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Roviditések

A nehézkesen magyarra fordithato kifejezések a jegyzékben angolul szerepelnek

ABTS 2,2’-azino-bisz(3-etil-benzotiazolin-6-szulfonsav)
AFU Arbitary Fluorescence Unit
AlF apoptozist indukalo faktor

CUPRAC  CUPric ion Reducing Antioxidant Capacity: a rézion redukalasan alapuld
antioxidans kapacitas mérési modszer

CPM percenkénti beiitésszam

CREB3L1 cAMP Responsive Element Binding protein 3-Like-1 (transzkripcios faktor:
szabalyozza pl. a vazopresszin gént)

DBM dibenzoil-metan

DELFIA Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent Immunoassay

DEVD-AMC kaszpaz-3 szubsztrat: N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metil-kumarin
[kémiai neve: N-acetil-L-a-aszpartil-L-a-glutamil-L-valil-N-(4-metil-2-oxo-

2H-1-benzopiran-7-il)-L-a-aszparagin]

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle medium, sejttenyésztd folyadék
DMSO dimetil-szulfoxid
EDI Explicit Diversity Index: a molekulakdnyvtarak vegyiileteinek szerkezeti

sokféleségét vagy hasonlosagat jellemzi

EODB 3-[2-(4-¢etil-fenil)—2-oxoetil]-1,2-dimetil-1H-3,1-benzimidazol-3-ium bromid
ER endoplazmatikus retikulum

ERK 1/2 extracellularis szignal altal szabélyozott kindz 1/2

FCS fotalis borjusavo

FeTPPS (Fe-porfirin komplex: 5,10,15,20-tetrakisz(4-szulfonsav-fenil)porfirinat-
vas(l11)klorid)
FGF fibroblaszt novekedési faktor

GM-CSF granulocita-makrofag kolonia stimulalé faktor

HIF-1 hipoxia-indukal6 faktor (“master” gén)

HTS High-Throughput Screening: nagy ateresztéképességii szlirés

INK MAP kinazok csaladjaba tartozo enzimek (c-Jun N-terminalis kinazok)
LDH laktat-dehidrogenaz

MAPK mitogén-aktivalt protein kinaz(ok)



MNNG N-metil-N'-nitro-N-nitrozo-guanidin

MTT 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid

NGF neuralis novekedési faktor

p38 MAP kinazokhoz tartoz6 enzimcsalad (p38 MAPK)

PAR poli(ADP-rib6z)

PARG poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz

PARP poli(ADP-rib6z) polimeraz

PARP-1 poli(ADP-rib6z) polimeraz-1

PBS Phosphate Buffer Saline: 137 mM NaCl - 2,7 mM KCI - 10 mM Na;HPOg -
1,8 mM KH2PO4 (pH 7,4)

PDGF trombocita-eredetli novekedési faktor

Pl propidium-jodid

ROS reaktiv oxigén gyokok (Reactive Oxygen Species)

RNS nitrogéntartalmu szabad gyokok (Reactive Nitrogen Species)

RPMI 1640 Na-hidrogénkarbonat tartalmu tenyészt6 folyadék (+ L-glutamin)

SOD szuperoxid-dizmutaz

TBST Tris-puffer, NaCl és Tween 20 (Western blot)

TRAF/RIP  TNF Receptor Associated Factor, ill. Receptor Interacting Ser/Thr-Protein

Kinase



1. Bevezetés

A molekulakdnyvtarak sziirése sejtalapu nagy ateresztOképességli modszerekkel (cell-
based high throughput screening) olyan hatékony eljaras, melynek soran nagyszamu molekula
vizsgalatat (,,szlirését”) valositjadk meg sejtes, esetleg kiillonb6zo betegségeket is reprezentalo
modellekben. Az eljaras soran sejtvédd (citoprotektiv) molekuldk keriilnek azonositasra. A
szirési eljaras soran azonositott sejtvédd molekuldk alkalmasak egyes élettani vagy
patofiziologiai folyamatok vizsgalatara az alapkutatasban is.

Az elmult két évtizedben a gyogyszerkutatas nélkiilozhetetlen részévé valt a
molekulakonyvtarak sziirése ¢élosejtes modellekben gyogyszeripari, biotechnologiai és
tudomanyos alapkutatasi teriileteken egyarant. Az eljaras kiilonféle molekulakdnyvtarakat
hasznal, valamint nagyteljesitményt robotizalt és automatizalt eszkdzokkel dolgozik. Sejtvédo,
meghatarozott kémiai szerkezettel rendelkez6 ,,vezérmolekulak™ (lead molecules) azonositasat
kovetden kertil sor azok optimalizalasara a szerkezet célzott modositasaval. A leghatékonyabb
vegyiiletek allatkisérleti, majd preklinikai-klinikai vizsgalatsorozatat végzik el, miel6tt Uj
terapias gyogyszerként jelennek meg a klinikai gyakorlatban.

Oxidativ stressz — a szervezetben taldlhatdo szabadgyokképzddés ¢€s -bomlas
egyensulydnak megvaltozdsa — szdmos betegség hatterében kimutathatd. A sejtsériilések a
makromolekuldk oxidaciojaval sejthalalhoz: pl. apoptozishoz vagy nekrozishoz vezetnek.
Munkank célja olyan sejtvédd vegyiiletek azonositdsa, amelyek tovabbi fejlesztésekkel

hozzajarulhatnak terapids alkalmazasukhoz is.



2. Irodalmi attekintés

A szabadgyok parositatlan elektront vagy elektronokat tartalmaz6 szarmazék, amely
nagyon reakcioképes, bomlékony, a parositott elektronallapot visszaallitdsara torekedve
kapcsolatba 1ép mas molekuldval, ionnal vagy gyokkel. Hianyz6 elektronja potlasara a
kornyezo sejtalkotd anyagokbdl elektront von el, ezzel karositja pl. a fehérjéket, a lipideket, a
genetikai allomanyt. A szervezetben keletkezett szabadgyokok més szabadgyokokkel és nem
gyokokkel reagalhatnak, tovabbi szabadgyokok képzddhetnek és reakcidsorozatok is
kialakulhatnak. A szabadgyokok megsemmisiilnek ezekben a reakciokban, de a célmolekulak
szerkezetében maradandé valtozdsokat alakitanak ki. Ezek koziil a DNS-karosodasok és a
lipidperoxidaci6 patoldgiai jelentdésége emelendd ki. Az utdbbi membrankarosodasok révén
hozzéjarul pl. az atherosclerosis kialakuldsahoz vagy az iszkémias karosodasok (stroke vagy

miokardialis infarktus) patomechanizmusahoz (Valko et al., 2007).

2.1. A szabadgyokok eredete

A szabadgyokok az alapveté anyagcsere folyamatokban keletkeznek, elsésorban az
aerob metabolizmusban specialis enzimek hatasara vagy egyéb biokémiai reakciokban. A
szabadgyokoknek alapvetden két csoportja van, az oxigén eredetli (ROS - reactive oxygen
species) €s a nitrogén tartalmu szabadgyokok (RNS — reactive nitrogen species) (Valko et al.,
2006).

Az oxigénbdl keletkezd reaktiv szdrmazékok kozé tartozik a szingulett oxigén (*O2),
amely molekularis oxigénbdl keletkezik pl. UV-sugarzas hatdsara. A szingulett oxigén lazito
molekulaorbitaljain két parositatlan elektron helyezkedik el. Az egyik legjelentésebb ROS a
szuperoxid-aniongydk vagy szuperoxid-anion (O.7), ami enzimatikus és nem-enzimatikus
spontan folyamatokban képzédik. Tovabbi oxigéntartalma szabadgydk a peroxidanion (02%),
ami nem tartalmaz ugyan parositatlan elektront, de nagyon reakcioképes. Parositatlan elektront
tartalmaz az aktiv hidroxilgyok (OHe), a hidroperoxilgyok (OHz¢), a peroxilgyok (ROz¢), az
alkoxilgyok (RO¢), az utobbiak a sejtalkotd szerves vegyiiletek bomlastermékei (Cheeseman
and Slater, 1993; Gutteridge, 1995).

A nitrogén eredetli szabadgyokok és reaktiv intermedierek koziil a legjelentdsebbek a
nitrogén-monoxid szabadgyok (NOe), a nitrogén dioxid (NO2¢) és a peroxinitrit-anion
(ONOO ), illetve az alkil-peroxinitrittk (ROONO) (Gutteridge and Halliwell, 2000) ;
(Halliwell and Whiteman, 2004).



Vannak olyan molekuldk is, amelyek ugyan nem rendelkeznek parositatlan elektronnal
mégis reakcioképesek, képesek kapcsolatba 1épni mas molekulakkal. Ilyen pl. a hidrogén-
peroxid vagy a hipoklérossav (Halliwell and Gutteridge, 1990). A hipoklérossav (HOCI)
elsdédlegesen baktériumolé  hatasu, aktivalt polimorfonukledris sejtekben termelddik
mieloperoxidaz hatdsara a hidrogén-peroxid és a kloridion reakcidjaban. A membranokon
atjutva fémionok jelenlétében nagy reaktivitasu hidroxilgyok képzddéshez vezet. Részt vesz a
lipidperoxidacioban és a DNS karositasban (Schraufstatter et al., 1990). A hidrogén-peroxidrol

a2.1.1. részben tesziink emlitést.

2.1.1 Endogén szabadgyok képzodés

Szuperoxidgyok-anion elsésorban a sejtek mitokondriumdban képzdédik, az
elektrontranszport ATP-generalé folyamataban az elektronok 1-3 %-a keriil az oxigénre
létrehozva a fenti szabadgyokaot (Kovacic et al., 2005). Szamos mas enzimatikus reakcioban is
képzddhet: a NAD(P)H-oxidaz és a mitokondrium eredetii szuperoxid adja az érrendszerbe
keriilé O2" gyok anion legnagyobb hanyadat (Harrison, 2003). Az ér simaizomsejtekben
mitkodé NAD(P)H-oxidaz szerkezete eltér a fagocitakban talalhaté enzimt6l (Madamanchi et
al., 2005b). Szuperoxid keletkezik a xantin-oxidaz miikodése soran koros koriilmények kozott
és az arachidonsav metabolizmusban a lipoxigenazok hatasara (Droge, 2002). Jelentds
mennyiségii képzédik pl. a fagocita respiracidés burst soran (Decoursey and Ligeti, 2005),
tovabba enzimatikusan a peroxidazok ¢és a lipoxigenazok altal katalizalt hidrogén-peroxidot,

hipokloritot vagy peroxinitritet felhasznalo reakciokban.

A szuperoxid vizes kdzegben gyorsan atalakul: hidrogén-peroxid és viz keletkezik a
dizmutacios reakcioban, amelyet a szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzim jelentésen felgyorsit
(McCord, 1998).

A hidrogén-peroxid (H202) fémionok jelenlétében hidroxilgyokké alakul. A
hidroxilgyok (OHe¢) nagyon reakcioképes, ezért az egyik legveszélyesebb szabadgyoknek
tekinthetd, sejten beliil a fél-életideje kb. 1 nanoszekundum (Pastor et al., 2000). Hidroxilgyok
képzddik példaul a szuperoxidgyok-anion és hidrogén-peroxid Haber-Weiss reakcidjaban:

02"+ H202 — 02+ OH + OHe

A bioldgiai rendszerekben a vas katalizalta Haber-Weiss reakcid vagy Fenton-reakcio

zajlik le, melynek soran szuperoxid aniongydk helyett vasion (Fe?*) az elektron donor.

Fe?* + H,0, — Fe + OH + OH»
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Fiziologias koriilmények kozott a vastranszporterek meggatoljak a vas felszabadulasat
¢s elérhet6ségét a Haber-Weiss reakcid katalizalasara (Kehrer, 2000). A szuperoxid részt vesz
a Haber-Weiss reakcioban és kapcsolodik a Fenton reakcidhoz, ami vas(Il)ion és

oxigénmolekula képz6dését eredményezi (Liochev and Fridovich, 2002):
02 + Fe¥* — 0, + Fe?*

A hidroxilgyok ellen kdzvetlen enzimes védekezés nincs. A sejtek ugy védekeznek a
hidroxilgyokok ellen, hogy prekurzorat, a hidrogén-peroxidot hatékonyan eltavolitjak pl.
katalaz és szeléntartalmu glutation-peroxidaz enzimekkel, ezaltal csokkentik a hidroxilgyok
képzodést (Lipinski, 2011).

A nitrogén-monoxid, helyesebben NOe« gyok, mert parositatlan elektront tartalmaz.
Tovéabbiakban egyszeriisitve NO-val jeloljiik, és nem hasznaljuk az angolszéasz irodalomban
elterjedt és hazankban is népszerii nitrogén-oxid kifejezést. Az NO fél-¢életideje csak néhany
masodperc vizes oldatokban. Jol oldodik vizes és apolaris kozegekben, konnyen diffundal a
plazmamembranban vagy a citoplazmaban. Az extracellularis térben az NO oxigénnel és vizzel
reagalva nitrit- és nitrationokat alkot. A reaktiv nitrogéntartalmi anyagok (RNS) talzott
képzOdését nitrozativ stressznek tekintjiik (Ridnour et al.,, 2004), ami szamos fehérje

nitrozilacidjat eredményezve gatolja a sejtek normalis mitkodését.

