalpijos (AyH,ps) priklausomybé nuo buferinio tirpalo ir jo pH (3 pav., B).

Tikriniy parametry analizé. 2 paveiksle slopikliai iSdeéstyti tikrines saveikos su re-
kombinantine CA VI i§ FE. coli silpnéjimo tvarka. Didziausias skirtumas tarp stebimojo
ir tikrinio junginio giminingumu buvo nustatytas benzensulfonamidams be fluoro grupiy
(6a, 6b ir 6¢). Jie ivertinti kaip stipriausiai su CA VI saveikaujantys junginiai (K g
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A CA VI, kuri iggryninta is: B 9.
28] = Zmogaus seiliy
a zinduoliy Igsteliy
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3 pav. (A) EZA jungimosi su CA VI A,G s priklausomybés nuo pH, iSmatuotos FTSA
(37°C). Taskai zymi eksperimentinius duomenis, o linijos — modelius, atitinkancius 1
lygti ir perskaiciuotus i AyGops. Eksperimentai atlikti naudojant 50 mM natrio fosfato,
50 mM natrio acetato ir 25 mM natrio borato buferinj tirpala. (B) ITC ismatuota EZA
jungimosi su CA VI i§ E. coli AyH s priklausomybé nuo pH, naudojant natrio fosfato
(Pi) ir Tris buferinius tirpalus (37°C). Linijos gautos pagal 6 modelj.

buvo 0,11 nM-0,39nM). Slopikliai 3b ir 3r jungesi su CA VI silpniausiai tiek pagal ste-
bimuosius, tiek pagal tikrinius parametrus. Tik triju junginiuy (1, 3j ir 3p) stebimasis
ir tikrinis jungimosi giminingumas skyrési maziau nei 100 karty. Slopikliu chemineés
struktiiros ir tikriniy termodinaminiy parametry sarysio analizé parodé, jog saveikas su
CA VI lemé hidrofobiniai pakaitai, tuo tarpu fluorai sumazino jungimosi stipruma,.

FTSA ir ITC metodais nustatyti CA VI, iSgrynintos i§ 3 skirtingu Saltiniu, aktyvia-
jame centre cinko koordinuojamo hidroksido protonizacijos duomenys bei pK, vertés (1
lentelé).

1 lentele. CA VI protonizacijos duomenys ir pK, vertés. ND — nenustatyta.

Baltymas Saltinis T | pK, AG A H TA,S
(°C) (kJmol™!) | (kJmol™t) | (kJmol™!)
CAVI Zmogaus seilés 37 5,5 -314 ND ND
CAVI zinduoliy lastelés | 37 5,5 -314 ND ND
CAVI 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, apskaic¢iuoti tikriniai EZA jungimosi su rekom-
binantine CA VI i§ E. coli parametrai (2 lentelé).

2 lentelé. Tikriniai EZA jungimosi su rekombinantine CA VI i§ E. coli parametrai.

Baltymas T AbHintr AbGintr TAbSim‘,r
(°C) | (kJmol~?!) | (kJmol™1) | (kJmol~!)
CA VI 25 -58,0 -53,9 -4,1
CAVI | 37 65,5 54,1 11,4
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Perspektyviausiy CA IX slopikliy tyrimai modelinése sistemose

Kuriant CA IX, véziniy lasteliu zymens, slopiklius kaip potencialius priesvézinius vais-
tus, svarbu, kad jie stipriai ir atrankiai jungtusi su CAIX, bet silpnai saveikauty su ki-
tomis CA izoformomis, pavyzdziui, CA VI. Disertacijos autoré iSmatavo ~200 slopikliuy
jungimasi su CA VI FTSA metodu, i$ kuriy junginiai VD11-4-2 ir VD12-09 buvo atrink-
ti kaip perspektyvus CAIX slopikliai (3 lentelé). Tolimesniam junginiu vystymui buvo
svarbu patvirtinti ju efektyvuma biologinése modelinése sistemose. Todél buvo atlik-
ti junginiu tyrimai daniju embrionuose/lervose, Xenopus oocituose ir zmogaus vézinése
lastelése.

