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ISradimo sritis

ISradimas susijes su nauju onkologiniy susirgimy geny terapijos badu. Geny
terapijos pagalba norimi genai yra nutaikomi j vézZines lgsteles. Siy geny raiskos
poveikyje lgstelés yra sunaikinamos dél netoksisky provaisty virtimo vaistais ir

i8skyrimo j aplinkg $alia véziniy lasteliy.
ISradimo technikos lygis

Bendras mirtingumas nuo véZiniy susirgimy didéjo didZiajg 20-ojo amZiaus
dalj, labiausiai dél i8augusio tabako vartojimo ir to sukeliamo plauciy véZio. Stabilus
rikymo mazinimas, o taip pat véZio prevencijos, ankstyvos detekcijos bei gydymo
vystymasis per pastaruosius 20 mety bendrg mirtingumg nuo véziniy susirgimy
sumazino 23 % (Siegel et al., 2016). Nepaisant to, véZys iSlieka antra pagrindine
mirties priezastimi visame pasaulyje. Kai kurios vézio formos, pvz., smegeny navikai,
gali labai greitai progresuoti paciuose batiniausiuose organuose, dél ko mirtingumas
nuo 3ios vézio formos yra labai didelis. Kitos véZio risys, pvz., kiausidZiy ar kasos, gali
progresuoti iki pazengusiy stadijy beveik be jokiy simptomy, kas irgi didina mirtinguma.
Gaubtinés Zarnos, prostatos ar krity véziai, nors ir ne visuomet mirtini, stipriai pakeicia
jvairius paciento gyvenimo kokybés aspektus. Piktybiniai navikai, kurie skleidzia
metastazes | jvairius organus ir juose iSlieka nepastebéti yra praktiskai neiSgydomi
lokaliai, be to — sunkiai gydomi net ir sisteminémis terapijomis. Tokios véZio formos yra

atsakingos uz net 90 % visy miréiy, susijusiy su véziniais susirgimais (Malecki, 2012).

Vézinés ligos pasizymi nekontroliuojamu ir invaziniu lgsteliy augimu, kuris
atsiranda dél DNR ar chromatino pakitimy — tokiy lasteliy dauginimosi reguliavimas yra
sutrikes, jos iSstumia ir naikina aplinkinius audinius, gali plisti per kraujg ar limfg j kitas
organizmo vietas ir ten formuoti metastazes. Vézys gali pazeisti bet kurj organg ar
audinj, kiekvienas piktybinis navikas yra skirtingas, jam bldingas nevienodas augimo
greitis, polinkis plisti. VéZio simptomai priklauso nuo jo rasies ir i8plitimo, organy ir
audiniy paZeidimo laipsnio. Sie skirtumai yra svarbiausia klitis ieSkant efektyvaus
gydymo. Pagrindinis vézZio terapijos tikslas — sunaikinti visas véZines Igsteles
nepakenkiant sveikoms, kg sunku pasiekti vézio gydymui naudojamomis jvairiomis
terapijomis: chirurgine, spinduline, chemine, fotodinamine, hipertermine ir kt. (Jain,
2001). Viena perspektyviausiy ir Siuo metu aktyviai vystoma bei tiriama strategija yra

geny terapija, kuri turi daugiausiai potencialo naikinti vien tik vézZines lIgsteles,



LT 6626 B

nekenkdama sveikoms. Jos veiksmingumas priklauso nuo pagrindiniy trijy
komponenty: fermento, provaisto ir vektoriaus (fermentg koduojancio geno nukreipimo
j véZines lgsteles sistemos) (Malekshah et al., 2016). Geny terapijos pagalba norimi
genai yra nutaikomi j véZines Igsteles. Siy geny raiskos (fermento) poveikyje lgstelés
yra sunaikinamos dél netoksiSky provaisty virtimo vaistais ir iSskyrimo j aplinkg Salia
veZziniy lasteliy arba jy viduje. Kaip vektoriai tokiy geny perneSimui yra naudojami
virusai, bakterijos ar kitos Igstelés, pasizymingios migracija link véziniy augliy bei
mikrometastaziy (Patyar et al., 2010; Stuckey et al., 2014). Siuo metu tiriama daug
vezio geny terapijos fermenty-provaisty kombinacijy — keletas pavyzdziy aprasyti

Zemiau.

Herpes simplex viruso timidino kinazés-gencikloviro sistema (HSVTK/GCV).

Timidino kinazé (TK) yra reikalinga Herpes simplex viruso (HSV) reaktyvacijai i§
latentinés fazes. TK inicijuoja timidino fosforilinimg iki timidino monofosfato, kurj
lastelinés kinazés toliau paverdia timidino trifosfatu. Sis mechanizmas yra batinas
virusinés DNR replikacijai lgstelése Seimininkése. Nepaisant savo tiesioginés
funkcijos, herpes viruso TK (HSV TK) yra naudojama sintetiniam guanozino analogui
(ganciklovirui, GCV) aktyvinti (fosforilinti), §j aktyvintg GCV monofosfatg lgstelinés
kinazés pavercia toksidku GCV trifosfatu (GCV-TP). GCV-TP lgsteléje konkuruoja su
deoksiguanozino trifosfatu. GCV-TP jjungimas | DNR struktirg sukelia
viengrandininius DNR trikius ir galiausiai Igstelinés DNR polimerazés inhibicijg. HSV
TK yra 1000 karty giminingesné GCV, lyginant su citozolinémis timidino kinazémis,
todel pirmajj GCV fosforilinimg daugiausia atlieka virusiné TK. HSVTK/GCV sistema
veikia tik besidalijancias Igsteles, kuriose blokuoja DNR sinteze, stabdo Igstelés ciklg
S ir G2 fazése, sukelia mitochondrijy paZeidimus, Igstelés Ziva dél nekrozés ir
apoptozés, o ne dél tiesioginio cheminio toksiskumo. HSVTK/GCV sistema yra
kitomis geny terapijos sistemomis. Nepaisant to, susiduriama su keletu problemy.
Daugelyje véZiniy audiniy jungtys tarp lasteliy néra normalios, todél naudojant
HSVTK/GCV ne visuomet veikia vadinamasis ,kaimyno efektas* (angl. bystander
effect), kuris tiesiogiai priklauso nuo aktyvaus transporto per Igstelines jungtis, kuomet
vyksta toksisky medziagy difuzija j gretimas Igsteles per Igstelines jungtis. Sis efektas
daZniausiai yra naudingas, nes jo déka sunaikinamos ne tik tos Igstelés, kuriose vyksta
provaisto virtimas vaistu, bet ir greta esancios. Taip pat, problemy kelia HSVTK
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giminingumas savo natlraliam substratui timidinui — nepaisant to, kad HSVTK
efektyviau fosforilina GCV, pastarojo dozés, reikalingos efektyviai konkurencijai su
timidinu, yra gerokai per didelés ir sukelia nespecifinj toksiskumg organizmui (stipry
kauly Siulpy ir imuninés sistemos slopinima, létg ir nepilng véZiniy Iasteliy Zatj). Sios
problemos yra sprendZiamos jvairiais budais: mutuojant HSVTK ir keiciant jos savybes
(Karjoo et al., 2016). Patente WO1997035024 yra aprasomos modifikuotos (pakeista
baltymo aminorigséiy seka) HSVTK, efektyviau fosforilinanéios guanozino analogus.
Kartu su jomis naudojami papildomi ne Zmoginés kilmés fermentai, reikalingi
efektyviau fosforilinti provaistus iki veikliy trifosfaty. Sis isradimas sumazina reikalingas
GCV (gancikloviro), acikloviro ar pencikloviro provaisto dozes, o taip pat padidina
,kaimyno efektg“. Tagiau nepaisant pagerinto HSVTK/GCV terapijos efektyvumo, vis