A nitrogén-monoxidot specifikus nitrogén-monoxid szintaz (NOS) enzimek termelik. A
katalizalt reakcioban az L-arginin citrullinné alakul at, mikdzben bonyolult reakcidosorozatban
NO képzd6dik (Ghafourifar and Cadenas, 2005). Az NO jelentds szignalmolekula és nagyszami,
¢élettanilag eltérd folyamatot indit el, illetve vesz benne részt: vérnyomas szabalyozas, simaizom

relaxacid, neurotranszmisszid, immunfunkciok stb. (Koshland, 1990) ; (Bergendi et al., 1999).

Amennyiben az endotél eredeti eNOS enzim kofaktorai nem allnak megfeleld
mennyiségben rendelkezésre, akkor az enzim szuperoxidot termel. Ennek kovetkeztében
csokken az endotélium-fliiggd érrelaxacio, mert az NO reagal a szuperoxidgyokkel, és
peroxinitrit alakul ki (Madamanchi et al., 2005a). A peroxinitrit hatasara lipidek peroxidacioja,
DNS torése, enzimek és ioncsatornak mitkodésének gatlasa, fehérjék oxidalasa és nitralasa, a
mitokondrialis 1égzés gatlasa alakul ki. A peroxinitrit alacsonyabb koncentracidban apoptdzis

trigger, magasabb koncentraciéban nekrozist okoz (Szabo, 2003); (Virag et al., 2003).
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2.1.2. Exogén szabadgyokforrasok

Fokozottan képzddnek szabadgyokok kiilonbozé gydgyszerek, antibiotikumok,
tumorellenes szerek [pl. doxorubicin (Bruynzeel et al., 2007)], metotrexat, penicillamin,
fenilbutazon hataséara. A szervezetet éré elektromagneses sugarzas [rontgen-, gamma-sugarzas
(Soloviev et al., 2003)], az UV sugarzas; a dohanyzas (Kovacs et al., 2012) és anorganikus
részecskék (azbeszt, kvarc, szilicium-dioxid), gazok (6zon) belélegzése; valamint toxinok;
xenobiotikumok (peszticidek, herbicidek, fémek, kémiai szennyezd anyagok) szervezetbe

jutasa is jelentds szabadgyok képzodést indithat el (Stohs, 1995) és (Amacher, 2006).

2.2. Antioxidans rendszerek

A szervezetben a szabadgyOkoknek fontos élettani szerepiik van a redox
szabalyozasban. Bonyolult védekez6 rendszer biztositja, hogy a szabadgyokos reakciok egy
bizonyos hatarig a sejtalkotok karositdsa nélkiil jatszodjanak le. Az antioxiddnsok sajat
elektronjaikat adjak at a szabadgyok-szarmazékoknak. Kémiailag eltérd szerkezetii molekuldk
lehetnek antioxidansok, ko6z0s sajatsaguk, hogy jelentésen késleltetik vagy gatoljak a
szubsztratok oxidacidjat. Az antioxidans hatasukat a sejten beliil (intracellularis) vagy a

sejtmembranban vagy a sejtek kozotti térben (extracellularis) fejthetik ki (McCord, 1998).

Az intracellularis antioxidansok a szabadgyokoket enzimatikus és nem-enzimatikus
uton tavolithatjdk el. A kozvetlen enzim-katalizalt reakciokra az antioxidans enzimek
jellemzoéek: pl. a szuperoxid-dizmutaz (SOD), katalaz, peroxidazok, glutation-S-transzferaz,

reduktazok.

Minden aerob szdvetben megtalalhato a szuperoxid-dizmutaz, ami a szuperoxid-anion

crer

1969):
02" + 02"+ 2H" — H202 + O
Elssorban Cu- ¢s Zn-tartalmu SOD enzimek taldlhatdak a citoplazmaban.

A katalaz elsOsorban a mdjban, vesében és a vér alakos elemeiben fordul eld.
Hemoprotein és els6sorban a peroxiszomak tartalmazzdk. A hidrogén-peroxid bomlasi

sebessége az enzim jelenlétében kozel 10 nagysagrenddel fokozodik:

2H0, > 2H,0+0
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A peroxidazok kiilonosen jelentds mennyiségben taldlhatéak a vordsvértestekben,
trombocitakban ¢s leukocitakban. Az enzim altal katalizalt reakcioban a hidrogén-peroxid vagy
lipid-peroxid vizzé redukalodik. Glutation-peroxiddz esetén az elektron/hidrogén donor a

redukalt glutation.

A sejtek hidrogén-peroxid szintjének szabalyozasdban fontos szerepet jatszanak a
peroxiredoxinok. Peroxiredoxinok altalanosan el6forduld enzimek: a cisztein-peroxiddzoknak
6 génje talalhatd az emlds szervezetekben. Kiemelkedd szerepiik van a sejtek antioxidans
védelmi mechanizmuséban és a peroxid jelatvitelben (Perkins et al., 2015). Sokféle sejtfunkciot
modositanak, pl. sejtproliferacio, differencialodas és sejthalal (Kang et al., 2005) (Poole and
Nelson, 2008). Peroxidazok jelentds expressziojat figyelték meg tumoros sejtvonalakban,

valamint besugarzott sejtekben is (Zhang et al., 2009).

Az enzimatikus védekezést kiegészitik a masodlagos antioxidansok, amelyek gyokoket
kotnek meg, miel6tt azok beinditanak a lancreakcidt, ami sejtkarosodashoz, és tovabbi
szabadgyokképzddéshez vezet. Ilyenek az A, C és E-vitaminok, a glutation, az ubikinon, a
flavonoidok stb. Az E-vitamin els6sorban a membrankomponensek védelmében jelentds

antioxidans.

A plazmaban az albumin az egyik legfontosabb extracellularis antioxidans,
molekulanként egy szulfhidril csoportot tartalmaz, 6nmagaban is megkoti a szabadgyokoket.
Az albumin a vas- és a rézionok megkotésére is képes. Ezaltal a fémionok a Haber-Weiss
reakcio szamara elérhetdek lesznek, a képz6do hidroxilgyokot az albumin megkoti. Az albumin
karosodasa ezen antioxidans aktivitas kozben kevésbé jelentds a fehérje nagy koncentracigja
miatt, igy a szabadgyokoket azel6tt hatastalanitja, mieldtt azok mas fehérjéket karositananak

(Roche et al., 2008).

Amennyiben a szabadgyokok mennyiségének jelentds csokkenése nem torténik meg,
ugy a karosodott makromolekulak de novo szintézise vagy eltavolitasa is védhet a szekunder
szabadgyok-képzodéstdl, ezaltal helyreallhat a sejtek, szovetek homeosztazisa. E harmadik
védelmi vonal képviseldi a karosodott fehérje- DNS- és lipidmolekuldkat elimindld repair

mechanizmusok (Gros et al., 2002).

2.3. Az oxidativ stressz
Az oxidativ stressz a reaktiv oxigén és/vagy nitrogén eredetli szabadgyokok

keletkezése és az antioxidans védo rendszerek kozotti egyenstuly megbomlasa, a sejtek redox
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allapotanak megvaltozasa soran 1ép fel. Az ATP keletkezése soran szamos oxidacios-

redukcids 1épés torténik, amikor redukalo dgens (hidrogén) szallitodik az oxigénre. A ROS

kontrollalatlan keletkezése vagy az antioxidans rendszer miikodésének csokkenése vezet az

oxidativ stressz kialakulasahoz. Szinte nincs olyan betegség, ahol a szabadgyokok karositd

hatasat ne mutattak volna ki, vagy a szabadgyokok taltermelddése vagy az antioxidans

rendszer kdrosodasa miatt. A szabadgyokok képesek arra, hogy az antioxidans rendszerek

miikodését gatoljak, pl. gy, hogy elfogyasztjak a rendelkezésre allo antioxidansokat, igy

pozitiv visszacsatolasos kor alakul ki. A sejtek egy masodlagos oxidativ kdrosodéasra

érzékenyebbek lesznek. Az 6nront6 kor folytatodik, és a sejt karosodéasa tovabb n6 egészen

akar a sejthalalig (1. abra).

Endogén forrasok
mitokondrium
peroxiszoma

lipooxigenazok
NADPH oxidaz
citokrom P450 ...

kevesebb \

Patofiziologias

allapot

Csokkent proliferativ
valasz

Hibas védelmi funkcié

Antioxidans védelem Exogén forrasok
Enzimrendszerek: UV fény
katalaz, SOD, glutation-
peroxidazok
Nem-enzim rendszerek:
glutationvitaminok (A,
CésE)..

ionizal6 sugarzas
kemoterapias szerek
gyulladast okozé
citokinek
kornyezeti toxinok ...

/ tobb

ONOO- 'Og~ ‘RO

w0 @

S - ‘0
RO 02NO ’OH2
Patofiziologias
Dy HOomeosztazis |pum allapot
l Véletlenszer(.{ | | Specifikus :
Normal sejtnovekedés sejt jelatviteli
és metabolizmus kadrosodas utvonalak

l l l
Y—vH—vi
Oregedés Betegség Sejthalal

1. abra: Az oxidativ stressz fontosabb hatasai (Finkel and Holbrook, 2000)

Oxidaldo anyagok folyamatosan képzddnek elsésorban a mitokondriumokban

peroxiszomakban, tovabba szamos citoszolban taldlhatd enzimrendszer hatasara. Kiilsé
forrasok is fokozzdk a ROS termelddést. Enzimatikus (pl.: katalaz, SOD, glutation-
peroxidazok) és nem-enzimatikus (pl. glutation, egyes vitaminok) antioxidans rendszerek
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szabalyozzdk a ROS szarmazékok mennyiségét kialakitva a fizioldgiai homeosztazist. A
csokkent ROS-koncentracié rontja az oxiddldo anyagok fiziologiai hatdsat csokkent

crer

sokféle patofizioldgias valtozast indithat el: pl. sejthalél, 6regedés, kiillonb6zo betegségek. A
megnovekedett ROS-koncentracio elsOsorban a fehérje, lipid és DNS molekulékat karositja,
emellett stressz Gtvonalak is aktivalodnak, redox-érzékeny folyamatokat inditva el (Finkel and
Holbrook, 2000).

crer

amelyet fizikai, kémiai és bioldgiai valtozasok idéznek eld, el kell valasztani az apoptdzistdl, a
programozott sejthalaltol, a genetikailag determinalt ongyilkos folyamattol, melyek soran a

szabadgyokos mechanizmusok fontos szerepet jatszanak (Polyak et al., 1997).

Az oxidativ stressz szerepét tobb mint 100 betegségben, szdmos korfolyamatban
feltételezik. Ezek koziil emlitjiik az atherosclerosist (Harrison et al., 2003), a diabetes mellitus
kardialis hatasait (Haidara et al., 2006), a reperfuzios karosodast (Marczin et al., 2003), az
apoptozis folyamatat (Hare, 2001) és a xenobiotikumok, illetve toxinok karositdo hatasat
(Amacher, 2006).

2.3.1. Az oxidativ stressz kimutatiasa
Az oxidativ stresszt vizsgalhatjuk kozvetett modon, a védelem oldalarél, az antioxidans
hatdsu komponensek mérésével vagy a tamadas oldalarol kozvetleniil az oxidalt metabolitok

mérése révén, vagy a két modszer kombinaciojaval (Del Rio et al., 2002).

Szamos in vitro meghatarozas all rendelkezésre a reaktiv oxigén- vagy nitrogéngyokok
kimutatasara. ROS és RNS in vitro elektronspin-rezonanciaval (ami a parositatlan elektront
detektalja) vagy kemilumineszcenciaval mérhetd. A szabadgyokok reaktivak, féléletidejiik igen
rovid, ezért rutin célbdl torténd koézvetlen mérésiik altalaban nem végezhetd a szdvetekben,
sejtekben és testfolyadékokban. A szabadgyokokkel torténd reakcid soran atalakult molekulak
szamos esetben sokkal stabilabbak, mint maguk a szabadgyokok, igy pl. a stabil metabolitjaik
(nitrat, nitrit) vagy a kérositott lipid, fehérje vagy nukleinsav termékek mutathatok ki nagyobb

biztonsaggal (Zweier et al., 1987).

A fehérjék kotik meg a képzddott szabadgyokok jelentds részét és ekdzben bioldgiai

funkciojuk karosodik: pl. az enzimaktivitasuk csokken, aggregalodnak, proteolizis indul el (de
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Zwart et al., 1999). Karosodnak mas molekulak, tobbek kozott a genetikai allomany, ezért a
DNS javito (repair) enzimek aktivalodnak (Dalle-Donne et al., 2006)).