3 lentelé. Perspektyviausiy CA IX slopikliy strukturos ir jungimosi su rekombinantinémis
CA izoformomis Ky s vertés, iSmatuotos FTSA (37°C, pH 7.0). VD11-4-2 ir VD12-09
saveiky su CA duomenys buvo publikuoti [21].

Kd,obs (HM)
SO,NH,
F §
SO,NH, SO,NH,
F F F N F F
O] ¢
F N F F VR16-09
SO, S
VD11-4-2 vD12-09
CA izoforma HO HO HOOC
CAI 710 50000 > 200000
CAII 60 1300 > 200000
CAIII 40000 > 200000 > 200000
CAIV 25 1700 > 200000
CAVA 2500 3300 > 200000
CA VB 5,6 210 45000
CAVI 95 4300 > 200000
CAVII 9,8 330 37000
CAIX 0,05 1,1 0,16
CAXII 3,3 330 710
CA XIII 3,6 140 20
CAXIV 1,6 170 170

Slopikliy tyrimai danijy embrionuose/lervose

Mirtinguma lemianciy slopikliy koncentracijy ivertinimas. Siekiant istirti nuo
koncentracijos priklausoma VD11-4-2, VD12-09 ir EZA slopikliu poveiki daniju gyvy-
bingumui, buvo panaudota virs 2300 daniju embrionu. Pagal apskaic¢iuotas LC5q vertes
nustatyta, kad VD11-4-2 jtaka gyvybingumui buvo mazesné uz VD12-09 ir EZA poveikj
(4 pav.), t.y. VD11-4-2 slopiklio LCjs lygi 120uM, o LCjy vertés VD12-09 ir EZA
junginiams ~10 kartu mazesnés (atitinkamai 13 M ir 9 pM).
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A B
LCsy (VD11-4-2)

100 50 100
T 120 uM T
X X
~ 804 ~ 804
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£ £
3 60- 3,60+ LCsy (EZA)
5 5 9 uM
2 401 S 401
> >
o LCs, (VD12-09) ©

201 13 uM 20+

0+, . . — 0+ . . E—
0 1 10 100 0 1 10 100
Koncentracija (uM) Koncentracija (uM)

4 pav. Daniju gyvybingumo priklausomybés nuo slopikliu koncentraciju: (A) VD11-4-2
(@), VD12-09 (M); (B) EZA. Daniju embrionai inkubuoti su slopikliais 120 val.. Taskai
zymi eksperimentinius duomenis, o linijos — teorines kreives, nubréztas pagal Hilo modelj.

Fenotipo pokyciai. Stipriausia jtaka danijuy lervy fenotipui po 5 dieny poveikio turéjo
EZA. Sis slopiklis lémé perikardito (sirdipléves uzdegimo) susidaryma, kuno formos po-
kyc¢ius ir nejsisavinta trynio maiseli, kuris yra vienas i§ pagrindiniy maisto medziagu
Saltiniu daniju embrionu vystymosi metu (5 pav., A). Sie sutrikimai nebuvo nustatyti
danijuy lervose po poveikio VD junginiais (5 pav., B) arba DMSO (5 pav., C). Histologinés
analizes rezultatai parode, kad audiniams tirti slopikliai poveikio neturejo.

5 pav. Daniju lervu fenotipo pokyé¢iai po 5 dienu inkubavimo su 10 pM EZA (A), 100 pM
VD11-4-2 (B) ir DMSO (C). Rodyklés A dalyje nurodo perikarditus.