tiek islieka bendrojo toksiskumo organizmui problema.

Citochromo P450/oksazafosforino sistema. Citochromo fermentai yra svarbus

ksenobiotiky metabolizmui todél, kad jy déka toksiSki junginiai kepenyse yra
deaktyvuojami. Be to, jie gali aktyvinti oksazafosforino junginius. Oksazafosforinai yra
priedvéziniy vaisty grupé, kuriai priklauso ciklofosfamidas ir ifosfamidas. Abu Siuos
alkilinancius junginius citochromo P450 fermentai vercia hidroksilintais dariniais. Gauti
metabolitai toliau dalyvauja cheminése reakcijose, kol galy gale sudaro konjugatus su
Iastelés DNR, nuo ko Sios Igstelés Zlva. Reaktyvios metabolity formos pereina |
aplinkines lagsteles nepriklausomai nuo Igsteliniy jungéiy, todél ,kaimyno efektas®
naudojant citochromo P450/oksazafosforino sistema yra stiprus. Kitas jos privalumas
— mazesnis negu kity sistemy imunogeniskumas dél natdraliy P450 fermenty Zmogaus
organizme. Tadiau vienas pagrindiniy sistemos trdkumy irgi kyla dél tos padios
priezasties — provaistai yra metabolizuojami kepenyse, kas toksiSkai veikia Sirdj,
neuronus bei inkstus, be to slopina kauly &iulpus. Todél pagrindinis i33ukis pritaikant
Sig sistemg yra rasti bddus, kaip slopinti kepeny citochromo P450 fermentus, kad
provaistai virsty toksiSkais tik véziniuose audiniuose. Tai bandoma pasiekti
kombinuojant 3ig sistemg su kitais vaistais, inhibuojanciais kepeny fermentus, arba
modifikuojant naudojamg P450 fermenta, tobulinant jo pristatymg j véZines lasteles ir
pan. (Roy ir Waxman, 2006). Patente US20170071959 yra aprasomi nauji
oksazafosforiny dariniai susiorganizuojantys j nanodaleles, jy farmacinés sudétys ir
terapinis pritaikymas véZio gydymui. ISradimo privalumas - tai, jog Siy dariniy
aktyvinimui nereikalingas citochromas P450, kas sumazina jy metabolizma kepenyse
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ir bendrajj toksinj poveikj organizmui.

Nitroreduktazés/CB1954 sistema. Si sistema sudaryta i§ grupés fermenty

nitroreduktaziy (NTR), kurie gali aktyvuoti tokius provaistus, kaip pvz., CB1954 (5-
(aziridin-1-il)-2,4-dinitro-benzamidas). Tiriamos dvi fermenty klasés ir keturi provaisty
tipai. Fermentai skirstomi pagal jautrumag deguoniui. | tipo NTR gali sudaryti nitrozo,
hidroksilamino ir/ar amino grupes turin€ius produktus esant molekulinio deguonies.
tipo NTR gali sudaryti Siuos produktus nesant deguonies. Keturi provaisty tipai yra:
dinitroaziridinilbenzamidai, dinitrobenzamidy bischloroalkilaminai, 4-
nitrobenzilkarbamatai ir nitroindolinai. DaZniausiai naudojamas provaistas CB1954
priklauso dinitrobenzamidams. Sio provaisto metabolitai gali laisvai difunduoti |
aplinkines lgsteles, todél ,kaimyno efektas” yra stiprus. Dél savo chelatiniy savybiy jie
pazeidzia DNR, ir jvyksta nuo p53 ir Igstelés ciklo nepriklausoma apoptozé, tiek
besidalijangiose, tiek nesidalijanciose lastelése. Pagrindiné sistemos problema yra
silpnas CB1954 aktyvinimas. Tai sprendziama modifikuojant nitroreduktazes arba jy
substratus — abi strategijos duoda daug Zadan¢iy rezultaty. Patente W0O2003018788
aprasomi vieng ar daugiau mutacijy (pakeisty aminorigs¢iy) baltymo sekoje turintys
E. coli NFSB geno koduojamos nitroreduktazés variantai. Mutacijos yra specialiai
parinktos tokios, kurios stipriai padidina Siy rekombinantiniy baltymy gimininguma
provaistui CB1954, lyginant su nemutuotu fermentu. Sis iSradimas skirtas spresti
CB1954 aktyvinimo problemg. NTR sistemos panaudotos keletui klinikiniy prostatos ir
kepeny véZio gydymo tyrimy, taciau CB1954 aktyvinimas ir toksiskumas kepenims
iSlieka pagrindinemis 3ios sistemos taikymo klinikoje problemomis (Williams et al.,
2015).