Amikor a szabadgyokok DNS-hez kapcsoldodnak, a DNS kettés hélix is sériil, a
bazisparok hibas leolvasasa johet 1étre. Mutagén, teratogén, Karcinogén hatasuk van. DNS-
fehérje keresztkotések alakulnak ki, a DNS lancban torés jon 1étre, a dezoxi-riboz-foszfat rész,
valamint a purin-pirimidin bazisok is karosodhatnak. Az oxidalt nukleinsavszarmazékokat
szamos modszerrel lehet kimutatni: pl. HPLC, gazkromatografia, tomegspektrometria,

folyadékkromatografia, tandem tomegspektrometria (Del Rio et al., 2002).

2.3.2. A poli (ADP-ribéz) polimeraz enzim szerepe az oxidativ stresszben

A poli (ADP-ribdz) polimeraz-1 (PARP-1) a DNS koté enzimek PARP csaladjanak
tagja, mas PARP izoenzimekkel egyiitt, a sejtmagban és a mitokondriumban helyezkedik el
szdmos sejttipusban, a szivizomsejteket is beleértve. Az enzim altal katalizalt reakcid alapjan
Uj nevezéktant is javasolnak: ADP-ribozil-transzferazok, ART enzimek (Hottiger et al., 2010).
A szakirodalomban még nem terjedt el, a PARP 50 éves felfedezését méltatd kozleményben és

az osszeallitott monografiakban is a hagyomanyos PARP elnevezést hasznaljak (Virag, 2013).

A PARP ADP-ribézt polimerizal a sejtmagban 1évé fehérjékre, hisztonokra,
transzkripcios faktorokra és Onmagara a PARP enzimre is. Fiziologias allapotokban a
poli(ADP-ribolizacio) szerepet jatszik a DNS helyreéllitasban, a genom stabilitadsanak
megOrzésében, a sejt tilélésében, a sejtosztddasban és differencidlédasban is. A human PARP

(ART) enzimek doménszerkezetét a 2. dbra mutatja be.
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2. abra: A human PARP (ART) enzimcsalad doménszerkezetének dsszehasonlitasa
(Hottiger et al., 2010)

Az abran szerepld roviditések az aldbbiak. ART: katalitikus hely; PRD: szabalyozé domén.
WGR domén a benne talalhaté konzervalt W-G-R (Trp-Gly-Arg) motivumrol kapta a nevét (a
polimeraz A mellett szdmos ismertelen funcidju fehérjében is megtaldlhato). BRCT domén:
szamos DNS javito és sejtosztddast ellendrzo fehérjének alkotoeleme. A SAM domén: sokféle
jelatviteli és nuklearis fehérjére is jellemzd, részt vesz az enzim homo- ¢és
heterodimerizaciojdban. Az  ARD  (ankirin-ismétlédési  domén):  fehérje-fehérje
kolcsonhatasokat irdnyit szamos fehérjében. VIT és vWA domének is a fehérje-fehérje
kolesonhatdsokban vesznek részt, hasonloan a WWE doménhez. Az Alpp/macro domén:
szerkezetileg a katalitikus hely része, jellemzd az ADP-riboz-1-foszfatot hasznalod enzimekre.
ZF: cink-ujj; TM: transzmembran domének. SAP: DNS-ko6t6 szerkezeti egység, mig az NLS a
nuklearis lokalizacioért felelés. GRD: glicinben-gazdag szerkezeti rész, HPS: His-Pro-Ser
gazdag régio és az UIM felelds az ubikvitinadlasi folyamatért. CLS a centriolaris lokalizaciot
iranyitja; mig az MVP-ID: a partikula kdlcsonhatast. TPH: PARP homolog doménszerkezet.

A PARP enzimcsalad 17 tagbol all. A PARP géncsalad elsdként felfedezett tagja a PARP-
1 [poli(ADP-ribdz) polimeraz-1] (EC 2.4.2.30). Ez az enzim az egyik legnagyobb mennyiségii

sejtmagi fehérje, mely a nukleoplazmaban fordul el6. Sejtosztédaskor a centroszémaban és a
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kromoszémakon lokalizalodik, mérete 116 kDa. A PARP-2 mérete 62 kDa ¢és 40% homologiat
mutat a PARP-1-gyel. Hianyzik bel6le az automodifikacios domén, azonban képes auto-poli-
ADP-ribozilaciora. A PARP alap ¢és stimulalt aktivitasa a szovetekben csaknem kizarolag
PARP-1 (85-90%) és PARP-2 enzimeknek tulajdonithatod (Szanto et al., 2012), a tobbi PARP
izomer hozzéjarulasa elenyészo.

A PARP altal termelt poli(ADP-rib6z) PAR-polimerek metabolizmusa egy teljes
szubsztratciklust alkot. Az aktivaciot koveté polimerszintézis utan, az automodifikacid
kovetkeztében a PARP gatolt allapotba kertil. A polimereket a poli(ADP-riboz) glikohidrolaz
(PARG), az ADP-ribozil hidrolaz 3 (ARH3) és az ADP-ribozil protein-liaz enzimek tavolitjak
el.

A PARP enzimek (alapvetéen a PARP-1) szamos transzkripcios faktor mitkodését is
befolyasoljak, igy a nuklearis faktor kB (NFxB)-medialt transzkripcid eldsegitésével, aminek
kozponti szerepe van pl. a gyulladasos citokinek, kemokinek, adhéziés molekulak, gyulladdsos
mediatorok expressziojaban (Virag and Szabo, 2002). A PARP talzott aktivacidja a sejt
talélését veszélyezteti, mert a sejt NAD™ raktarait elfogyasztja. Mivel a NAD" jelenléte a
mitokondridlis  elektrontranszporthoz —elengedhetetlen, a NAD®' elhasznalasaval a
kovetkezményes ATP hiany sejthalalhoz vezet. Az oxigén és nitrogén szabadgyokok (ROS és
RNS), tovabba a sejtmagon beliili Ca?* felhalmozodas fokozza a PARP aktivitasat.

Az egyszalu és kétszali DNS torések a PARP aktivacio legfébb stimulusai. Elsésorban
a peroxinitrit és az aktiv hidroxilgyok felelés az egyszaltit DNS torésekért. Kornyezeti toxikus
anyagok, genotoxikus vagy citotoxikus szerek, az ionizalé sugarzas, valamint NO és szuperoxid

keletkezésével jaro folyamatok a kivaltoéi a DNS szal torésnek (Szabo, 2003).

PARP inhibitorok alkalmazdsaval és PARP génhidnyos egerek vizsgalataval
kimutattak, hogy a PARP talmiikodése szamos oxidativ stressz altal kozvetitett korfolyamatban
részt vesz: szivizom iszkémia-reperfuzios karosodas, gyulladas, diabetes mellitus, diabetes
okozta Kkardiovaszkularis betegségek, keringési Sokk, stroke, szivizomhipertofia,
szivelégtelenség, traumds kozponti idegrendszeri karosodas, arthritis, colitis, kisérletes
allergias encefalomyelitis (a Ssclerosis multiplex allatmodellje) és a gyulladas szamos mas

formaja (Virag and Szabo, 2002).

Iszkémia-reperfuzioban patofiziologias kaszkad indul el, gyulladasos valasz alakul ki:
a citokinek és a ROS termelddése fokozodik. Az iszkémias prekondiciondlas soran a nitrozativ
¢és oxidativ stressz szintje alacsonyabb lesz, ami a prekondiciondlas ideje alatt egy kisebb

mértékit PARP aktivaciot hoz 1étre. A PARP autoribozildcidja a PARP gatlasat okozza, és ez
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lehet az oka annak, hogy elmarad az iszkémia-reperfuzio soran jelentkezé nagymértékiit PARP

aktivacio, ami a nem prekondicionalt szivben jelentkezik (Liaudet et al., 2001).

2.4. Szabadgyokok, antioxidansok és jelatviteli folyamatok

A jelatviteli (szignal transzdukcios) folyamatokban a sejtek kiilsé jelre/jelekre
valaszolnak, és egymassal is kommunikalnak (Poli et al., 2004). A jelatvitel soran az informaciod
a sejt kiilonb6zo valaszadd fehérjéiben valtozasokat indit el: elsésorban hormonok, névekedési
faktorok, citokinek és neurotranszmitterek hatasara (Thannickal and Fanburg, 2000).

A ROS nemcsak sejtkarositdo hatasi, hanem fontos élettani szerepet jatszik a
jelatvitelben és annak szabalyozasaban (Droge, 2002). A sejtek ismert sajatossaga, hogy
folyamatosan termelnek ROS-t, amelyek a szignal transzdukciés mechanizmusok segitségével
modositjak pl. a sejtek osztodasat vagy differencidlodasat. Szamos sejttipus gyors ROS
képzddéssel valaszol, amikor citokinek (pl. interleukin-1p, 6 vagy 3, tumor nekrézis faktor:
TNF-a), novekedési faktorok (pl. PDGF, NGF, FGF, GM-CSF) és hormonok (pl. inzulin,
angiotenzin IT) stimulaljak (Thannickal and Fanburg, 2000). Nagyszamu kisérleti megfigyelés
alakitotta ki azt az elképzelést, hogy az intracellularisan képz6dé ROS hatéasa élettanilag is
jelentds a jelatvitelben, a ROS molekuldk ,,masodlagos hirvivének” is tekinthetéek (Storz,
2005).

Szamos citokinrél és novekedési faktorrol igazoltdk, hogy kotddnek kiilonbozo
jelatviteli receptorokhoz nem-fagocitdld sejtekben. A ndvekedési homonreceptor tirozin
kin4dzok kiemelkedd szerepet jatszanak az intracellularis jel tovabbitasdban a citoplazma €s
sejtmag felé (Neufeld et al., 1999). Az informacid a receptorokrél az intracellularis MAPK
jelatviteli utra terelédik (Mulder, 2000). Szamos tanulmany igazolja, hogy a MAPK
enzimcsalad tagjainak aktivitasat a ROS szabalyozza. Ezek az extracellularis-jel regulalt ERK
enzimek, a c-Jun-N-terminalis kinaz(ok) [JNK], p38 MAPK és a BMAPK (,,big” MAPK). Errdl
a négy jelentds enzimcsoportrol mutattdk ki, hogy mddositdé hatisaikkal kozremiikodnek a

sejtosztodas, a differencialodas vagy a sejthalal (apoptdzis) szabalyozasaban (Kyriakis, 2001).

2.5. Oxidativ stressz és sejtvédo (citoprotektiv) anyagok

Az oxidativ stressz altal kivaltott sejt és szoveti sériilésekben nemcsak a
makromolekulak karosodnak, hanem - mint lattuk - a kiilonb6z6 jelatviteli utvonalak is. Ezek
kozott emlithetjiik a MAP kinazokat [(Whisler et al., 1995) és (Roskoski, 2012)], apoptozis-
szabalyozott kinazokat (Jimenez et al., 1997), TRAF-RIP (Zhang et al., 2011) és PARP-1
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fehérjéket [(Nosseri et al., 1994) és (Cuzzocrea, 2005)]. A sejtmagban talalhato PARP-1
enzimet foleg DNS torések aktivaljak (Dong et al., 1995). Az aktivalt PARP a javito (repair)
fehérjéket a sérilt DNS-szakaszhoz iranyitja NAD'-bol eldallitott poli(ADP-rib6z)
polimerekkel, eldsegitve a DNS javitasat. Stlyos oxidativ stresszben a PARP-1 kimeriti a sejt
NAD"-készletét, és ennek kovetkeztében az ATP tartalékot is, nekrotikus sejthalalt okozva
(Miesel et al., 1995). Bizonyos sejttipusokban aktivalodik a sejthalal Gtvonal az apoptdzist-
indukalé (AIF) faktor hatasara (Yu et al., 2002). A PARP-1 aktivitas gatlasa, az enzim
csendesitése vagy PARP-17 knock-out fenotipus egyarant véd az oxidativ stresszt6l (Virag and
Szabo, 2002), beleértve a hidrogén-peroxiddal kivaltott sejthalalt (Virag et al., 1998).

Az oxidativ stressz altal kivaltott sejthaladl szerepét szamos sulyos betegségben
igazoltak: neurodegenerativ betegségek (Bellia et al., 2011), miokardialis infarktus (Loeper et
al., 1991b), stroke, iszkémias reperfuzios sériilések (Loeper et al., 1991a). Kiilonb6z6 kisérleti
rendszerekkel és eljarasokkal probalkoznak a betegségek kezelésében, mindegyikben azonos a
cél, vagyis a sejtek, szervek integritdsanak megorzése. Ilyenek az antioxidans tulajdonsagu
sejtvédo anyagok, PARP inhibitorok (Jagtap et al., 2002), INK inihibitorok [(Kunduzova et al.,
2002) (Assefa et al., 1999)], kaliumcsatorna nyitd vegyiiletek (Wang et al., 2005). Ezekrol
sikeriilt igazolni, hogy hatdsosan védik a szdveteket az oxidativ sériilésekt6l. Bar biztatd
eredmények vannak ¢és folytatnak klinikai vizsgéalatokat is, ujabb kezelések bevezetése
eldsegitheti a sulyos korképek kezelését. Munkdnk egyik célja olyan 1) sejtvéddé molekulak

felismerése, amelyek kedvezd terapias lehetdségekkel rendelkeznek.