Slopikliy tyrimai Xenopus oocituose

Vidulastelinés CA IX slopinimas. Klier su kolegomis parodé, kad ~80 % heterolo-
ginés CA IX randama Xenopus oocito viduje [22]. Todél buvo tirti VD11-4-2 ir VD12-09
poveikiai vidulasteliniy CA IX ir CAII fermentiniams aktyvumams. Matuojant mikro-
elektrodais, nustatyta slopikliy jtaka oocity rugstinimo pokyciams, kuriuos katalizavo
tam tikra heterologiné CA izoforma. Sioje modelinéje sistemoje rgstinimas sukeltas
oocitus veikiant 5% CO,/ 25 mM HCO; buferiniu tirpalu. Lyginant su natyviais ooci-
tais, vidulastelinio riiggtinimo greitis (A[H'];/At) padidéjo nuo 25,4 + 2. 9nM min~" (6
pav., C) iki 82,0 +8,8nMmin~! arba 137,54+ 14,7nM min~! oocituose atitinkamai su
CAIX (6 pav., B, E) arba CAII (6 pav., A, D). Po inkubavimo su 10pM VD11-4-2
oocituose su CA Tl A[H'];/At nepasikeite. Taciau oocituose su CAIX po poveikio su
10 pM VD11-4-2 A[H*];/At sumazéjo nuo 82,0 4+ 8 8 nM min~! iki 20,3 & 3,5nM min~!,
o §i verté atitiko A[H'];/At natyviuose oocituose po inkubavimo su 10pM VD11-4-2
(20,2 + 1,4nMmin~'). 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 pasizyméjo atrankumu CA IX
lyginant su CA 11, taciau jo jtaka A[H*];/At oocituose su CA IX buvo mazesné uz VD11-
4-2.

A
5% CO,/25 MM HCO,  CAIl
H],
110 nM
A[HJ/At 6 min
10 uM VD11-4-2
B
5% CO,/25 mM HCO,
— — CAIX %
A[H)/At

10 uM VD11-4-2

C D E
240 -  Natyvus 240 - CAll 240 CAIX
210 | 210 | 210 +
g 180 =180 6 n=6 n=6 <= 180
£ . § n= n.s. n.s. c
= 150 S 150 S 150 -
= 120 =120 120 |
< o | < 9 < go | "P
L _ L i I _
= 60 g =6 H=3 = 60 = 60
30 ' =2 NS > 30 - 30 |
o, LmA o L o
[ Kontrole [ Kontrolé
Ml + 10 uM VD11-4-2 B + 10 pM VD11-4-2
E Plovimas (15 min) [ Plovimas (15 min)

[ Plovimas (30 min)

6 pav. Citozolinio [H'] kitimo grei¢io matavimas Xenopus oocituose su tam tikra hete-
rologine CA izoforma (A, B, D, E) ir natyviuose Xenopus oocituose (C). Lastelés buvo
pakartotinai veikiamos CO,/HCO, buferiniu tirpalu pries ir po inkubacijos su 10 pM
VD11-4-2 ir po 15min arba 45min plovimo. Pagal raudonas tieses buvo jvertinami
nuokrypio kampai, naudoti A[HT];/At nustatymui (*p<0.05, ***p<0.001, n.s.: néra
statistiskai reikSmingo skirtumo).
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Uzlastelinés CA IX slopinimas. Retgenostrukturinés analizes rezultatai parode, kad
CA IX yra transmembraninis baltymas, kurio katalizinis domenas yra lastelés isoréje [23].
Tokios heterologinés CAIX formos Xenopus oocituose randama ~20% [22]. Nusta-
tyta VD11-4-2 itaka uzlastelinio riiggtinimo amplitudziy pokyciams (A[H"],). Naty-
viuose oocituose A[H'], buvo 15,6 & 0,4nM min~—! (7 pav., B), o oocituose su CAIX —
63,0 £ 3,1nMmin~! (7, A, C). Po 10pM VD11-4-2 poveikio A[H"], oocituose su CA IX
sumazejo iki 22,14+ 0,7nMmin~! (7, A, C). VD11-4-2 buvo nustatytas kaip nenuplau-
namas po 15min CA IX slopiklis (7 pav., C). Slopiklis VD12-09 reik§mingos itakos [H],
oocituose su CA IX neturéjo.

A
5% CO,/25 mM HCO,

A[H],

10 uM VD11-4-2

B C
120 - Natyvus 120 - CAIX
100 | 100 -
80 | 80 |
Z 60t Z 60
T 40t T 40t
< n=5 n=5 <
20 F n=5 n.s. n.s. 20
LA ol
[ Kontrolé [ Kontrolé
M + 10 uM VD11-4-2 M + 10 uM VD11-4-2
B Plovimas (15 min) E Plovimas (15 min)

7 pav. Uzlastelinio [HT], matavimai Xenopus oocituose su tam tikra heterologine CA
izoforma (A ir C) ir natyviuose Xenopus oocituose (B). Lastelés buvo pakartotinai vei-
kiamos CO,/HCO; buferiniu tirpalu pries ir po inkubacijos su 10 pM VD11-4-2 ir po
plovimo 15min. Pagal raudonas tieses buvo ivertinamos amplitudés, naudotos A[H],
nustatymui (**p<0.01, ***p<0.001, n.s.: néra statistiskai reiksmingo skirtumo).