Karboksipeptidazés G2/azoto bischloroalkilaminy sistema. Fermentas

karboksipeptidazé G2 (CPG2) yra gautas i§ Pseudomonas bakterijy RS-16 kamieno ir
neturi analogo Zmogaus organizme. Karboksipeptidazé G2 atskelia glutamo rigstj nuo
azoto bischloroalkilamino pagrindu gauty provaisty pvz., 4-[(2-chloroetil)(2-
meziloksietil)Jamino]benzoil-L-glutamo ragsties (CMDA). Gauti junginiai be jokiy
papildomy modifikacijy gali alkilinti DNR. Aktyvios provaisto formos jvairiais badais
jungiasi su DNR grandinémis ir sukelia apoptoze tiek besidalijangiose, tiek
nesidalijanciose Igstelése. Jos gali difunduoti j gretimas Igsteles nepriklausomai nuo
Igsteliniy jungCiy, todel sukelia stipry ,kaimyno efektg“. Tai, kad S$ios sistemos

provaistai néra aktyvuojami natdraliy Zmogaus fermenty, suteikia jai pranasumg prie$
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kitas sistemas. CMDA, kuris buvo pirmasis i§ sékmingy G2 substraty, yra tobulinamas,
pvz., jo pagrindu sukurtas provaistas ZD2767P yra 300 karty aktyvesnis uz CMDA.
Gerinant fermento aktyvumg, CPG2 genas buvo sulietas su kraujagysliy endotelio
augimo faktoriaus (VEGF) genu, dél ko sekretuojamas CPG2 jungiasi prie VEGF
receptoriy, o tai sulaiko provaista CMDA prie véZiniy Igsteliy ir sumazina sisteminius
paSalinius poveikius organizmui. Patente W02001085960 apraSomi keletas
modifikuoty bakteriniy karboksipeptidaziy CPG2 varianty. Siy fermenty stabilumas ir
katalitinis aktyvumas buvo pagerinti pakeitus tam tikras baltymo sekoje esan ias
aminoragstis kitomis. Taip pat Siame iSradime patentuojami ir pagerintiems
fermentams tinkami jvairls substratai, sukurti CMDA pagrindu. CPG2/CMDA sistema
keliuose skirtinguose Kklinikiniuose tyrimuose buvo naudojama kartu su navikams
specifiniais antik@inais, ta¢iau imunogeniSkumas ir nepakankama fermento-antikiino
lokalizacija trukdo sékmingam tokios sistemos panaudojimui véZio terapijai
(Malekshah et al., 2016).

Citozino deaminazés/5-fluorcitozino (CD/5-FC) sistema. PrieSvézinis vaistas

5-fluoruracilas jau daugiau negu 40 mety yra naudojamas gaubtinés ir tiesiosios
zarnos, krities, galvos bei kaklo navikams gydyti. Jo pasaliniai poveikiai yra kauly
Ciulpy slopinimas, mukozitas, dermatitas, viduriavimas, toksinis poveikis $irdZiai ir kt.
(Papanastasopoulos ir Stebbing, 2014). Bakterinés ir grybelinés citozino deaminazés
(CD), kuriy Zinduoliy Igstelése néra, vercia provaistg 5-fluorcitozing (5-FC) toksidku
vaistu 5-fluoruracilu (5-FU). Tolesnis 5-FU metabolizmas Igsteléje (Pav. 1) veda prie
timino biosintezés sutrikimy (,betimininés mirties" (Peters, 2015)). Vidulgsteliniai
fermentai ver€ia 5-FU keletu metabolity, kurie stabdo RNR, baltymy ir DNR sinteze
Iasteléje, slopina timidilato sintetaze ir galy gale jvyksta apoptozé. Esant dideléms 5-
FU koncentracijoms vyksta jo jjungimas | iRNR, o tai trukdo normaliam iRNR
apdorojimui ir stipriai sutrikdo baltymy sinteze, todél net ir nesidalijanéios véZinés
Iasteles zlva (Garcia-Sanchez et al., 1998). 5-FU, dél savo maZo dydZio ir neutralaus
krivio, gali lengvai difunduoti | gretimas Igsteles — CD/5-FC sistemos sukeliamas
-kaimyno efektas“ néra priklausomas nuo junggéiy tarp Igsteliy, tikriausiai dél to CD/5-
FC sistema buvo efektyvesné uz HSVTK/GCYV sistema tiriant poveikj inksty ir tiesiosios
Zarnos karcinomoms (Malekshah et al., 2016). Taip pat, 5-FC, bet ne 5-FU, gali
difunduoti per hematoencefalinj barjera — todél gali bdti pritaikyta sunkiai
pasiekiamiems smegeny navikams gydyti. Kitas CD/5-FC sistemos privalumas — tai,
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jog 5-FU padidina Igsteliy jautrumg radioterapijai. Nepaisant iSvardinty privalumy, yra
keletas CD/5-FC sistemos trikumy, kurie stabdo jos pritaikyma klinikoje (Karjoo et al.,
2016). Visy pirma, natdiralios Zarnyno bakterijos gali turéti CD ir 5-FC versti j 5-FU -
tai sukelia Salutinj bendrg toksiSkumg organizmui. Be to, CD yra stipriai gimininga savo
natdraliam substratui citozinui — todél reikia dideliy 5-FC doziy. Patente EP1080100
apraSomos CD, kurias koduojanc€iy geny sekos yra modifikuotos taip, kad
patentuojamos CD Zinduoliy Igstelése 300-500 karty efektyviau vergia 5-FC j 5-FU
negu E. coli CD. Patente CA2506329 aprasyta CD i$ organizmo Candida kefyr, kuri 5-
fluorcitozing verCia 5-fluoruracilu efektyviau negu savo natlraly substratg citozing
uracilu. Sis fermentas daug efektyvesnis negu E. coli CD, kuri yra giminingesné
citozinui negu 5-FC. CD i§ Saccharomyces cerevisiae yra giminingesné 5-FC negu
bakterinés, taciau ji yra neatspari temperatlros poky€iams ir trumpai iSlieka in vivo,
todél yra sunkiai panaudojama klinikiniams tyrimams. Patente US5545548 yra
apraSoma mielése Saccharomyces cerevisiae netikétai atrasta CD, kurios baltymo
aminoriig&&iy seka yra nepanasi j jokiy kity baltymy. Sis fermentas pasizymi gerokai
didesniu termostabilumu negu prie$ tai tyrimams naudota mieliy CD. Klinikiniuose
tyrimuose CD/5-FC sistema yra naudojama kartu su HSVTK/GCV sistema tiriant
poveikj prostatos véZiui (Freytag et al., 2007). CD/5-FC sistema buvo panaudota tiriant
jos poveikj jvairioms véZio rGSims — gaubtinés zarnos karcinomai, gliomoms ir kasos
véziui. Siuo metu vykdoma keletas klinikiniy tyrimy su CD/5-FC sistema. Viename jy
genetiSkai modifikuotos nervinés kamieninés Igstelés, turinCios bakterinés CD rai$ka,
yra naudojamos kartu su per burng vartojamu 5-FC gydyti pasikartojanéioms
gliomoms. Kitame I-1l fazés klinikiniame tyrime tiriamas naujas APS001F vaistas kartu
su rekombinantinémis Bifidobacterium longum bakterijomis, kurios gali produkuoti CD.
Taip pat vyksta | fazés klinikinis tyrimas, skirtas Ill/IV stadijos gliomy gydymui
naudojant retrovirusinj vektoriy (Toca511) kartu su 5-FC (Malekshah et al., 2016). Be
iSvardinty, yra tiriama ir daugiau fermento-provaisto pory: puriny nukleozidy
fosforilazés/6-metilpurino deoksiribozés (PNP/MEP), krieny peroksidazés/indolo-3-
acto rugsties (HRP/IAA), karboksilesterazés/irinotekano (CE/CPT-11) (Karjoo et al.,
2016; Malekshah et al., 2016).