2.6. A doxorubicin kardiotoxikus mellékhatasai

A doxorubicin az antraciklin antibiotikumok ko6z¢ tartozo kemoterapias készitmény, a
Streptomyces verticillus torzs termeli. A doxorubicin molekulajaban a tetraciklusos gyiri
(voros-pigment) naftacén-magjahoz glikozidkotésen keresztiil daundzamin-aminocukor
kapcsolddik. Hatasmechanizmusa teljes mértékben maig felderitetlen, azonban a szakirodalom
nagy része ugy veéli, hogy a daganatellenes hatast a doxorubicin molekula kromofér planéris
rész DNS-szalak kozotti beékelddésének koszonheti, mig az aminocukor rész a DNS kis
arkdban, a beékelddési hely kozvetlen szomszédsagban 1évd bazisokkal 1ép kdlcsonhatasba
[(Frederick et al., 1990) (Pigram et al., 1972) (Champoux, 2001)], s ezaltal a topoizomeraz-2-
t gatolja.

A doxorubicin kezelés hatdsara ROS képzddés, a DNS molekuldval val6 kdlesonhatésa

pedig olyan jelatviteli utakat indit el, ami fokozott ceramid képzddéshez ¢s CREB3L1
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felszabadulasahoz vezet az endoplazmatikus membranbol. Ezt kovetéen a CREB3L1 N-
terminalis fragmentje a sejtmagba keriil, és részt vesz a sejtosztddast gatld transzkripcios
faktorok aktivalasaban (Gewirtz, 1999) (Patel and Kaufmann, 2012) (Denard et al., 2012).

A klinikumban nagy népszertiségre tett szert a rendkiviil lipofil, a szervezetben hossz
feléletidével rendelkezé gyogyszer a doxorubicin, amely a rosszindulati daganatok szdmos
valtozata ellen alkalmazott kemoterapias készitmény és szamos gyogyszergyar hoz forgalomba.
Kereskedelmi nevei: pl. Adriamycin vagy Adriblastina (Pfizer), Bleomycin vagy Doxorubicin
(TEVA) stb. Az akut leukémiak, Wilms-tumor, neuroblasztoma, mellrak, Hodgkin és non-
Hodgkin limféomak, hepatomak, pajzsmirigydaganatok, petefészekrak a doxorubicin adasanak
indikaciés korébe tartoznak. Ezen kiviil gyomor-, nyaki-, here-, endometrium ¢és
méhnyakrakoknal, valamint mieléméban is alkalmazhato.

Klinikai felhasznalhatosaganak azonban gatat szab kardiotoxikus mellékhatasa (Danesi
et al.,, 2002), irreverzibilis kardiomiopatia és sulyos szivelégtelenség alakul ki. Ezek a
szOvodmények szoros Ossszefliggést mutatnak a doxorubicin alkalmazott d6zisaval, ami nem
haladhatja meg az 550 mg/m? értéket. Morfolégiai elvaltozasokat (miofibrillaris atrendezddést,
érképzddést) taldltak biopszidkban. A betegek szérumdaban troponint mutattak ki, ami a
szivkarosodas mértékével fliggott 0ssze. A doxorubicin kardiotoxikus hatdsa komplex, de
szoros kapcsolatot mutat a ROS mennyiségével. Kozvetlen elektron-kicserélddés megy végbe
az oxigénmolekulka és az antraciklingylirQi kinoidalis szerkezeti egysége kozott, tovabba a
doxorubicin-vas komplex redox ciklusa is lejatszodik.

A ROS jelatviteli rendszer és a doxorubicin okozta szivelégtenség kozti kapcsolatra
szamos allatkisérlet is felhivta a figyelmet. Kimutattdk, hogy ferroporfirin-tartalmt
antioxidansok (Pacher et al., 2003), az E-vitamin elényaga (Nagata et al., 1999) vagy PARP-
inhibitor (Pacher et al., 2004) is képes csokkenteni a doxorubicin szivkarosito hatasat. Az utobbi
években a topoizomeraz-2a keriilt a figyelem kozéppontjaba (Vejpongsa and Yeh, 2014). A
topoizomeraz-23 enzimet (elsésorban proliferald szovetekben mutathato ki) tekintik a
(elsésorban nem-osztddd sejtekben mutathatd ki) fehérje a felelés az antioxidans
enzimaktivitasok csokkenéséért, a mitokondrilis biogenézis gatlasaért, tovabba a p53 és altala
kozvetitett apoptotikus Gtvonal aktivalasaért: a doxorubicin kardiotoxikus hatasaért.

A rovid attekintésben is be tudtuk mutatni, hogy nagyszamu vegyiilet, illetve kezelési
stratégia keriilt megismerésre és kidolgozasra a doxorubicin tobb mint négy évtizedes terapias

alkalmazéséaval parhuzamosan, hogy csokkentsék a doxorubicin karos mellékhatasait. Tovabbi
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protokollok bevezetéséhez wjabb molekuldk megismerése €s élettani hatasuk felderitése
elengedhetetlen, ezzel a klinikum tovabbi lehetdséget kaphat a doxorubicin tumorellenes

kezelését kiséro mellékhatasok kivédésére.
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3. Célkituzések

A molekulakdnyvtarak sziirése sejtalapt, nagy ateresztOképességli (HTS) modszerekkel
az egyik leghatékonyabb eljaras gyogyszerjelolt vegyiiletek azonositasara. Az értekezés célja
egyetemi HTS kornyezetben, sejtes modelleken végzett molekulakonyvtar-sziirés eljarasok
kidolgozasa, azon c€lbdl, hogy sejtvédd molekulakat azonositsunk és/vagy a védOhatassal

rendelkezd vegyliletek hatasmechanizmusat vizsgaljuk.

A specifikus céljaink a kovetkezok voltak:

1. Olyan ¢l6sejtes modelleket hasznalni, amelyek alkalmasak nagyszamu vegyiilet
antioxidans és/vagy sejtvédo hatdsanak gyors vizsgalatara.

2. HTS sziirésre alkalmas mérési modszerek beallitasa és az eredmények validalasa.

3. A molekulakonyvtarak tesztelését végezve a sejtvédé/antioxidans hatasu vegyiiletek
kivéalasztasa.

4. A HTS szlrési eljarassal nyert sejtvédd agensek hatdsmechanizmusainak felderitése,
egyes molekulatipusok jobb megismerése.

5. Az eredmények megerdsitése mas modszerekkel és kiillonbozo sejtvonalakban.

6. A doxorubicin kardiotoxikus hatasanak kivédhetdsége wjabb molekulakkal sejtes
rendszerekben.

7. A kivalasztott  vegyiiletek  kardioprotektiv  hatdsdnak  igazoldsa  primer

kardiomiocitakban.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Anyagok és molekulakonyvtarak
4.1.1 Anyagok

Reszazurin (R7017), hidrogén-peroxid (95302), dimetil-szulfoxid, ABTS (A1888:
[2,2'-azino-bisz(3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav]), tisztitott hiszton fehérjék (H6005 és
H9250), , izatin (58240), , peroxidaz-konjugalt masodlagos antitestek (anti-nyual IgG: A0545;
anti-egér-19gG: A8924), kalkon (11970: [1,3-difenil-2-propen-1-on]), 1-(4-hidroxi-fenil-3-
piridin-3-il-propenon (S218030), réz(Il)klorid-dihidrat (307483), neokuproin (N1501: [2,9-
dimetil-1,10-fenatrolin], kalcein-AM (17783 Calcein-AM), FeTPPS (87638: Fe-porfirin
komplex: 5,10,15,20-tetrakisz(4-szulfonsav-fenil)porforinat-vas(l11)klorid), szulforodamin B
(sulfo-rhodamine B: 230162) torma-peroxidaz (P8375) és Ampliflu™ (90101) a Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA) cég termékei voltak. A DMEM sejttenyésztd folyadékot és a MEM
tapfolyadékot a Gibco (Thermo Fischer Sci.) cégtdl vasaroltuk.

A doxirubicint a TEVA-t6l (Debrecen, Magyarorszag) vasaroltuk. A kaszpaz-3
fluorometrias assay kit (DEVD-AMC) a Calbiochem (San Diego, CA, USA), az ECL Western
blot kit és a RIPA Lysis and Extraction Buffer a Thermo Fisher Sci. Inc. (Rockford, IL, USA)
termékei voltak. Az RPMI 1640 tapfolyadékot (BE12-115F), a glutamint (BE17-605F) és a
fotalis borjuszérumot (FBS: DE14-802F) a Lonza cégtdl vasaroltuk (Basel, Svajc).

Tisztitott PARP enzimet (Trevigen, 4668-100-01, Gaithersburg, MDD, USA), a PARP
aktivitas mérésére alkalmas DELFIA kiszerelést a Perkin Elmer (Waltham, MA, USA) és a
vizoldhato PJ-34 PARP inhibitort (Jagtap et al., 2002) az Inotek Pharmaceuticals (Beverly, MA,
USA) cégektdl vasaroltuk, illetve kaptuk.

A MAP kinazok (9926S) és foszfo-MAP kinazok (9910S) elleni antitestek (ERK 1/2 és
foszfo-ERK 1/2; p38 és foszfo-p38; INK és foszfo-JNK) a Cell Signaling (Danvers, MA, USA)
termékei voltak.

4.1.2 Molekulakonyvtarak

A DiverSet 10.000 compound library (molekulakényvtar) a Chembridge (San Diego,
CA, USA) osszeallitasa. A vegyiiletek valogatasa eltéré molekulaszerkezet alapjan torténik,
ezért valtozatos farmakologiai hatdsokkal rendelkezik a konyvtarban talalhato 6sszesen 9680
vegylilet. A konyvtar Osszeallitasardol bdvebb intormacidkkal szolgald internetes forras:

http://www.chembridge.com/screening libraries/diversity libraries/diverset/
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A Debreceni Egyetem molekulakonyvtarat (UDM) a Szerves Kémia Tanszék hozta
1étre és tartja fenn. A konyvtar kb. 2600 nagy tisztasdgu (> 95%) vegyiiletet tartalmaz, emellett
nagyszamu oxigén-heterociklusos vegyliletet, valamint azok prekurzorait. A vegyiileteket
hagyomanyos szintetikus mddszerekkel allitottak eld, és azok nagymértékli valtozatossagot
mutatnak. Az EDI index (Papp et al., 2006), ami a molekulakonyvtarban talalhato vegyiiletek
valtozatossagara utal 66,4. A molekulakonyvtarakra alkalmazhatd tovabbi adatok, pl. a
Lipinski-szabaly (Lipinski et al., 2001) vagy a Veber-szabaly (Veber et al., 2002) 4,6 % és 8,5
% értékli. A Ghose sziir6 alkalmazasa (Ghose et al., 1999) pedig 23,9 %-ot eredményezett. Az
alacsony szazalékos értékek arra utalnak, hogy a molekulakdnyvtar vegytiletei oldékonysag,
molekulatdmeg, permeabilitds alapjan alkalmasak sejtrendszerekben vald vizsgalatokra.

Vizsgalatainkra a konyvtar 1863 vegyiiletét hasznaltuk.

4.2. Sejttenyészetek
4.2.1 Sejtvonalak

A Jurkat sejtek immortalizalt human T limfocitak, mig az A549 human alveolaris
epitélsejt eredetli adenokarcinoma sejtek. A H9C2 patkany embrionalis sziv/miokardium
eredetii, mig a SAOS-2 human oszteoszarkoma. A sejtvonalakat az ATCC-t6l (UK) szereztiik
be. A THP-1 sejtvonalat (human monocita) a Sigma Aldrich (88081201) cégtdl vasaroltuk.

A Jurkat, az A549 és a THP-1 sejtvonalakat RPMI 1640-es médiumban tenyésztettiik,
amihez 10 % FBS-t és 2 mM glutamint adtunk. A H9C2 sejtvonalat és a primer patkany
kardiomiocitadkat DMEM (10 % FBS — 2 mM glutamine — 5 g/L gliik6z) médiumban
tenyésztettiik, ill. tartottuk. A SAOS-2 sejtvonalat a fentivel azonos DMEM médiumban
tenyésztettiik, azonban a kozeg csak 1 g/L gliik6zt tartalmazott.

4.2.2 Primer neonatalis patkany kardiomiocita

1-3 napos Wistar patkanyokbol allitottuk el6 a primer kardiomiocita kulturat (Csont et
al., 2010) és (Varga et al., 2013). Az allatok gerincének atvagasa utan a sziveket eltavolitottuk
¢s jéghideg PBS oldattal oblitettiik. A billentyiiket kivettiik és 0,25 % tripszinnel emésztettiik.
A kardiomioblasztok mennyiségének novelése érdekében 90 percig 10 % FBS tartalma DMEM
oldatban tartottuk. A sejteket 96-lyuki sejtkultiira plate-ekbe helyeztiik (1,5x10* sejt/lyuk) és
10 % FBS DMEM oldatban kiegészitve 1 % glutaminnal és antibiotikum/antimikotikum
eleggyel tartottuk az inkubatorban (37°C, 95 % O2 és 5 % CO>), 24 6ra utan a kdzeget 1 % FBS

DMEM oldatra cseréltiik eldsegitve a kardiomioblasztok differencialédasat.
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4.3. Tecan robot
A nagy ateresztOképességli vizsgalatokat a Tecan Freedom EVO robotjaval végeztiik

(3. abra).

freedom evo

3. 4bra: Tecan Freedom EVO robot

A Tecan robot kiépitése lehetové tette a 96 vagy 384-lyuku plate hasznalatat is. A
mintak adagolasa, reagensek hozzaadasa, keverése, inkubalasa, valamint a megfeleldé HTS
mérés elvégzése automatizalt volt. Ezért az altalunk hasznalt kétféle molekulakdnyvtar HTS-
szlirése megfeleld pontossaggal volt kivitelezhetd és a nagyszamu adat szamitogépes értékelése

lehetdvé tette a hatékony vegyliletek kivalasztasat.