Nuo VD11-4-2 koncentracijos priklausomas CA IX slopinimas. Siekiant jvertinti
CA IX slopinimo VD11-4-2 junginiu efektyvuma, iSmatuota 0,1 nM-10 uM VD11-4-2 jtaka

A[H"];/At bei [HY]s Xenopus oocituose su CA IX ir pagal Hilo modelj apskai¢iuotos 1C5g

vertes. Vieno eksperimento metu oocitas inkubuotas su didéjancios koncentracijos VD11-

4-2 slopikliu. Nustatytos vidulastelinés ir uzlastelinés CA IX slopinimo IC5q vertés buvo

atitinkamai 15nM (8 pav., A) ir 25nM (8 pav., B). Sie duomenys pirma, karta parodeé

auksta VD11-4-2 gimininguma CA IX baltymui biologinéje sistemoje.
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8 pav. ICsy verciy nustatymas pagal [H"];/t (A) ir [H], (B) poky¢iu priklausomybes
nuo VD11-4-2 koncentracijos. Taskai zymi eksperimentinius duomenis, o linijos — teorines
kreives, nubréztas pagal Hilo modeli.

Masiy spektrometrija. Naudojant Xenopus oocitu, turinciy heterologine CA IX, liza-
tus, jvertinta VD11-4-2 jtaka bendram vidulastelinés ir uzlastelinés CA IX fermentiniam
aktyvumui MS metodu (9 pav.). Paveikus oocitu lizatus 1 nM VD11-4-2 tirpalu, fermen-
tinis CA IX aktyvumas sumaZéjo ~25%. Nebuvo rasta 13C180, kiekio kitimy skirtumo
MS duomenyse, kai buvo naudoti natyvus oocitai ir oocitai su CAIX po inkubavimo
su 10nM VD11-4-2. Sie rezultatai patvirtino aukstag VD11-4-2 efektyvuma, parodyta
nanomolinés eilés IC5, vertémis pH matavimo mikroelektrodais eksperimentuose.

8 r FkKk
7 | . *k%k
E 6N
5 T A Ovocitas su CA IX
= 5F n=4 [0 Natyvus ovocitas
7))
(]
E 4r
=]
2 sf \
X n=
; 2t =8 n=4 n=4 n.s.
N |
0 L
0nM 1nM 10 nM
VD11-4-2 VD11-4-2 VD11-4-2

9 pav. Slopiklio VD11-4-2 itakos CAIX fermentiniam aktyvumui Xenopus oocituose
nustatymas MS metodu. 20 oocity lizatas buvo inkubuojamas su didéjanciomis 1 nM
bei 10nM VD11-4-2 dozémis (*p<0.05, ***p<0.001, n.s.: néra statistiskai reiksmingo
skirtumo).

Slopikliy tyrimai Zmogaus vézZinése lastelése

Sioje modelinéje sistemoje tirti trys slopikliai: VD11-4-2, VD12-09 ir VR16-09. Nau-
jas junginys VR16-09 buvo susintetintas, kuris pasizymeéjo aukstu giminingumu ir dides-
niu uz VD11-4-2 bei VD12-09 atrankumu rekombinantinei CA IX (3 lentel¢). Todél buvo
svarbu nustatyti VR16-09 biologini efektyvuma, ypa¢ zmogaus vézinese lastelése.

Nuo CAIX priklausomas slopikliy aktyvumas. Siame darbe naudotos A549 ir
H460 (plauciu), AsPC-1 (kasos), MDA-MB-231 (kruties) ir HeLa (gimdos kaklelio) zmo-
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gaus vézines lastelés. Esant hipoksijos salygoms (0,2% O,), jose nustatytas padidéjes
CA IX kiekis, o CA XII kiekis normoksijos ir hipoksijos salygomis nepakito. HeLa lasteliy
CA IX buvo didesnio molekulinio svorio nei kitose tirtose lastelése. Tai galétu lemti skir-
tingos posttransliacinés modifikacijos.