Trumpas iSradimo apraSymas

Panaudojus E. coli uracilo auksotrofija paremtg geneting atrankos sistema,

metagenominese bibliotekose buvo atrasti fermentai, priklausantys nuo metalo
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priklausomy hidrolaziy $eimai. Sie fermentai, toliau vadinami izocitozino
deaminazémis, geba efektyviai versti 5-fluorizocitozing (Siuo atveju - naujg provaistg)
i gerai zinomg ir chemoterapijoje naudojamg vaista 5-fluoruracilg. Sidloma naudoti
naujai atrasty fermenty izocitozino deaminaziy ir naujo provaisto 5-fluorizocitozino
porg vézZio geny terapijai. Patentuojama sistema pranaSesné uZ pastaraisiais
deSimtmediais intensyviai tiriama klasikiniy citozino deaminaziy bei jy provaisto 5-
fluorcitozino sistemg (Yata et al.,, 2012) pirmiausia dél to, kad natdrali organizmo
mikroflora, tikétina, neskaido izocitozino (ir taip pat provaisto 5-fluorizocitozino), nes jis
néra gamtoje natdraliai paplites. Provaisto virtimas toksiSku vaistu vykty tik ten, kur jis
bity prieinamas fermentams - izocitozino deaminazéms, t.y., konkre€iose numatytose
vietose. Si sistema leisty sumazZinti bendrg gydymo provaistu toksiskuma (nespecifin;
5-fluoruracilo susidaryma) organizmui, kas yra viena pagrindiniy véZio geny terapijos
problemuy.

18radimo esmé

ISradimo tikslas — naujas onkologiniy susirgimy geny terapijos bldas. Geny
terapijos pagalba norimi genai yra nutaikomi j véZines lasteles, jy raiSkos poveikyje
netoksiSki provaistai yra verCiami vaistais aplinkoje Salia vézZiniy Iasteliy.
Pasinaudojant uracilo auksotrofija ir metagenominémis bibliotekomis buvo atrasti
fermentai izocitozino deaminazés, kurios in vitro geba efektyviai versti naujg provaistg
5-fluorizocitozing | gerai Z2inoma ir chemoterapijoje naudojamg vaistg 5-fluoruracila.
Tolesnis 5-fluoruracilo metabolizmas veda prie timino nukleotidy biosintezés sutrikimy
ir Igsteliy zaties (Pav. 1). 18radimas yra pranaSesnis uz jau Zzinomg ir pladiai tiiamg
citozino deaminazés/5-fluorocitozino sistema tuo, kad nattrali Zmogaus mikrobioma
turi citozino deaminaziy raiSka, dél ko atsiranda nepageidaujamas toksiSkas poveikis
ne vien véZiniuose audiniuose. Patentuojamos izocitozino deaminazés néra pladiai
paplite fermentai, jy substratas izocitozinas néra gamtoje aptinkama medziaga. Dél to,
yra mazai tikétina, kad natdrali Zmogaus organizmo mikrobioma sugebéty skaidyti
izocitozing ir tuo paciu provaistg 5-fluorizocitozing iki toksisko 5-fluorouracilo. Sia
fermenty-provaisto sistema galima sumazinti vieng pagrindiniy véZio geny terapijos
problemy — bendrajj toksiskuma organizmui.

Trumpas paveiksly aprasymas

Pav. 1. Vidulgstelinis 5-fluoruracilo veikimas. Sutrumpinimai: 5-FC — 5-
fluorcitozinas; 5-FU — 5-fluoruracilas; FUMP — 5-fluoruridino monofosfatas; FUDP — 5-
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fluoruridino difosfatas; FUTP — 5-fluoruridino trifosfatas; FAUMP — 5-fluordeoksiuridino

monofosfatas (pagal Vermes et al., 2000).

Pav. 2. I8gryninti rekombinantiniai izocitozino deaminaziy baltymai. ~5 ug
rekombinantiniy Vcz-6His (1) ir URA3-6His (2) deaminaziy 12% SDS-PAGE gelyje. (S)
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Pav. 3. Fermenty - izocitozino deaminaziy (angl. isocytosine deaminases)

veikimo schema.