4.4. Reszazurin-redukcion alapulé életképesség vizsgalat (HTS médszer)

A vizsgalat 6sszes 1épését a Tecan Freedom EVO robotjaval hajtottuk végre. 20 ul
Jurkat sejtszuszpenziot (10°/ml) mértiink a 384-lyuka sejttenyészté lemezre a 8 csatornas
folyadék-kezeld karral. A sejteket elokezeltiik a vegyiiletekkel a ,,PIN TOOL” nevii eszkoz
alkalmazasaval, ami 96 db vékony acélszalat tartalmazo eszkéz. Ennek segitségével ~25 nl
(nanoliter) mintat tudunk atvinni egyik plate-rél a masikra (ez esetiinkben ~1000x higulast
jelent). A tesztvegyiiletek végsé koncentracidja igy 20 uM volt. A kontroll mintakat DMSO-
val kezeltiik, majd 30 percre CO; inkubatorba helyeztiik. A sejteket késobb 800 uM hidrogén-
peroxiddal (vagy a kontroll mintak esetén sejttenyészté médiummal) kezeltiik. A mintakhoz 4

6ras 37°C-on torténd inkubalds utan reszazurint (10 pl) adtunk 18 uM végkoncentracioban,
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majd ismét 37°C-os inkubétorba helyeztiik a mintdkat, ezuttal 40 percre. A méréseket Victor
V3 multi-label olvaséval (excitaciés hullamhossz: 530 nm, emisszioés hullamhossz: 590 nm)
végeztiik. A kisérletekben a sejtvédd hatast mutatjuk be, amit a kovetkezoképpen szdmoltunk.
T: kontroll sejtek életképessége, H: hidrogén-peroxiddal kezelt sejtek ¢€letképessége, M: a
kezelt mintdk sejtjeinek életképessége. Ez alapjan a sejtvédd hatas %-os értéke az aldbbi
formaban adhatdo meg: (M-H)/(T-H)x100. A 30%-nal nagyobb hatékonysagi vegyiileteket

tekintettiik sejtvédd hatasunak.

4.5. Reszazurin-redukcion alapulé életképesség vizsgalat (kézi modszerrel)

A vizsgalat Iépései a fent leirtak szerint torténtek. A kisérletekhez 96-lyuku plate-eket
hasznaltunk, és minden minta esetén hdrom parhuzamos mérést végeztiink. A hidrogén-
peroxidot 800 uM végkoncentracidoban alkalmaztuk, a vegyiileteket pedig elészor 100 uM-ra
higitottuk, majd higitési sort készitettiink 3 uM koncentréacioig.

4.6. MTT életképességi teszt

4.6.1. MTT-teszt (kézi médszerrel)

modszer. A metabolikusan aktiv sejtek endocitézissal felveszik a tetrazolium-bromid
festékmolekulat (MTT: 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium-bromid) és elsésorban
a NAD(P)H-fiiggé oxidoreduktaz enzimeikkel formazan-kristalyokka alakitjak at, amelyek lila
sziniek. A keletkezett kristalyokat sosavas izopropil-alkoholban oldjuk, a kapott oldat
szinintenzitdsa aranyos a sejtek életképességével, illetve a rendszerben 1évo ¢él6 sejtek
szamaval.

MTT-tesztet (Virag et al., 1995) a sejtek életképességének meghatarozasara végeztiik
az alabbi modositasokkal: a Jurkat és THP-1 sejteket szuszpenzids tenyészetben tartottuk és
sejteket poli-D-lizin alkalmazasaval kotottiik a mikroplate faldhoz. A sejteket (10°/Iyuk) 96-
lyukt plate-re helyeztiik és a megfeleld vegyiiletekkel kezeltik. A doxorubicin 24 o6ras
kezelését kovetden a sejteket “V” alju plate-re helyeztiik. MTT hozzaadasa utan a plate-eket
centrigugaltuk (1600 rpm, 5 perc), majd a médium leszivasat kovetéen 75 ul DMSO-t adtunk
a formazan kristalyok oldasara. Az abszorbanciat 50 ul alikvot mintakbol hatarozuk meg (Virag

et al., 1995) lapos alju plate-ket hasznalva.
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4.6.2. MTT-teszt (HTS valtozat)

A sejteket (7x10%/Iyuk) 96-lyukti plate-re helyeztiik a kezelés elétt 1 nappal. A
molekulakoényvtar vegyiileteinek hozzaadasat Tecan Freedom EVO robot segitségével
végeztiik (100 nl/lyuk 4 1épésben), a vegyiiletek végkoncentracidja 10 uM volt. 30 perc 37°C
inkubalast kovetéen a sejteket, illetve a kontroll mintakat (sejttenyészté folyadék, kontroll
sejtek) doxorubicinnel (300 ng/ml végkoncentraciod) kezeltiik 24 6ran at 37°C-on. Ezt kovetéen
10 pl MTT-t adtunk a mintdkhoz 0,5 mg/mL végkoncentracidoban. A mintakat tovabb
inkubaltuk 120 percig 37°C-on. A tenyészt6 folyadékot ezt kovetden leszivtuk és 50 pl/lyuk
DMSO-t adtunk hozza. Thermo multiskan késziilékkel 540 nm hulldmhosszon meghataroztuk
a képzodott szines vegyiiletet, amely aranyos a sejtek ¢€letképességével. Az életképességi
adatokat a kontroll (doxorubicin nélkiili minta) szdzalé¢kéban fejeztiik ki. Azokat a vegyiileteket

tekintettiik kardioprotektivnek, amelyek hatasa legalabb 20 % volt.

4.7. Eletképesség meghatirozasa egyéb moédszerekkel (LDH Kkiszabadulis, kalcein-AM
hidrolizis)

A sejtek életképességét laktat-dehidrogendz (LDH) aktivitds meghatarozasaval is
jellemeztiik a korabban Ileirt modon (Lakatos et al., 2013), valamint kalcein-AM
fluoreszcencias festék felvételén alapulé modszerrel (Bencsik et al., 2014) az alabbiak szerint.
A kalcein-AM csak €16 sejtekben alakul at zolden fluoreszkalo vegyiiletté. Kalcein-AM alapt
¢letképesség meghatarozast végeztiink az EODB kardioprotektiv hatasanak tovabbi igazolasara
a doxorubicin-indukalt sejtsériiléssel szemben. Két napos neonatalis kardiomiocita kultirakat
doxirubicint alkalmaztunk a védd vegylilet jelenlétében. Kontrollként DMSO-t (oldoszert)
hasznaltuk. PBS mosast kdvetden a sejteket 1 uM kalcein-AM oldataval 30 percig inkubaltuk
szobahémérsékleten. Az €16 sejtekben a sejtpermeabilis kalcein-AM hidrolizal és zold
fluoreszcenciat mutatd kalcein képzddik. Mosas utdn a sejtek fluoreszcencidjat 490 nm
excitacios és 520 nm emisszios sziirokkel hataroztuk meg (Fluostar Optima, BMG Labtech,

Ortenberg, Németorszag).

4.8. ABTS szintelenitési teszt
4.8.1. ABTS szintelenitési teszt (HTS valtozat)
Az ABTS eclballitasat az ismertetett modon (Assefa et al., 1999) hajtottuk végre. Az

ABTS oldat alap abszorbanciajat 1,2-re allitottuk, a fotometrids mérés linearis tartomanyanak
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megtartasa céljabol. A robot 8-csatornas pipettazofejének segitségével 20 ul ABTS oldatot
mértiink 384-lyuku plate-ek lyukaiba. A tesztvegyiileteket a ,,PIN TOOL” egység segitségével
adagoltuk (20 nl/minta) 20 uM végkoncentraciéban. A mintakat szobahémérsékleten, 30 percig
inkubaltuk. A dekolorizacid/szintelenedés mértékét Victor V3 mikroplate olvasoval hataroztuk
meg 405 nm hulldmhosszon. A mintak antioxidans hatasat a kontroll (DMSO-val kezelt) mintak
esetében kapott jel szdzalékaban fejeztiik ki. Azokat a vegyiileteket tekintettiik antioxidansnak,

melyek legalabb 30 % dekolorizaciot okoztak.

4.8.2. ABTS szintelenitési teszt (kézi modszer)
A meghatarozas 1épéseit a fent leirtak szerint végeztiik. A vizsgalatokat 96-0s plateken

hajtottuk végre. Pozitiv kontrollként aszkorbinsavat (C-vitamint) hasznaltunk (20 uM).

4.9. A réz(Il)ion redukalasan alapulo antioxidans-kapacitas mérése (CUPRAC)

A modszer a réz(Il)ion redukalasan alapul, a képzdédott réz(I)ion kolorimetrids
meghatarozasaval. Az antioxidans-kapacitasok meghatarozasat Apak és mtsai szerint (Apak et
al., 2007) végeztik a kovetkez6 modositasokkal: 60 uM trolox oldatot hasznaltunk
standardként, a teljes térfogatot 100 pl-re csékkentettiik és a mérésekhez 96 lyuka plateket

hasznaltunk.

4.10. Amplex® Red — hidrogén-peroxid meghatirozasa

Az Amplex Red reagens szintelen és 1:1 sztochiometriaval reagal a hidrogén-
peroxiddal. A képzodott floreszcens termékre jellemz6 excitacios/emisszios maximum:
570/585 nm. Az Amplex Red reakciéval mar 10 pikomol H.O> meghatarozhatdo 100 pl
térfogatban, ezért legalabb tizszer érzékenyebb, mint az altalanosan hasznalt hidrogén-peroxid

meghatarozasok.

4.11. Hidrogén-peroxid eltavolito (scavenger) aktivitas

A hidrogén-peroxid scavanger aktivitast sejtmentes renszerben Ampliflu red (10-acetil-
3,7-dihidroxi-fenoxazin) segitségével mértiik. 12 uM EODB vagy 10 uM aszkorbinsav oldatat
inkubaltuk 0,1 pM H202, 50 mM Ampliflu Red és 0,1 E/ml torma-peroxidaz jelenlétében
foszfat-NaCl pufferben 5 percig szobahdémérsékleten. A peroxiddz hatasara az Ampliflu Red

sztochiometrikusan reagal vords fluoreszkald molekulava, reszorufinna. A fluoreszcenciat 530
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nm excitacios és 590 nm emisszidés hulldmhosszon hataroztuk meg Fluoroskan Ascent FL

késziilékben (Labsystems, Vantaa, Finnorszag).

4.12. Citotoxicitas meghatarozasa (propidium-jodid felvétel)

Az MNNG kezelés hatasara kivaltott sejtpusztulast propidium-jodid (PI) felvétellel
hataroztuk meg (Bai et al., 2001). A sejteket 2,5 pg/ml PI oldattal festettiik 15 percen at, majd
PBS mosast kovetden aramldsi citometridval analizaltuk a mintdkat. A citotoxicitast a
kovetkez6 képlet segitségével szamitottuk: 100x(T-C)/(100-C), ahol a T a PI pozitiv sejtek

szazalékat jelenti a mintdkban, mig a C a kontroll mintdban a PI pozitiv sejtek szézalékat.

4.13. Sejtmorfologian alapuld citotoxicitas meghatarozasa

A sejteket (7x10%/lyuk) 96-lyuka plate-re helyeztiik a kezelés elétt 1 nappal. A sejtekhez
a tesztelendd vegyiiletek oldatat adtuk 12 uM végkoncentracioban. 30 perc 37°C inkubalast
kovetden a sejteket, illetve a kontroll mintdkat (sejttenyésztd folyadék, kontroll sejtek)
doxorubicinnel (300 ng/mL végkoncentracid) kezeltik 24 o6ran at 37°C-on. A sejttenyésztd
folyadékot lecseréltiik 0,1 % Coomasie festékoldattal és azzal inkubaltuk a mintakat tovabbi 20
percig. A mintdkat PBS oldattal mostuk, majd szaritottuk. A felvételeket Leica DM IL LED
mikroszkdpra szerelt kameraval (Leica MC 120 HD) készitettiik 5x nagyitassal. A képanalizist

TScratch software segitségével értékeltiik, meghatarozva a sejttel boritott teriileteket.