A A549  AsPC-1 MDA-MB-231 H460 HeLa
N H N H N H N H N H

70 kDa ~ B S 55 = = 2 | Laminas A

55 kDa| - - = cax
B A549 AsPC-1 MDA-MB-231  H460 HeLa
NH NHNUHNUH NH

70kDa [ ——_ ‘jLaminasA
40 kDa ! - CAXII
10 pav. CAIX (A) ir CAXII (B) nustatymas imunoblotingo metodu A549, AsPC-1,

MDA-MB-231, H460 ir HeLa lastelése po 72val. kultivavimo, esant 21 % O, (N) arba
0,2% O, (H). Laminas A buvo naudojamas kaip teigiama kontrolé.

Slopikliy aktyvumas buvo tirtas MS metodu, naudojant Zymeéta *C*0,. I matavimo
kiuvete ipilta hipoksijos salygomis auginty MDA-MB-231 véziniy lasteliy suspensija lémé
greitesnius %0 poky¢ius, kuriuos katalizavo uzlastelines CA izoformos. Tokios lasteliy
suspensijos prieS MS matavimus inkubuotos su VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09 slopik-
liais. Nustatytos uzlasteliniy CA baltymuy slopinimo /Cjy vertés buvo 1,29 + 0,11 nM,
2,95+ 0,69nM ir 1674 + 1,3nM atitinkamai VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09 junginiams
(11 pav.).

A B C

9 <100 <100 4

< 100 + vRie09 = 1907 vD11-4-2 =100 VD12-09

(2] E (2] 90 4 8 1

£ 90 4 ICy129nM € 77 IC.,2,950M £ 90 1 IC,, 167,4 M
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S 80 S . 80

g £ 70 g o]
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O 1 O | O ]

> 60 2 50 2 607

£ 1 < ] = 1

g 50  min- 52.1% g 40 min: 44.5% g 50—_ min: 53.3%
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) 0,1 1 10 100 1000 > 03 1 3 10 30 100300 O 1 10 100 1000 10000
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11 pav. MS metodu jvertinta MDA-MB-231 lasteliuy, 72 val. kultivuotu 0,2% O, saly-
gomis, uzlasteliniy CA aktyvumo priklausomybé nuo VR16-09 koncentracijos. Lastelés
buvo inkubuotos su slopikliu 3 val. iki MS eksperimento pradzios. Pateikti eksperimentuy,
pakartoty 4 kartus, rezultaty vidurkiai su standartiniais nuokrypiais.

Naudojant CRISPR-Cas9 sistema, HeLa lastelése buvo nuslopinta geno, koduojancio
CA IX, raiska. Jos panaudotos nuo CA IX priklausomo slopikliy veikimo tyrimuose MS
metodu. Naudotos didesnéms uz 100 kartu junginiuy koncentracijos nei nustatytos ju
1C50 vertés MDA-MB-231 lastelése. Tirti VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09 slopikliai
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neturéjo jtakos hipoksijoje auginty HeLa lasteliy, neturinciy CA IX, uzlasteliniy CA
aktyvumui (12 pav.). Tam tikras kity uzlasteliniu CA izoformu aktyvumas isliko ir
nebuvo veikiamas tirtais slopikliais. HeLa lastelése, kuriose nebuvo genetiniu pakeitimuy,
slopikliais reikSmingai sumazintas uzlasteliniu CA aktyvumas iki tokiy verc¢iy, kurios
buvo iSmatuotos HeLa lastelése be CA IX baltymo po poveikio slopikliais. Tokiu budu
parodytas tirty slopikliu atrankus, nuo CA IX priklausomas veikimo mechanizmas.

12 4

J 0 nM VR16-09 [ 0 nM VD11-4-2 [ 0 uM VD12-09

[ 300 nM VR16-09 [H 300 nM VD11-4-2 [ 30 uM VD12-09
n=4 n=4 n=4

n.s. n.s.