Pav. 4. Rekombinantiniy Vcz ir URA3 deaminaziy in vitro fermentinio
aktyvumo TLC analizé. 1 — citozinas (kontrolé), 2 — citozinas + Vcz deaminazé, 3 —
citozinas + URA3 deaminazé, 4 — uracilas (kontrolé), 5 — izocitozinas (kontrolé), 6 —
izocitozinas + Vcz deaminazé, 7 - izocitozinas + URA3 deaminazé, 8 - 5-
fluorizocitozinas (kontrolé), 9 - 5-fluorizocitozinas + Vcz deaminazé, 10 - 5-

fluorizocitozinas + URA3 deaminazé.
ISsamus iSradimo apradymas

Kaip jau minéta, bendrasis toksiSkumas organizmui vis dar i$lieka opia ir viena
pagrindiniy vézio geny terapijos problemy. Jg galéty padéti spresti naujos provaisty-
fermenty poros. Jeigu netoksiSkas provaistas néra natiraliai organizme aptinkama
medZiaga — jis negali bati atpaZjstamas Zmogaus ar jo mikrofloros fermenty, todél |
aktyvig forma gali bati ver&iamas tik naudojant terapijai skirtg fermentg. Fermentas taip
pat neturéty bati panaSus j natdraliai organizme esancius fermentus — tuomet iSnykty
provaisto ir kity substraty konkurencijos problema, t.y., provaisto virtimas | toksiskg
formag biity apribotas labai konkrecgiomis sglygomis — provaistas bty aktyvinamas tiktai
esant specialiam fermentui, ir jokios papildomos konversijos niekur kitur organizme
vykti negali, jeigu ten néra fermento.

Siekiant iSspresti vézio geny terapijos bendrojo toksiskumo organizmui
problemg yra ieSkoma naujy fermento/provaisto pory. Tam pasitelkta E. coli uracilo
auksotrofija paremta naujy geny paieskos metagenominése bibliotekose sistema.
Substratu naudojant izocitozing buvo rasti trys nauji genai, koduojantis iki Siol
neZinomus fermentus — izocitozino deaminazes (konkreéiais pavadinimais URA4,
URAB3 ir Vcz), kurie izocitozing verdia uracilu.

URA4 izocitozino deaminaze koduojantis genas SEQ ID Nr. 1:
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ATGAACTCCCTGCTGATCCACAACGCCGCCTGCATCGCCACCTTCGACCACGC
CGATCCGGCGAAGGGCCGCGAACTCAAGGACGCCTCCCTGTTCGTGCGCGAC
AACGTCATCGAGTGGATCGGCCCCACCGCCGAGTTGCCGCGCGCGCTGCGCG
AATCGGCCGGCGAGGTGATCGACGCGCATGGCCACCTGGTCACGCCCGGGCT
GGTGAACACACACCACCACATGTACCAGTCGCTCACGCGCGCCATCCCCGGCG
TGCAGGACGCCGAGCTGTTCTCCTGGCTGCGCGGGCTCTACCCGATCTGGGCC
GGCCTCACGCCGGAGATGGTGCAGGTTTCGACCCAGGTGGCCATGGCCGAGC
TGCTGATGAGCGGCTGCACCACCAGCAGCGACCACCTCTACATCTACCCCAAC
GGGGTGCGGCTGGAGGACAGCATCGAAGCCGCACAGCGCATCGGCATGCGCT
TCGTGGCCACGCGCGGCAGCATGAGCGTGGGCCAGTCGCAGGGCGGGCTGC
CGCCGGACCGCGTGGTGGAAAAGGAAGACGCAATCCTGAAAGACAGCCAGCG
CCTGATCGAGGCCTGGCACAGCGCCGAACACGGCGCCATGGTGCAGGTGGCA
CTCGCCCCGTGTTCGCCGTTCTCGGTCAGCCCCGCACTGATGCAGCAGAGCGC
CGAGCTCGCACGCAGCTTCAAGGGCCAGGGCGTGCGCCTGCACACCCACCTG
GCCGAGAACGACCACGACATCGCCTACAGCCGCGAGAAGTTCCACATGACGCC
CGCGCAGTACGCGCAGGAACTGGGCTGGCTGGGCGACGACGTCTGGCACGCG
CACTGCGTCAAGCTCGACGACGAGGGCATCTCGCTGTTCGCGGCCAGCCGCAC
CGGCGTGGCGCACTGCCCCTGCAGCAACATGCGCCTGGGCAGCGGCATCGCG
CCCGTCCGCCGCATGCTGGACGCCGGGGTGCCGGTGGGCCTGGGCGTGGAC
GGCAGCGCCAGCAACGACGGCGCGCACATGGTGAACGAGGCGCGGCAGGCG
CTGCTGCTGGCGCGCGTGGGCCGCGCGCTCTCAGCCCCCGAGACCCGCGAAG
GCAAGACCTTCTTCGGCTGCGACCTCGGCCCGGCCGAGATGACCGCGCGCGA
CGTGCTGCACATCGCCACCCGCGGTGGCGCGCAGGTGCTGGGCCGCCAAGAC
ATCGGCCACCTGGCACCGGGCATGTGCGCCGACCTGGCGCTGTTCGATCTGC
GCAGCCTGGGCTTTGCCGGCGGTGCGGTGCACGACCCGCTGGCGAGCCTGCT
GCTGTGTGCCAGCCCGCAGGCGGCCTACACGGTGGTCAACGGTCGGGTGGTG
GTGCGGGAAGGCCGGCTCGTCACCGTGGACCTTGGCCCACTCGTGGAACGGC
ACAACCGCCTGGCCATCGAACTGGCGAACGCGGCACGCTGA

URAZ3 izocitozino deaminaze koduojantis genas SEQ ID Nr. 2:

ATGGCCAAAACACTCTTGGTAAAAAATGCTGAATTGCTGGTAACCATGGATGGT
CAGCGGCGGGAAATCCGACAAGGGGGGATGTTCATCGAGGACAACCGGATCG
TGCAGGTCGGGCCCGCCGCCGAGTTGCCGCAGACGGCGGACGAGGTGCTGGA
CCTCAAAGGCAAGGTGGTCATTCCCGGCCTGGTCAACACCCACCACCACATGT
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ACCAGAGCCTCACCCGCGTGGTGCCGGCAGCGCAGGACGGTGAGCTGTTCAA
CTGGCTGACCAACCTTTATCCGATCTGGGCACGGCTGACGCCGGAGATGATCC
AGGTCTCCACCCAGACCGCTATGGCCGAGCTGATCCTTTCCGGCTGCACCACC
TCCAGCGACCATCTCTACATCTACCCCAACGGCTGCAAGCTGGACGACAGCATT
CATGCCGCTGGTGAGATCGGCATGCGTTTCCATGCCGCGCGCGGCAGCATGAG
CGTCGGCCGCAGCCAGGGTGGCTTGCCGCCGGATTCGGTGGTGGAGAAGGAA
GCCGATATCCTCAAGGAGTCCCAGCGCCTGATCGAGGATTACCACGACGCCGC
CCATGGTTCGATGCTGCGAGTGGTGGTCGCGCCGTGTTCGCCGTTCTCGGTCA
GCCGTGACCTGATGCGCGAGGCGGCGGTGCTGGCGCGCAATTACGGGGTTTC
CCTGCACACCCACCTGGCCGAGAACGTCAACGACATCGCCTACAGCCGCGAGA
AGTTCGGCATGACCCCGGCGGAATACGCGGAAGACCTGGGTTGGGTCGGTCA
CGACGTCTGGCATGCGCACTGTGTGCAGCTGGACGAACACGGTATCGAGCTGT
TCGCCCGCACGGGGACTGGTGTTGCCCATTGCCCATGCTCGAACATGCGCTTG
GCCTCAGGCATCGCCCCGGTACGGCGCATGCGTGATGCCGGCGTGCCGGTCG
GGCTGGGCGTGGATGGCTCGGCCTCCAACGACGGCGCCAGCATGATCGGCGA
AGTACGCCAGGCGCTGCTGTTGCAACGGGTCGGCTTCGGCCCGGATGCCATGA
CCGCCCGCGAGGCTCTGGAAATCGCCACCCTGGGCGGTGCCAAGGTGCTCAA
CCGCGACGATATCGGGGCGTTGGCGCCAGGCATGGTGGCGGACTTCGTCGCT
TTCGACCTGAACCACATCGCCTATGCCGGCGCGCTGCACGATCCGCTGGCGGC
CCTGGTGTTCTGCACCCCGACCCATGTGTCTACCAGTGTGATCAACGGCAAGGT
GGTGGTCCGCGACGGCCAGCTGGTCACGGTCGACCTGCCGCGTGTGCTGGAA
CGCCACAACCAACTGGCTCGTCAATTGGTCATGGGTGAATAG

Vcz izocitozino deaminaze koduojantis genas SEQ ID Nr. 3:

ATGGACAAAAGAACGCTGCTCTTTAAGAACGCGGAATTACTCGTCACGA
TGGATGACGAGCGACGAGAAATTAGAGGTGGTTGCCTGCTGGTGGAGGGAAAT
CGCATCGTTGCCGTTGGCGGTGACGAACTTTGCGCTGCGCCAGCAGATGAAGA
GATAGACCTGCGTGGGCATATCGTTATTCCAGGACTGATCAACACGCATCATCA
TATGTTTCAGTCTTTGACGCGAGTGATACCTGATGCGCAAGACGGAGAGCTGTT
TGATTGGCTAAATAATCTCTATCCCATTTGGGCGGGGCTCACCCCAGAGATGAT
CCGAATTTCGACCCAAACCGCGATGGCAGAATTGATGCTTTCTGGATGCACCAC
CTCCAGCGATCATCTCTACGTTTACCCAAACGGTTGTCGTTTAGATGACAGCATC
GATGGCGCTCGCGAAATCGGCATGCGTTTCCATGCTTGCCGTGGAAGCATGAG
CGTAGGGCGCAGTAAGGGGGGCTTACCTCCAGATGAATTGGTCGAAAATGAGC
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AGGCCATTTTAGAAGACTCATTGCGTTTAATTCATAGTTATCACGATGCCCAGCG
CTATAGCATGCTGCGTATCGCGTTGGCACCTTGCTCGCCTTTCTCCGTTAGCCG
AGAGTTAATGGTGAAAACAGCGCAGATGGCGCGCGAACAGGGTGTGTCACTTC
ATACCCATCTGGCTGAAAATGACAGCGATGTGAGCTACAGTCAGACGCATTTTG
GTATGACGCCAGCGCAGTACGCCGAAGATTTAGGATGGGTCGGAAGCGATGTT
TGGCATGCACACTGCGTCAAACTGGACCGCGCAGGGATTTCGTTGTTTGCGAG
AACCGGGACAGGTGTGGCGCATTGCCCATGTTCAAATATGAGATTGGCGTCGG
GTATCGCACCTATTCGTGCGATGCTTGATGAAGGCGTCTCTGTTGGCCTTGGCG
TTGACGGTTCAGCATCTAACGATGCAGGTAACATGATTGCAGAAACGCGGCAGG
CAATGCTGTTACAGCGGGTTGGCTTCGGCCCCGATGCGATGAATGCAAGACAG
GCTTTAGAGATTGCGACGAGAGGCGGGGCGAAAGTACTTAACCGAGATGATATT
GGCTATTTAGCCACGGGTATGGCCGCCGATTTTGTCGCATTTGATCTCAATACC
TTGAATCTTGCGGGTGCCAAACACGATCCGCTGGCGGCGTTAGTTTTCTGTACG
CCAGGGAACGTGGCTTTCAGCGTGATTAACGGGCAGGTTGTTATCCGCGAAGG
GGTATTGCAGACCATTGACTTACCTTCGGTTGTGCAACAACACAATCGCTTGGC
ATGCTTGTTAGTGAACCGGCATCGGCTGTAA

Jau yra Zinoma (apraSyta auks$¢&iau) bakteriniy citozino deaminaziy (CD) ir 5-
fluorcitozino (5-FC) fermento/provaisto pora, $iuo metu aktyviai tiriama ir naudojama
vézio geny terapijoje. Kaip jau minéta, CD/5-FC kombinacija néra ideali dél to, kad
atsiranda bendras toksiS8kumas organizmui. Patentuojamos izocitozino deaminazés
yra fermentai (Pav. 3), skirti naujai sistemai kartu su provaistu 5-fluorizocitozinu. In
vitro pademonstruota (Pav. 4), jog rekombinantinés URA3 ir Vcz izocitozino
deaminazés geba versti 5-fluorizocitozing toksisSku vaistu 5-fluoruracilu, kurioveikimas
lasteléje (Pav. 1) yra gerai Zinomas. Be to, kaip matyti Pav. 4, natdraliai organizme
aptinkamas citozinas néra Siy fermenty substratas. Tai jrodo, jog §i sistema gali biti
pranaSesné uz CD/5-FC sistema vézio geny terapijoje. Natirali organizmo mikroflora
neturéty tureti izocitozino deaminaziy funkcijg atitinkanc¢iy fermenty todél, jog
izocitozinas néra gamtojeaptinkama medZiaga. Be to, provaistas 5-fluorcitozinas,
naudojamas kartu su izocitozino deaminazémis, turéty nesukelti bendro sisteminio
toksiskumo, o veikti tiktai tose vietose, kuriose jis bity prieinamas izocitozino
deaminazéms.