4.14. Sejtproliferacié meghatarozasa

al., 1990). Az SRB elektrosztatikusan és pH-fiiggé modon kotédik a fehérjék bazikus
aminosav-maradékaihoz TCA fixalt mintakban. Gyengén ligos kozegben felszabadul, és
mennyisége meghatarozhatd. A sejteket (2,5x10%/1lyuk) 24-lyuku plate-re helyeztiik, majd 5
napon at kezeltiikk 12 uM EODB ¢és/vagy 300 nM doxorubicin oldataval. A kontroll mintékat
az oldoszer (DMSO) oldataval kezeltiik. A sejteket 10 % TCA oldattal 1 o6ran at 4°C-on
fixaltuk, majd desztillalt vizzel 5x mostuk és levegdn szaritottuk. A sejteket 0,4 %
szulforodamin B oldattal festettiik 1 % ecetsavban 10 percig. A nem kotott festéket 1 %
ecetsavval mostuk ki, a mosast 6tszor ismételve. A kotott festéket 10 mM Tris bazissal oldottuk,
¢s mennyiségét Multiskan MS késziilékkel (Labsystems, Vantaa, Finnorszag) 540 nm
hullamhosszon hataroztuk meg. A sejtproliferacio szazalékos értékét a megfeleld oldoszeres

kontrollhoz viszonyitottuk.
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4.15. PARP aktivitas meghatarozasa (DELFIA)

A vegyiiletek PARP-gatlo aktivitasit DELFIA (Dissociation-Enhanced Lanthanide
Fluorescent Immunoassay) kisérlettel vizsgaltuk tisztitott PARP enzimmel. A 96-lyuka
polisztirol plate-eket 0,1 % tisztitott hisztonfehérjével vontuk be, majd egy éjszakara 4°C-ra
helyeztiik 6ket. A PARP DELFIA kisérletet a gyartok utasitdsai szerint hajtottuk végre, pozitiv
kontrollként a PJ34 nevli anyagot hasznaltuk. A mérést Perkin Elmer Victor V3 multilabel

olvasoval végeztiik.

4.16. PAR kimutatasa

A poli(ADP-riboz) polimereket Western blot €s immuncitokémiai eljarasokkal mutattuk
ki. A Western blot kisérlethez a sejteket RIPA (25 mM Tris-HCI (pH 7,6), 150 mM NaCl, 1 %
NP-40, 1 % Na-deoxikolat és 0,1 % SDS) pufferrel lizaltuk, 20 masodpercig szonikaltuk, majd
SDS minta pufferrel kevertik 06ssze. A lizdtumokon ezutan SDS-poli-akrilamid
gélelektroforézist végeztiink 8 %-os gélen (100V, 90 perc), majd nitrocelluloz membranokra
vittiik fel (100V, 120 perc). A transzfer puffer 6sszetétele: 25 mM Tris/HCI (pH 8,3), 192 mM
glicerin, 0,02 % SDS és 20 % metanol. A vizsgalat soran anti-PAR elsédleges antitesteket (10H
klon), valamint peroxidazzal konjugalt anti-egér IgG masodlagos antitesteket alkalmaztunk
(Erdelyi et al., 2009). A jelet ECL reagenssel kaptuk, futtatasi kontrollként aktint hasznaltunk.
A PAR immuncitokémiai kimutatasat a fent leirtakkal azonos anti-PAR antitestekkel hajtottuk
végre (Erdelyi et al., 2009).

4.17. A kaszpaz-3 aktivitasanak meghatarozasa

A kaszpaz-3 aktivitast Vanags és mtsai (Vanags et al., 1996) altal leirt moédon végeztiik
el az alabbi modositasokkal (Virag et al., 1998) (Bai et al., 2007). Hat 6raval az MNNG kezelés
megkezdése utan a sejteket lizis pufferben lizaltuk (10 mM HEPES pH 7,25; 0,1 % CHAPS, 5
mM ditiotreitol, 2 mM EDTA, 10 pg/ml aprotinin, 20 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml pepstatin A,
1 mM PMSF). A lizatumokhoz 1:1 aranyban reakciopuffert adtunk (100 mM HEPES pH 7,25;
10 % szachar6éz, 5 mM ditiotreitol, 0,1 % CHAPS), amely 50 uM végkoncentracidban
tartalmazta az amido-metil-kumarinnal konjugalt tetrapeptid kaszpaz szubsztratot (DEVD-
AMC), mellyel 1 oran at inkubaltunk. A keletkezett amido-metil-kumarin (AMC)
fluoreszcencidjat Fluoroskan Ascent FL microplate fluoriméteren detektaltuk (excitacios

hulldmhossz: 390 nm, emissziés hullamhossz: 460 nm).
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4.18. MAP kinazok foszforilaciés szintjének meghatarozasa \Western blottal

A MAP-kinazok (ERK 1/2 és foszfo ERK 1/2; p38 és foszfo-p38; INK és foszfo-JINK)
azonositasa ¢és aktivalt (foszforilalt) formainak meghatarozasa Western blot moédszerrel tortént
(Erdelyi et al., 2005). A kezelések eclvégzése utan homogenizaltuk a sejteket, majd
gélelektroforézist végeztink 8 % SDS-poliakrilamid gélben. Ezt kdvetden a gélben 1évo
mintainkat nitrocelluléz membranra transzferaltuk [transzfer puffer: 25 mM Tris/HCI, pH 8.3,
192 mM glicin, 0,02 % SDS, és 20 % metanol] 250 mA aramerdsségen, 90 percig. A membran
aspecifikus kotohelyeit 5 % zsirszegény tejporoldattal blokkoltuk, melyet 0,01 % TBST-ben
oldottunk. A mosasi Iépések (2x5 perc) utan poliklonalis nyul antitesttekel (ERK 1/2 és foszfo
ERK 1/2; p38 és foszfo-p38; JNK ¢és foszfo-JNK) inkubaltuk a membranokat. A primer
antitesteket 1 % tejport tartalmaz6é TBST-ben oldottuk. A membranokat 2x15 percig mostuk
TBST-vel, majd 1 6ran keresztiil inkubaltuk a torma-peroxidéazzal jel6lt szekunder antitesttel
(anti-nyul-1gG) 1 % tejport tartalmazé TBST-ben oldva. A membranokat 3x20 percig mostuk
TBST-vel, eredményeinket kemilumineszcencia eléhivo oldattal (Amersham Pharmacia

Biotech, Vienna, Austria), rontgenfilmen tettiik lathatova.

4.19. Gazkromatografia — tomegspektrometria mérések

Méréseinkben Agilent 7890A  gazkromatografia késziilékhez csatolt 5975C
tomegspektrométer detektort hasznéltunk. A vegytileteket HP-5MS kapillaris oszlopon (30 m
x 0,25 mm, 0,25 um rétegvastagsag) valasztottuk el. Az injektor 250°C hdmérsékletli volt és
tisztitott héliumgazt 1,5 ml/perc sebességgel alkalmaztunk. A fiitdkdpeny izotermalis
hémérseklete 80°C volt, majd 290°C-ra emeltiik 15°C/perc 1€pésekben és 12 percen at ezen a
magas hémérsékleten volt. Az ionforras hémérséklete 230°C volt és 70 eV fesziiltséget
alkalmaztunk. A tomegspektrométer beallitasaval 50 és 700 Da kozotti mulekulatomegeket
detektaltunk. Az adatokat MSD Chemstation programmal analizaltuk. A DMSO oxidalo
hatasara képzodott vegytileteket a NIST v2.0 konyvtar adataival vetettiik 6ssze. Csak azokat az
oxidacios termékeket vettiik figyelembe, amelyeknél az egyezés (hasonlosagi faktor) nagyobb
volt, mint 900. A molekulakdnyvtarunk igy azonositott vegyiileteit dsszehasonlitottuk az
eredeti mintakkal is, mint standard molekulakkal. Ezen modszerek kivitelezésében nem vettem

részt, az eredmények fejezetben néhany mérési eredményre hivatkozom.
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4.20. Statisztikai analizis

Minden kisérletet legalabb harom alkalommal végeztiink el, kiilonb6z6 napokon. A
statisztikai eltérések megallapitasara a Debreceni Egyetem molekulakonyvtar (UDM)
vizsgalatanal a Bonferroni-tesztet alkalmaztuk és a szignifikanciat: * (p<0,05), ** (p<0,01),
*** (p<0,001) jeloléssel a szokasos modon adtuk meg. A Chembridge Diverset Library
eredményeinek statisztikai analizisét Tukey-teszttel végeztiik: * (p<0,05) értékeket tekintettiik

szignifikansnak.
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5. Eredmények

5.1. Nagy ateresztoképességii sziirések és az eredmények validalasa

A Debreceni Egyetem molekulakonyvtarabol (UDM) 1863 vegyiilet reszazurin-
redukcion alapul6 életképesség vizsgalatat Jurkat-sejteken végeztiik HTS modszerrel. 29
olyan vegyliletet talaltunk, amelyek védtek a hidrogén-peroxid altal okozott stressz ellen (4.

abra).
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4. abra: Az UDM molekulakonyvtar nagy ateresztéképességii sziirése citotoxicitas elleni
védelemre Jurkat sejtekben

A sejteket 384-lyuku sejtkultira plate-ekbe helyezve (az abran VO01-V22 jelolésekkel) a
molekulakényvtar DMSO-ban oldott vegytileteivel kezeltiikk 20 pM koncentracidban, majd 30
perc elteltével hidrogén-peroxidot adtunk hozzajuk. Az életképességiiket 4 oOra mulva
reszazurin-redukcion alapuld moédszerrel hataroztuk meg, mely soran a 30 %-nal nagyobb
hatékonysagu vegyiileteket tekintettiik sejtvédd hatastinak. Az 1863 vizsgalt vegyliletbdl 29
bizonyult sejtvédének. Ezt harom, egymastol fliggetlen kisérlet is bizonyitotta. A szdérasok a
3D abréazolas miatt nem keriiltek az &brara.

A 4. abran bemutatott legjobb sejtvédd hatdssal rendelkezd vegyiileteket ,kézi”

modszerrel 1s vizsgaltuk reszazurin-redukcion alapulo életképesség vizsgalattal. A moddszer
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hasonl6 a HTS technikéhoz, azonban a vizsgélatokat 3-3 mintaval és 3-100 uM koncentracio-

tartomanyban végeztiik el (5. abra A-F).
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5. abra: A sejtvédo hatas megerésitése hagyomanyos kézi elemzéssel Jurkat sejtekben
A nagy ateresztOképességli szlirési vizsgalatban sejtvédd hatast mutatd vegyiiletek hatdsat
meghataroztuk 3-100 uM koncentraci6 tartomanyban is. Harom fiiggetlen mérési sorozatban
96-lyukt plate-ekben dolgoztunk. A sejtvédd hatast a hidrogén-peroxiddal kezelt mintak
¢letképességéhez hasonlitottuk, kivonva ennek értékét az adott vegyiiletre meghatarozott
adatbol. A szazalékos értékek a kezeletlen sejtekhez képest (100 %-os életképesség) értenddk
+ SEM.
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Az ABTS gyokfogd moddszerrel is tanulmanyoztuk a konyvtar vegyiileteinek
antioxidans hatdsat és 123 molekulanak mutattuk ki hatékony — legaldbb 30 %-0s — gyokfogo
képességét (6. abra).
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6. abra: Az UDM molekulakonyvtar nagy ateresztoképességii sziirése antioxidans
hatasra
A molekulakonyvtar vegylileteinek antioxidans hatdsat ABTS gyokfogo assay-vel vizsgaltuk.

ABTS oldatot pipettaztunk egy 384 lyuku plate-re, ezutan hozzaadtuk a vizsgalt vegyiileteket
20 uM végkoncentracidban (a kontroll mintakat DMSO-val kezeltiik, oldoszer kontroll). A
mintdk abszorbancidjat 20 perc elteltével, szobahdmérsékleten torténd inkubacid utan
hataroztuk meg. Az eredményeket az eredeti ABTS oldathoz viszonyitva szazalékban tiintettiik
fel. Azokat a vegyiileteket tekintettiik antioxidansnak, amelyek hatasfoka 30 % folott volt. Az
1863 vizsgalt vegyiiletbol 123 bizonyult antioxidans tulajdonsadgunak. Ezt harom, egymastol
fiiggetlen kisérlet is bizonyitotta. A szorasok a 3D abrazolds miatt nem kertiiltek az 4brara.
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A HTS modszerrel (6. abra) meghatarozott sejtvédd hatdsokat kézi sziiréssel is
megerdsitettiik (7. abra). A 29 sejtvédo hatasa vegylilet koziil 11 molekula rendelkezett jelentds

antioxidans aktivitassal.
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7. abra. A sejtvédé vegyiiletek antioxidans hatasanak megerdsitése hagyomanyos kézi
elemzéssel
A meghatarozas 1épéseit a HTS modszerben leirtak alapjan végeztiik. A vizsgalatokat 96-0s
plateken hajtottuk végre. Pozitiv kontrollként aszkorbinsavat (az abran ASC.AC. jeloléssel)
hasznaltunk (20 uM). Harom fliggetlen kisérlet eredménye + SEM. A csillagok szignifikans
kiilonbséget jelolnek a kontrollhoz képest: *** p<0,001.