UZlgsteliniy CA aktyvumas (U/ml)
o

HeLa Hela HelLa HeLa HelLa Hela HeLa HelLa Hela
CAIX CAIX CAIX CAIX CAIX CAIX
KO1 KO2 KO1 KO2 KO1 KO2

12 pav. MS metodu jvertintas nuo CA IX priklausomas VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09
slopikliu veikimas HeLa lastelése, 72 val. kultivuotose 0,2 % O, salygomis. Buvo naudotos
HeLa be genetiniy pakeitimy ir HeLa su nuslopinta geno, koduojancio CA IX, raiska
(HeLa CAIX KOLI ir HeLa CAIX KO2) lastelés. Balti stulpeliai rodo uzlasteliniu CA
aktyvuma lastelése pries inkubavima su slopikliais, pilki stulpeliai — po slopikliy poveikio
(**p<0.01, ***p<0.001, n.s.: néra statistiskai reiksmingo skirtumo).

Slopikliy funkciniai aktyvumai patvirtinti pH matavimo eksperimentais, atliktais hi-
poksijos kameroje. Kontroliniai, identiski eksperimentai buvo atliekami normoksijos saly-
gomis. VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09 reikSmingai sumazino HeLa lasteliy mitybinés
terpés rugstinima hipoksijos salygomis nuo koncentracijos priklausomu budu (13 pav.,
A). Slopikliu poveikis normoksijoje buvo nereiksmingas. 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) reikSmingai slopino kitu lasteliu (H460, MDA-MB-231,
A549) mitybinés terpés rugstinima, esant hipoksijos salygoms. Idomu tai, kad AsPC-1
lasteliu vykdomas terpés rugstinimas hipoksijoje buvo padidintas tirtais slopikliais. Tai
galétu buti siejama su monokarboksirtigséiu nesiklio (MCT) 1 izoformos geno raiska, kuri
imunoblotingo metodu nustatyta tik AsPC-1 lastelése i§ tirty liniju (14 pav., A). MCT4
baltymas ir jo kiekio hipoksijoje padidéjimas nustatytas visose tirtose lasteliy linijose (14
pav., B), kaip pateikta literaturoje [24]. Kadangi anks¢iau buvo publikuoti duomenys
apie nekatalizine CA IX funkcija, siejama su MCT izoformomis [25], Siame darbe iskéléme
hipoteze, kad AsPC-1 lastelése tirti junginiai slopino katalizinj CA IX aktyvuma ir ak-
tyvino nekatalizine CAIX funkcija. Dél Sios priezasties MCT1 transportavo i3 lastelés
daugiau laktato bei protono jonuy ir tai lémé mitybinés terpés rugstinimo padidéjima po
inkubacijos su tirtais slopikliais.
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13 pav. (A) VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09 itaka HeLa lasteliu vykdomam mitybinés

terpés rugstinimui, kai lastelés 72val. buvo inkubuotos su slopikliais.

VR16-09 (B) ir

VD11-4-2 (C) poveikis H460, MDA-MB-231, A549 ir AsPC-1 vykdomam mitybinés

terpés rugStinimui, kai lastelés 72val. buvo inkubuotos su slopikliais.
rodo rezultatus, kai paveiktos slopikliais lastelés buvo kultivuotos esant 21 %

stulpeliai — (*p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).

0,2% O,

Balti stulpeliai

0O,, pilki



A A549 AsPC-1 MDA-MB-231 H460 HeLa
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14 pav. MCT1 (A) ir MCT4 (B) nustatymas imunoblotingo metodu A549, AsPC-1,
MDA-MB-231, H460 ir HeLa lastelése po 72val. kultivavimo, esant 21 % O, (N) arba
0,2% O, (H). Laminas A buvo naudojamas kaip teigiama kontrolé.

N H
70kDall

Slopikliy jtaka lasteliy gyvybingumui. Gyvybingumo tyrimams buvo panaudotas
alamarBlue® reagentas. 2D lasteliy kultiiros inkubuotos su slopikliais 48 val.-72 val.. Pa-
gal Hilo modelj ivertintos junginiy EC5, vertés parode, kad slopikliu poveikis tirty lasteliu
gyvybingumui buvo didesnis normoksijoje nei hipoksijoje (4 lentelé). Sis rezultatas buvo
patvirtintas klonogeninés analizés metodu.