ISradimo jgyvendinimo pavyzdzZiai

Toliau pateikiami iSradimo pavyzdZiai. |$radimas néra ribojamas S$iais
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pavyzdZiais.
Pavyzdys 1. DNR konstrukcija, koduojanti Vcz izocitozino deaminaze.

Naudojantis metagenominéje bibliotekoje atrastu DNR fragmentu,
oligonukleotidy pradmenimis Vcz 28a FW bei Vcz 28a his RV ir Phusion High-Fidelity
PCR Master Mix with HF Buffer PGR reakcijos miSiniu buvo susintetintas DNR
fragmentas, koduojantis Vcz izocitozino deaminazés geng, kurio 5 ir 3 galuose
atitinkamai jvestos Ncol bei Xhol restrikcijos endonukleaziy vietos. Sis fragmentas
hidrolizuotas minétomis restrikcijos endonukleazémis ir liguotas su atitinkamai
paruostu pET-28a(+) plazmidiniu vektoriumi. Naudojantis standartiniais molekulinés
biologijos protokolais (Sambrook ir Russell, 2001) gautos plazmidinés DNR, kuriy seka
patikrinta sekoskaitos (Macrogen) bidu.

Pavyzdys 2. DNR konstrukcija, koduojanti URAS3 izocitozino deaminaze.

Naudojantis metagenominéje bibliotekoje atrastu DNR fragmentu,
oligonukleotidy pradmenimis URA3 21b FW bei URA3 21b his RV ir Phusion High-
Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer PGR reakcijos misiniu buvo susintetintas DNR
fragmentas, koduojantis URA3 izocitozino deaminazés geng, kurio 5° ir 3' galuose
atitinkamai jvestos Ndel bei Xhol restrikcijos endonukleaziy vietos. Sis fragmentas
hidrolizuotas minétomis restrikcijos endonukleazémis ir liguotas su atitinkamai
paruostu pET-21b(+) plazmidiniu vektoriumi. Naudojantis standartiniais molekulinés
biologijos protokolais (Sambrook ir Russell, 2001) gautos plazmidinés DNR, kuriy seka
patikrinta sekoskaitos (Macrogen) btdu.

Pavyzdys 3. DNR konstrukcija, koduojanti URA4 izocitozino deaminaze.

Naudojantis metagenominéje bibliotekoje atrastu DNR fragmentu,
oligonukleotidy pradmenimis ir Phusion High-Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer
PGR reakcijos miiniu galima susintetinti DNR fragmentg, koduojantj URA4 izocitozino
deaminazés geng, kurio 5' ir 3‘ galuose atitinkamai bus jvestos restrikcijos
endonukleaziy vietos, skirtos URA4 koduojanéio geno perkélimui j pasirinktg
plazmidinj vektoriy, naudojantis standartiniais molekulinés biologijos protokolais
(Sambrook ir Russell 2001).

Pavyzdys 4. Rekombinantinis Vcz izocitozino deaminazés baltymas.

Baltymy rai8kos vektoriuje pET-28a(+) koduojama Vcz izocitozino deaminazée
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buvo perkelta j baltymy rai$kai skirta E. coli BL21(DE-3) kamieng. Rekombinantinio
baltymo raiska lgstelése indukuota IPTG. Pasitelkiant Ni* jony chelating baltymy
chromatografijg (GE Healthcare) buvo iSgryninta rekombinantiné Vcz izocitozino

deaminazé, turinti 6xHis Zymenj (Pav. 2).
Pavyzdys 5. Rekombinantinis URA3 izocitozino deaminazés baltymas.

Baltymy raiSkos vektoriuje pET-21b(+) koduojama URA3 izocitozino
deaminazé buvo perkelta | baltymy raiSkai skirta E. coli BL21(DE-3) kamiena.
Rekombinantinio baltymo raiSka lgstelése indukuota IPTG. Pasitelkiant Ni2+ jony
chelatine baltymy chromatografijg (GE Healthcare) buvo iSgryninta rekombinantiné

URAS izocitozino deaminazé, turinti 6xHis Zymenj (Pav. 2).
Pavyzdys 6. Rekombinantinis URA4 izocitozino deaminazés baltymas.

Baltymy raiskos vektoriuje koduojama URA4 izocitozino deaminazé galéty bati
perkelta | baltymy raiSkai skirtg E. coli kamieng. Rekombinantinio baltymo raiSka
lgstelése galéty bati indukuota. Pasitelkiant baltymy chromatografijg galéty bati

iSgryninta rekombinantiné URA4 izocitozino deaminazé.
Pavyzdys 7. Rekombinantinés Vcz izocitozino deaminazés vykdoma reakcija.

ISgrynintos rekombinantinés Vcz izocitozino deaminazés fermentinis
aktyvumas tikrintas plonasluoksnés chromatografijos bddu. Rekombinantinis
fermentas (~0,4 nM / 20 pg) buvo inkubuotas su substratu (20 mM citozino / izocitozino
| 5-fluorizocitozino) 37 °C 1 val. 1 pL reakcijos miSinio analizuota ant silikageliu
padengtos aliuminio plokStelés F254 kaip mobiligia faze naudojant
metanolio:chloroformo (1:9) miSinj. Plonasluoksné chromatografija vizualizuota 254
nm UV Sviesoje. Pav. 4 matyti, kad citozinas néra rekombinantinés Vcz izocitozino
deaminazés substratas; izocitozinas rekombinantinés Vcz izocitozino deaminazés yra
ver€iamas uracilu; 5-fluorizocitozinas rekombinantinés Vcz izocitozino deaminazés yra

veréiamas 5-fluoruracilu.