5.2. A PARP aktivitasat gatlo sejtvédo-vegyiiletek azonositasa

Az oxidativ stressz altal kivaltott sejthaldlban a PARP-1 enzim aktivalodésa
meghatarozo6. Ezért vizsgaltuk mintegy harminc sejtvédd hatast vegyiilet PARP-1 aktivitast
gatlo képességét sejtmentes rendszerben. Két vegyiilet: 863 ¢és 1862 rendelkezett érdemi PARP-

1 aktivas gatlassal 20 uM koncentracidban (8. ébra).
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8. abra: Sejtvédo vegyiiletek PARP-1 enzimgatlé hatasanak vizsgalata

A sejtvédo vegyiileteket (20 uM koncentracidban alkalmazva) PARP aktivitdisméré modszerrel
teszteltiik. Szubsztratként biotinnal jelzett NAD'-ot hasznaltunk, az akceptor fehérje pedig
tisztitott H1 hiszton fehérje volt. A modszer a biotinnak a plate-hez rogzitett hiszton fehérjékre
valo beépitésén alapul, melyet a PARP-1 enzim végez. Igy a jel intenzitasa aranyos a PARP-1
enzim aktivitdsaval. A vizsgdalat sordn pozitiv kontrollként a PARP-gatlé PJ34-et hasznaltuk.
Az abran a harom fiiggetlen mérési eredménybdl szamitott atlagértékek lathatok £SEM. Két
vegyiilet (863 és 1862) és a PJ34 bizonyult PARP-gatlo hatasunak: *** p<0,001.

Ezen két vegyiilet koncentraciofiiggd gatlo hatdsat is tanulmanyoztuk. Az ECsp érték az

1862-es vegyliletre 0,99 uM, mig a 863-as vegyiiletre 0,16 uM volt (9. abra).
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9. abra: Két vegyiilet (863 és 1862) fél-maximalis gatlasahoz sziikséges koncentracio
(ECs0) meghatarozasa
A 8. 4bra szovegében leirt kisérleti protokollt alkalmaztuk. A vegyiiletek fél-maximalis
gatlasdhoz sziikséges koncentraciot (ECsp) a dozis-hatas gorbék alapjan, Sigmaplot szoftver
segitségével hataroztuk meg. A diagramokon a jobb szemléltethetoség érdekében csak az
ezekhez kozel es koncentracidtartomanyt abrazoltuk. A mérési adatok 3 fiiggetlen kisérlet
atlagat szemléltetik. Feltlintettiik a két hatékony gatloszer szerkezeti képletét is.

A két hatasos vegyiilet PARP-1 aktivitast gatlo hatasdnak igazoldsara Jurkat (10. 4bra)
és A549 (11. abra) sejtvonalakat hasznaltunk. A sejteket 30 percig kezeltiik a vegyiiletekkel,
majd hidrogén-peroxid hozzdadasaval stimuldltuk a PARP aktivitdsit, a PAR termék
szintézisét. Az oxidativ stressz (hidrogén-peroxid kezelés) jelentds PARP aktivalodast okozott,
amelyet a 10. abran bemutatott Western-blot PAR-polimerjének intenziv festése igazol. A
denzitometrids kiértékelés alapjan a 863-as vegyiilet hasonld védé hatast fejtett ki, mint a

széleskoriien alkalmazott PJ34. A masik vegyiilet (1862) védd hatasa Iényegesen kisebb volt.
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10. abra: PARP-gatlé hatas vizsgalata Western blot modszerrel Jurkat sejtekben

A 800 uM hidrogén-peroxiddal kezelt sejtekben termel6dé ADP-ribdz polimerek mennyiségét
Western blot-tal hataroztuk meg (A), melyet denzitometria segitségével kvantifikaltunk (B).
Harom fiiggetlen kisérlet eredménye = SEM jellemzi a relativ denzitas értékeit. A kontrollal
(CTL) valo 6sszehasonlitas soran a hidrogén-peroxid jelentdsen (¥***p<0,01) novelte a PARP-
aktivitast. A PJ34 (10 uM) és a 863-as vegyiilet (20 uM) pedig szamottevéen (###p<0,001)
csokkentették a PARP-aktivaciot. Az 1862-es vegyiilet (20 uM) PARP-gatld kisebb mértékii
(##p<0,01).

Az A549 sejtvonal immuncitokémiai vizsgalata (11. 4dbra) megerésitette a Jurkat
sejtekkel kapott eredményeinket. Rovid (5 perc) hidrogén-peroxid kezelés a PAR mennyiségét
jelentdsen fokozta. A 863-as és az 1862-es vegyiilet (gyengébben) egyarant védett az oxidativ

stresszel szemben.
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11. abra: PARP-gatlé hatas vizsgalata immuncitokémiaval A549 sejtekben
A PAR-polimerek jelenlétét immuncitokémiai modszerrel is meghataroztuk. Ezekben a
kisérletekben az A549-es sejteket 30 percig elokezeltiik a 863 és 1862 vegyiiletek 20-20 uM
oldataval. Pozitiv kontrollként 10 uM PJ34-t alkalmaztunk. A sejteket ezutan 800 uM H2O»-
dal kezeltiik 5 percig. PAR-specifikus antitesttel kimutathatd a PAR polimerek felhalmozodasa,
elsdsorban a sejtmagban.
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5.3. Dibenzoil-metan szarmazékok azonositasa: nagy ateresztoképességii sziirések
eredményeinek értékelése

Attekintve azon vegyiiletek szerkezetét, amelyek nem bizonyultak PARP
inhibitoroknak vagy antioxidansnak kideriilt, hogy legtobbjiik indolvazat tartalmaz.
Gazkromatografias és tomegspektrometrids modszerekkel Prof. Patonay Tamés és munkatarsai
(Debreceni egyetem, TTK Szerves Kémiai Tanszék) kimutattak, hogy a molekulakdnyvtar
eredeti mintai lebomlottak és mindegyikében izatin (1H-indol-2,3-dion) talalhaté jelentés
mennyiségben. A vizsgalatokat kozleményiink (Hegedus et al., 2013) kiegészité mellékletében
adtuk kozre http://dx.doi.org/10.1016/j.phrs.2013.03.002

Kimutattuk, hogy izatin bomlasterméket tartalmazo vegyiiletek a reszazurin redukciot
zavarjak, hibas pozitiv eredményeket adnak, €¢s nem erdsithetdek meg mas modszerrel végzett
sejthalal kisérletekben (1d. a fenti kdzlemény mellékletének S1 és S2 é&brait). Az izatin nem
gatolta a kaszpaz-3 aktivitasat, az LDH felszabadulasat ¢s a PI felvételét sem. Nem rendelkezett
citoprotektiv hatdssal az MTT tesztben sem (Id. a fenti kozlemény S2 abrajat). Ezért az
elsddlegesen kapott citotoxitasi adatokat Gjra mértiik MTT-tesztel is (1. tablazat).

A téblazatban bemutatott 29 vegyiilet a reszazurin-redukcion alapuld életképességi
tesztben citoprotektiv volt, azonban csak 16 bizonyult ilyennek az MTT-tesztben. A 16
molekula koziil két szerkezetileg rokon csalddot lehet felismerni: dibenzoil-metdan (DBM)

szarmazekok (1193, 1200, 1201 és 1226) és flavanon-szarmazékok (996, 1041 és 1044).
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1. tablazat: Sejtvédo hatassal rendelkez6 vegyiiletek ECso értékének meghatarozasa
reszazurin-redukcioval és MTT-teszttel Jurkat sejtekben

Félkovér kiemeléssel jeleztiik azon 16 vegyiiletet, melyek mindkét modszerrel sejtvédo
hatastunak bizonyultak.

Vegyiilet szama ECso reszazurin (uM) ECso MTT (uM)
48 4 2
49 4 3
52 1 3
456 93 nem sejtvédo
508 61 nem sejtvédo
511 54 nem sejtvédo
513 73 nem sejtvédo
516 73 nem sejtvédo
518 52 nem sejtvédo
863 10 50
996 37 21
1041 40 25
1044 35 22
1193 60 52
1200 21 28
1201 28 30
1213 25 nem sejtvédo
1214 77 >100
1219 16 >100
1226 23 26
1243 99 50
1274 55 nem sejtvédo
1275 40 nem sejtvédd
1310 87 nem sejtvédo
1334 95 62
1656 20 nem sejtvédo
1844 42 nem sejtvédd
1852 64 65
1862 98 nem sejtvédo

5.4. DBM vegyiiletek sejtvédo hatasa

A dibenzoil-metan és a flavanon szarmazékok antioxidans hatasat harom modszerrel
tanulmanyoztuk (12. &bra). Az Amplex Red mérés a hidrogén-peroxid titralasaval, igy
kozombositésével jar, ezért a vizsgalt vegyiiletek antioxidans hatdsanak szempontjabol a

legalkalmasabb mddszernek tekinthetd. A DBM szarmazékok antioxidans hatasat a CUPRAC
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¢s Amplex Red mddszerek nem erdsitették meg. A flavanon szarmazékok a CUPRAC és

Amplex Red szerint hatdsosabbnak bizonyultak az ABTS szintelenitési teszttel szemben.
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12. abra: DBM és flavanon szarmazékok antioxidans hatasa

A DBM ¢és flavanon szarmazékok 20 uM kocentracidinak antioxidéns tulajdonsagat harom
kiilonb6z6 modszerrel vizsgaltuk. Az ABTS szintelenité mérés mellett a CUPRAC (réz-1-ion
redukalasa) és Amplex Red (hidrogén-peroxid fluoreszcencias meghatarozasa) modszereket is
alkalmaztuk. Z61d oszlopok: ABTS; sarga oszlopok: CUPRAC és piros oszlopok: Amplex Red
mérés altal meghatarozott relativ antioxidans hatasokat mutatjak. Aszkorbinsavat (ASC. AC)
pozitiv kontrollként alkalmaztunk. Harom fiiggetlen kisérlet eredménye + SEM. A csillagok
szignifikans kiilonbséget jeldlnek a kontrollhoz képest: *** p<0,001.

Az Amplex Red moddszerrel kapott adatok alapjan a DBM szarmazékok kevésbé
antioxidans tulajdonsagiiak, mint a flavanon vegytiletek. A szakirodalom szdmos antioxidans
vegyiiletet ismer, de kutatdsaink szempontjabol a sejtvédd hatas értékesebb biologiai
alkalmazasok lehetOségét veti fel. Ezért a tovabbiakban a DBM szdrmazékokat tanulmanyoztuk
human sejtvonalakban (13. 4bra).

Kimutattuk, hogy a DBM szadrmazékok nem befolyasoljdk a Jurkat sejtek kaszpaz
aktivitasat (apoptozis marker), de szignifikdnsan csokkentik a propidium-jodid felvételét
(nekrotikus sejthalal marker) hidrogén-peroxid kezelés sordn anélkiil, hogy befolyasolnak a
mitokondrialis membranpolarizaciot (13. dbra A, B és C). A tiid6 epitélidlis A549 sejteket pedig
védik a DBM vegyiiletek a citotoxikus hidrogén-peroxid ellen (13. dbra D), rdmutatva arra,

hogy a sejtvédd hatds nem sejttipus fliggd.
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13. abra: DBM szarmazékok sejtvédo hatasa

Mindegyik vegyiilet csokkentette a Jurkat sejtek hidrogén-peroxid altal kivaltott PI-felvételét
(A), de nem volt hatasuk a kaszpaz-3 aktivitasara (B) és az oxidaloszerrel (H202) indukalt
mitokondrialis membran depolarizacidra sem (C). A vegyiiletek sejtvédd hatdsat igazoltak az
A549 tiidosejtvonalon kapott eredményeink is (D). A DBM szarmazékokat 20 uM
koncentracioban alkalmaztuk a mérésekben. Harom fiiggetlen kisérlet eredménye = SEM. A
csillagok szignifikans kiilonbséget jeldlnek a kontrollhoz képest: ***p<0,001. *#Szignifikans
kiilonbség a hidrogén-peroxid kezelt sejtekhez képest (p<0,001). A vizsgalt DBM szarmazékok
szerkezetét az (E) rész mutatja be.
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5.5. DBM vegyiiletek hatasa a mitogén-aktivalt kinazok aktivitasara

Tanulmanyoztuk a mitogén-aktivalt protein kindzok (MAPK) ko6z¢ tartoz6 ERK 1 és 2

(ERK 1/2), p38 és INK (c-jun N-terminalis protein kinaz) aktivitasok, illetve foszforilacios

allapotok valtozasat DBM szarmazékok jelenlétében (14. abra).
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14. abra: DBM vegyiiletek hatasa MAP kinazok: ERK 1/2, p38 és JNK aktivitasara
(foszforilalt formainak mennyiségére)