4 lentelé. EC5q vertés, parodancios VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09 poveikj HeLa, H460,
A549, MDA-MB-231 ir AsPC-1 lasteliy gyvybingumui. Lastelés, veikiamos slopikliais,
buvo augintos 21 % O, arba 0,2% O, salygomis. Gyvybingumas ivertintas naudojant
alamarBlue® reagenta. Lenteléje pateiktas kiekvieno eksperimento 3 pakartojimuy vidur-
kis su standartiniu nuokrypiu.

ECs (M)
VR16-09 VD11-4-2 VD12-09
0O, 21% 0,2% 21 % 0,2% 21% 0,2%

HelLa 202+43 | 408E96 | 478496 | 922483 | 21,6 4.1 | 469+ 7.0
H460 193436 | 400496 | 214431 | 446464 | 17,8422 | 37,0+ 7,6
A549 17041,0 | 76,7429 | 438+25 | 105+6 | 338425 | 9838 +85
MDA-MB-231 | 74,2+ 3.8 | 84,2449 | 528+ 7.1 | 64,3+ 11,5 | 554+ 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 lasteliu kultiira, gautas priesingas slopikliy itakos gyvybingu-
mui rezultatas nei 2D lasteliy kulturose. Pagal imunofluorescencijos analizés rezultatus
7-ta H460 sferoidu augimo diena nebuvo hipoksijos sric¢iy bei CA IX geno raiskos, taciau
jie nustatyti 11-ta sferoidu diena (15 pav., A). Todél siekiant parodyti nuo hipoksijos
priklausoma junginiy veikima, eksperimente naudoti 4 dienas auginti sferoidai, be hipok-
sijos ir CAIX, ir 11 dieny auginti sferoidai, su hipoksijos sritimis ir CA IX. Abieju tipu
sferoidai inkubuoti su VR16-09, efektyviausiu slopikliu remiantis pH matavimy vézinése
lastelése duomenimis (11 pav. ir 13 pav.). Klonogeninés analizés eksperimentu rezultatai
parodé nuo hipoksijos priklausoma VR16-09 itaka H460 lasteliu gyvybingumui (15 pav.,
B). Tai pabrézia 3D lasteliu kultaru ir ju suformuotos mikroaplinkos svarba junginiy
efektyvumo vertinimui.

DAPI PIMO CAIX DAPI, PIMO ir CAIX
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VR16-09 koncentracija (uM)

15 pav. VR16-09 poveikis H460 lasteliu, suformavusiu sferoidus, gyvybingumui. (A)
DAPI (mélyna), PIMO (zalia) ir CAIX (raudona) pasiskirstymai 7 ir 11 dienu augintuose
H460 sferoiduose. Nustatyta imunofluorescencinés analizés metodu. Nuotrauky mastelis
100 pM. (B) Gyvybingu H460 lasteliu, suformavusiu sferoidus, priklausomybé nuo VR16-
09 koncentracijos. 4 (H) arba 11 (O) dieny auginti sferoidai buvo 24 val. inkubuoti su
VR16-09 (*p<0.05, ***p<0.001).
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Isvados

1. Néra statistiskai reikSmingo skirtumo tarp slopikliy giminingumu natyviai ir re-
kombinantinei CA V1.

2. Pagal tikrinius termodinaminius parametrus slopiklis 6b stipriausiai jungiasi su
CA VI, o fluorintas jo darinys 3e pasizymi aukstesniu stebimuoju, bet mazesniu
tikriniu giminingumu CA VI. Tai lemia fluoro atomo elektroneigiamumas, kuris
sumazina slopiklio sulfonamidinés grupés pK,.

3. I8 E. coli Rosetta™ 2 (DE3) bakteriju, zinduoliy FreeStyle 293-F lasteliy ir Zmo-
gaus seiliy iSgryninty CA VI baltymu aktyviuosiuose centruose prie cinko prisijungusiy
hidroksido jonu pK, vertés yra atitinkamai 5,5, 6,0 ir 6,0 (37°C). I8 E. coli isgry-
nintos CA VI aktyviajame centre cinko koordinuojamo hidroksido jono protoniza-
cijos entalpija lygi -29,0 kJ mol~! (37°C).