Pavyzdys 8. Rekombinantinés URA3 izocitozino deaminazés vykdoma
reakcija.

ISgrynintos rekombinantinés URA3 izocitozino deaminazés fermentinis
aktyvumas tikrintas plonasluoksnés chromatografijos budu. Rekombinantinis
fermentas (~0,4 nM / 20 pg) buvo inkubuotas su substratu (20 mM citozino / izocitozino
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| 5-fluorizocitozino) 37°C 1 val. 1 pL reakcijos miSinio analizuota ant silikageliu
padengtos aliuminio plokStelées F254 kaip mobiliagjg faze naudojant
metanolio:chloroformo (1:9) misinj. Plonasluoksné chromatografija vizualizuota 254
nm UV spinduliais. Pav. 4 matyti, kad citozinas néra rekombinantinés URA3 izocitozino
deaminazés substratas; izocitozinas rekombinantinés URA3 izocitozino deaminazés
yra verCiamas uracilu; 5-fluorizocitozinas rekombinantinés URAS3 izocitozino

deaminazés yra verCiamas 5-fluoruracilu.

Pavyzdys 9. Vcz izocitozino deaminazés vykdoma 5-fluorizocitozino

konversija j 5-fluoruracila.

Izocitozino deaminazés Vcz kaip substratg gali panaudoti 5-fluorizocitozing
arba izocitozing bei H20. Jos vykdomos hidrolizés reakcijos produktai yra 5-
fluoruracilas arba uracilas ir NHs. Reakcijos schema pavaizduota Pav. 3.

Pavyzdys 10. URAS3 izocitozino deaminazés vykdoma 5-fluorizocitozino
konversija j 5-fluoruracila.

Izocitozino deaminazés URAS kaip substratg gali panaudoti 5-fluorizocitozing
arba izocitozing bei H20. Jos vykdomos hidrolizés reakcijos produktai yra 5-
fluoruracilas arba uracilas ir NHs. Reakcijos schema pavaizduota Pav. 3.

Pavyzdys 11. URA4 izocitozino deaminazés vykdoma 5-fluorizocitozino
konversija j 5-fluoruracila.

Izocitozino deaminazés URA4 kaip substratg gali panaudoti 5-fluorizocitozing
arba izocitozing bei H20. Jos vykdomos hidrolizés reakcijos produktai yra 5-
fluoruracilas arba uracilas ir NHs. Reakcijos schema pavaizduota Pav. 3.

MedzZiagos ir metodai
Oligonukleotidy pradmenys

Vcz 28a FW SEQ ID Nr. 4: 5-ATATACCATGGACAAAAGAACGCTGC-3'
(pagaminta Metabion)

Vcz 28a his RV SEQ ID Nr. 5: 5-TATATCTCGAGCAGCCGATGCCGGTT-3'
(pagaminta Metabion)

URA3 21b FW SEQ ID Nr. 6: 5-ATATACATATGGCCAAAACACTCTTGG-3'
(pagaminta Metabion)
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URA3 21b his RV SEQ ID Nr. 7: 5-TATATCTCGAGTTCACCCATGACC-3
(pagaminta Metabion)

Plazmidiniai vektoriai

pET-21b(+): Novagen®, Merck KGaA
pET-28a(+): Novagen®, Merck KGaA
Bakterijy kamienai

BL21(DE-3): Novagen®, Merck KGaA

DH10BApyr: sukurtas VU GMC BChl Molekulinés mikrobiologijos ir
biotechnologijos skyriuje DH10B (Thermo Fisher Scientific) pagrindu

Medziagos ir reagentai

5-fluorizocitozinas buvo susintetintas VU GMC BChl Molekulinés
mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje remiantis WO 2009/158011 A1 patente

apraSytomis reakcijomis.

Phusion High-Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer PGR reakcijos miSinys:
Thermo Fisher Scientific Inc.

Restrikcijos endonukleazés Ndel, Xhol, Ncol: Thermo Fisher Scientific Inc.

T4 ligazé: Thermo Fisher Scientific Inc.
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ISradimo apibréztis
1. Fermentas URA4 izocitozino deaminazé, gautas metagenominés atrankos

principu naudojant E. coli DH10BApyr Igsteles, charakterizuojamas tuo

kad, hidrolizuoja izocitozing.

2. Fermento pagal 1 punktg panaudojimas izocitozino hidrolizés reakcijoje, kur

izocitozinas yra ver&iamas j uracila.

3. Fermento pagal 1 punktg panaudojimas 5-flourizocitozino hidrolizés

reakcijoje, kur 5-flourizocitozinas yra ver¢iamas j biologiskai aktyvy 5-floururacilg.

4. Fermentas URA3 izocitozino deaminazé, gautas metagenominés atrankos
principu naudojant E. coli DH10BApyr Igsteles, charakterizuojamas tuo

kad, hidrolizuoja izocitozing.

5. Fermento pagal 4 punktg panaudojimas izocitozino hidrolizés reakcijoje, kur
izocitozinas yra ver¢iamas j uracila.

6. Fermento pagal 4 punktg panaudojimas 5-flourizocitozino hidrolizés
reakcijoje, kur 5-flourizocitozinas yra ver¢iamas | biologiskai aktyvy 5-floururacilg.

7. Fermentas Vcz izocitozino deaminazé, gautas metagenominés atrankos
principu naudojant E. coli DH10BApyr Igsteles, charakterizuojamas tuo
kad, hidrolizuoja izocitozing.

8. Fermento pagal 7 punktg panaudojimas izocitozino hidrolizés reakcijoje, kur
izocitozinas yra ver¢iamas | uracilg.

9. Fermento pagal 7 punktg panaudojimas 5-flourizocitozino hidrolizés
reakcijoje, kur 5-flourizocitozinas yra ver¢iamas | biologiskai aktyvy 5-floururacila.

10. Fermenty pagal 1 - 9 punktus panaudojimas laboratoriniuose ir(arba)
klinikiniuose veziniy susirgimy ir (arba) Iasteliy tyrimuose, siekiant gauti 5-floururacila.
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