4. VD11-4-2 slopiklis, esant mazesnei koncentracijai uz jo LC5y, nesukelia zalingo
poveikio daniju embriony vystymuisi ir slopina heterologinés CA IX aktyvuma Xe-
nopus oocituose (IC5y = 15nM).

5. VR16-09, VD11-4-2 ir VD12-09 junginiai reikSmingai mazina HeLa, H460, MDA-
MB-231 ir A549 zmogaus veéziniu lasteliy mitybinés terpes rugstinima hipoksijos
salygomis su IC5y verte, siekiancia 1,29nM, ir ju veikimo mechanizmas paremtas
CA IX slopinimu.

6. VR16-09 junginys mazina H460 lasteliuy, suformavusiy 3D kultiras, gyvybinguma,
nuo hipoksijos priklausomu budu.
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Summary

Among twelve catalytically active human carbonic anhydrase (CA) isoforms, only
CA VI is found in human saliva, while CAIX 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
CAIX 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 Fscherichia 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 CAIX 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 15nM
inhibitory IC5p of compound VD11-4-2 against the hetereologous CAIX 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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slopikliais matavimas.

Darbo patirtis

Jaunesnioji mokslo darbuotoja BVTS, Biotechnologijos institutas, Vilniaus Universitetas
Nuo 2014
Laboranté BVTS, Biotechnologijos institutas, Vilniaus Universitetas
2010-2014
Projektai

Nuo 2017: S-MIP-17-87, “Karboanhidraziy-slopikliy atpaZinimo mechanizmas — prieSvéZinés terapijos link”,
vadovas Daumantas Matulis, LMT

Nuo 2017: SEN-04/2015, “Zmogaus karboanhidrazés IX, kaip véZiniy lasteliy Zymens, taikymo onkologiniy
ligy diagnostikai, vaizdinimui bei prognozei, tyrimas”, vadové Jurgita Matuliené, LMT

2012-2015: VP1-3.1-SMM-07-K-009, Visuotiné dotacija “Atrankiy karboanhidraziy slopikliy sintezé ir
priesvéziniy savybiy tyrimas”, vadovas Daumantas Matulis

2012-2014: LIG-09/2012, “Karboanhidrazés hCA XII, kaip véZiniy lasteliy Zymens, diagnostinio potencialo
ivertinimas", vadovas Daumantas Matulis, LMT

Stazuotés

Mastrichto Universitetas, Olandija Konsultantas: prof. Ludwig J. Dubois
Erasmus+ stipendija 8 mén. (2016-2017)
Tema: junginiy funkcinio aktyvumo tyrimai Zmogaus vézinése |astelése

Kaizerslauterno Universitetas, Vokietija Konsultantas: prof. Joachim Deitmer
Erasmus+ stipendija 2 mén. (2015)
Tema: atrankus karboanhidraziy slopinimas Xenopus ovocituose

Tamperes Universitetas, Suomija Konsultantas: prof. Seppo Parkkila
Erasmus+ stipendija 2 mén. (2015)

Tema: junginiy toksiskumo tyrimai danijose
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Tarptautinés mokyklos

2018 vasario 6-9: “MOLECULE IN(ter)ACTION: from in vitro to zebrafish”, COST CA15126, Palermas,
Italija

2015 rugséjo 29 - spalio 2: 4-tieji danijy kultivavimo kursai, Bugudzaté, Italija

Apdovangjimai
2018 geguzée: VU Gyvybés moksly centro vardiné stipendija

2018 balandis: gauta FEBS Jaunyjy mokslininky forumo stipendija dalyvauti Siame forume ir 43-iame FEBS
kongrese

2017 gruodis: gauta COST CA15126 stipendija dalyvauti tarptautinéje mokykloje “MOLECULE IN(ter)ACTION:
from in vitro to zebrafish”

2017 balandis: skirta VU vienkartiné tiksliné stipendija uz pasiekimus mokslinéje veikloje
2015 vasario 17: LMA Prezidiumo skirta moksliniy darby premija uz magistro mokslini darba
2014 rugséjo 31: Magistro darbas LJMS jvertintas kaip geriausias biomedicinos srities darbas Lietuvoje
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