A549 sejteket 30 percig 10 uM DBM szarmazékkal kezeltiik, majd 15 percig 800 uM hidrogén-
peroxiddal. A mitogén-aktivalt protein kindzok aktivitdsat Western blot segitségével mutattuk
ki. A hidrogén-peroxid kezelés az ERK 1/2 (A) és p38 (B) jelentds ndvekedését valtotta ki.
DBM szarmazékok gatoltak az ERK 1/2 foszforilacigjat (A), de nem befolyasoltak a foszfo-
p38 mennyiségét (B). INK aktivalasat, foszfo-JINK képzddését nem detektaltunk (C). Az
eredményeket denzitometriaval is értékeltiik, amelyek harom fliggetlen kisérlet adatat + SEM
mutatjak be. A csillagok szignifikans kiilonbséget jeldlnek a kontrollhoz képest: *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001. Szignifikans kiilonbség a hidrogén-peroxid kezelt sejtekhez képest:

##(p<0,001).
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Western blot médszerrel kimutattuk, hogy hidrogén-peroxid jelenlétében az ERK 1/2 és
p38 enzimek aktivalodtak, a INK nem. A DBM szarmazékok hatékonyan csokkentették az ERK
1/2 aktivalodésat (foszfo-ERK 1/2 képzddését), nem befolyasoltak viszont a p38 foszfo-
formajanak a mennyiségét. Adataink arra utalnak, hogy a DBM-szarmazékok elsodleges

célpontjai az ERK 1/2 enzimek lehetnek a nekrotikus sejthalal itvonalon.
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5.6. HTS sziirés doxorubicin toxicitas ellen védo kardioprotektiv vegyiiletek azonositasara
Munkank soran a Chembridge Diverset molekulakonyvtar 9680 vegyiiletét vizsgaltuk,
a sejtek ¢életképességét mérd MTT-teszt segitségével. Kisérleteinkhez H9C2 patkany

kardiomiocita sejtvonalat hasznaltunk (15. abra).
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15. abra: Kardioprotektiv anyagok sziirése doxorubicin toxicitas ellen

crer

vegyiileteivel 30 percig kezeltiik, majd 300 ng/ml doxorubicinnel térténd kezelést végeztiink a
vegyiiletek jelenlétében 24 ordn at. A sejtek életképességét MTT-teszttel hataroztuk meg. A
diagram a doxorubicin hatasaval szembeni védelmet mutatja. A méréseink soran a 20 %-nal
nagyobb védelmet nya;td vegyiileteket tekintettiik hatékonynak. Ezek alapjan, 15 vegytiletet
jeloltiink ki tovabbi vizsgalatra (1-15). A szoérasokat a 3D abrdzolas miatt nem tiintettiik fel.

Kezeléseinket szubkonfluens (kb. 80 %) kultirakkal inditottuk, azok 24 oran at
tartottak. A mérés kiértékelése soran a husz szdzalékndl nagyobb sejtvédd hatasu vegylileteket

tekintettilk kardioprotektiv hatastnak. A vizsgalt vegyiiletek koziil 15 teljesitette a fenti
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kritériumokat (Id. 15. abra, 1-15 vegyiiletek). Tovabbi vizsgalatainkat mar ezekkel a
vegyiiletekkel végeztiik.

5.7. Kardioprotektiv hatas megerositése morfologiai vizsgalatokkal

A nagy ateresztOképességli vizsgalatokra hasznalt modszerek kivalasztasanal fontos
szempont a modszer egyszerlisége €s konnyi reprodukalhatdosaga. A dehidrogenaz-enzimek
aktivitasan alapulo életképesség-méré modszereket ezért széles korben alkalmazzak HTS
sziirésekre. Korabbi eredményeink alapjan az MTT-teszt vagy mas dehidrogenaz-
aktivitdismérésen alapulé modszer hamis pozitivitast mutathat. Ezért a sziirés soran pozitivnak
bizonyult vegyiiletek esetében elvégeztilkk a doxorubicinnel kezelt sejtek morfologiai
vizsgalatat, melyhez Coomassie festéket alkalmaztunk. Mintdinkrol felvételeket készitettiink
(16. abra A), majd a TScratch képanalizald szoftver segitségével meghataroztuk a sejtekkel
boritott feliilet szazalékos aranyat (16. abra B).

A szignifikans kardioprotektiv hatast egyetlen vizsgalt vegyiilet (10-es szamu) esetében

tudtuk megerdsiteni. A vegyiilet szerkezeti képlete:

CH,4

N
)—CH3

N+

CH

Br
Kémiai elnevezése: 3-[2-(4-etil-fenil)—2-oxoetil]-1,2-dimetil-1H-3,1-benzimidazol-3-ium

bromid, a tovabbiakban a 10-es vegyiiletre EODB névvel hivatkozunk.
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16. abra: A kardioprotektiv hatas morfolégiai vizsgalata

majd 24 oran at 300 ng/ml doxorubicinnel végeztink tovabbi kezelést a vegyliletek
jelenlétében. A HIC2 sejteket coomassie festékkel tettiik lathatova, majd fénymikroszkdpra
(Leica DM IL LED) szerelt kameraval (Leica MC 120 HD) 5x nagyitason készitettiik
felvételeinket (A). A kezelés utan a sejtekkel boritott konfluencia értékeket a TScratch nevii
szoftverrel értékeltiik (B). A B abran 3 kisérlet atlagat abrazoltuk + SEM. A sziirés eredményeit
a 10-es vegyiilet esetében tudtuk megerdsiteni. *p<0,05 a kontrollhoz képest; # p<0,05 a
doxorubicinnel kezelt mintakhoz képest. C: kontroll, DOX: doxorubicin.
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5.8. Az EODB védi a HIC2 sejteket az apoptotikus és nekrotikus sejthalaltol
Eletképességi és morfologiai vizsgalataink nem szolgaltattak informaciot azzal
kapcsolatban, hogy a doxorubicin milyen tipusu sejthalalt okoz a H9C2 sejtekben. ElGszor
igazoltuk az EODB sejtvédd hatasat (17. dbra A), megéllapitva, hogy jelentds védelmet nyujt a
doxorubicin toxikus hatasaval szemben. Tanulmanyoztuk a doxorubicin hatasat a sejtek
apoptotikus és nekrotikus paramétereire (Andrieu-Abadie et al., 1999) és (Rosenoff et al., 1975)
EODRB jelenlétében is. Mértiik a kaszpaz-3 enzim aktivitasat (apoptotikus paraméter, 17. abra
B), valamint a sejtek feliilusz6jabol meghataroztuk a nekrotikus sejthalalra jellemzd laktat-
dehidrogenaz aktivitast (17. abra C). Az EODB elékezelés gatolta az LDH felszabadulasat és a

kaszpaz-3 enzim aktivaciojat, védelmet nyujtva az apoptozis és nekrozis ellen.
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17. abra: A doxorubicinnel kivaltott sejthalal jellemzése
HOC2 sejteket az EODB 12 uM koncentracioji oldataval 30 percig kezeltiik, majd 300 ng/ml
doxorubicint adtunk a sejtek szuszpenzidjahoz a vegyiilet jelenlétében 24 oran at. A sejtek
¢letképességét kalcein-AM hidrolizissel mértiik (A rész). A sejthalal jellemzését a kaszpaz-3
(apoptozis, B rész) és a laktat-dehidrogendz (nekrotikus paraméter, C rész) aktivitasokkal
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hataroztuk meg, 24 6raval a doxorubicin kezelést kovetden. A doxorubicin kezelés hatasara a
kaszpaz-3 enzim aktivitisanak emelkedését tapasztaltuk (B), melyet az EODB vegyiilettel
torténd eldkezelés jelentds mértékben csokkentett. A laktat-dehidrogenaz felszabadulasban (C)
is tapasztaltunk csekély mértékli emelkedést, ami szintén szignifikansan csékkenthetd volt
EODB kezeléssel. Az adatok 3 kisérlet atlagat szemléltetik £+ SEM. *p<0,05 a kontrollhoz
képest; # p<0,05 a doxorubicinnel kezelt mintdkhoz képest.

5.9. Az EODB kardioprotektiv hatasa primer kardiomiocitikon

Az immortalizalt sejtvonalak a legtdbb esetben jo modelljei a szoveti eredetiiknek
megfeleld sejttipusnak, nagyrészt megorzik annak tulajdonséagait. A nagy ateresztoképességii
mérésekhez is praktikusan hasznalhatdak, hiszen korlatlanul szaporodnak, jol reprodukalhaté
eredményeket szolgaltatnak. Viszont néhany esetben kiilonbozé kezelésekre adott valaszuk,
illetve érzékenységiik a primer sejtektdl eltér. Ezért tanulmanyoztuk az EODB hatasat
doxorubicinnel kezelt, ujsziilott patkanyok szivébdl izolalt sejtekben. 12 uM EODB
szignifikdns védelmet nyujtott a toxicitassal szemben mind az MTT, mind a kalcein-AM
¢letképességi vizsgalatokban (18. dbra A és B). A kalcein életképességi teszt arra is rdmutatott,
hogy 25 uM EODB mar nem rendelkezett sejtvédo hatassal, feltehetdleg a vegyiilet citoxicitasa
kovetkeztében. Az EODB jelentds védelmet fejtett ki a doxorubicinnel kivaltott kaszpaz-3

aktivalassal szemben is (18. abra C).
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18. abra: Az EODB kardioprotektiv hatasa primer kardiomiocitakban

Az EODB kardioprotektiv hatasat 0jsziilott patkanyokbdl izolalt primer kardiomiocitdkban
vizsgaltuk. A sejteket 30 percig kezeltik 12 uM (A ¢és C panelek) vagy kiillonbozo

crer

kovetett. Az FeTPPS [Fe-porfirin komplex: 5,10,15,20-tetrakisz(4-szulfonsav-fenil )porforinat-
vas(lI1)klorid] hatékony peroxinitritbomlast katalizald anyag, pozitiv kontrollként alkalmaztuk
A sejtvédo hatast MTT (A) és kalcein-AM tesztek (B) segitségével hataroztuk meg. A kaszpaz-
3 aktivitast, mint apoptdzis markert mértik (C). A bemutatott adatok 3 kisérlet atlagat
szemléltetik + SEM. EODB szignifikans védelmet nyujtott a doxorubicinnel kezelt mintakhoz
képest. *p<0,05 a kontrollhoz képest; # p<0,05 a doxorubicinnel kezelt mintakhoz képest.

5.10. Az EODB nem rendelkezik antioxidans hatassal, de gatolja a JNK aktivitasat

A doxorubicin kardiotoxikus hatasat els6sorban a kezelés hatasara fokozodo oxidativ
stressznek: ROS és RNS képzddésének tulajdonitjak (Chatterjee et al., 2010). A doxorubicin
kardiotoxicitasat ellensulyozo vegyiiletek nagy része rendelkezik antioxidans hatéssal
(Simunek et al., 2009). Az EODB antioxidans tulajdonsagait két kiilonboz6 modszerrel
vizsgaltuk (19. abra). Az ABTS szintelenitési teszt a vizsgalt vegyiilet szabadgyokfogo
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képességét, mig a CUPRAC modszer a vegylilet redukaloképességét detektalja. Méréseinkben
Trolox pozitiv kontrollt hasznaltunk, és megfigyeltiik, hogy EODB sem az ABTS (19. dbra A),
sem az antioxidans képességet mér6 CUPRAC-tesztben (19. abra B) nem bizonyult antioxidans
hatasunak. Vizsgaltuk a vegyiilet hidrogén-peroxid scavanger aktivitdsat is sejtmentes
rendszerben Ampliflu red segitségével. A pozitiv kontrollként alkalmazott aszkorbinsav
hatékonyan gatolta a fluoreszcens festék hidrogén-peroxid-indukalt oxidacidjat, az EODB csak
csekély védohatassal rendelkezett (19. abra C). Ebbdl arra kovetkeztetlink, hogy az EODB

sejtvédo hatdsa nem a molekula antioxidans képességének tulajdonithat6.
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19. abra: Az EODB antioxidans hatasanak vizsgalata

Az EODB antioxidans hatasat sejtmentes rendszerben ABTS (A) és CUPRAC (B) tesztek
segitségével vizsgaltuk. Az EODB-t a sejtes vizsgalatoknal is alkalmazott 12 uM
koncentracioban teszteltilk. Mindkét vizsgalatban 12 uM Troloxot alkalmaztunk pozitiv
kontrollként. A DMSO nem befolyésolta a teszteket, az EODB oldoszer kontrollként mutatjuk
be. A hidrogén-peroxid scavanger aktivitast (C) sejtmentes renszerben Ampliflu red
segitségével mértiikk. 12 uM EODB vagy 10 uM aszkorbinsav (VitC) oldatat inkubaltuk 0,1 uM
H20., 50 mM Ampliflu Red és 0,1 E/ml torma-peroxidaz jelenlétében foszfat-NaCl pufferben
5 percig szobahdmérsékleten. A diagramokon 3 kisérlet atlagat abrazoltuk + SEM. *p<0,05 a
kontrollhoz képest.
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Tanulmanyoztuk az EODB potencidlis sejtvédd hatdsanak érvényesiilését a mitogén-
aktivalt protein kinazok (MAPK) koz¢ tartozo p38 és JNK (c-jun N-terminalis protein kinaz)
aktivitasokra, illetve foszforilacios allapotainak valtozasara. A vegyiilet nem befolyasolta a p38
kinaz funkcidjat (adatokat nem kozoljiik), de a JINK aktivalasa mddosult (20. abra). A JNK
aktivalasa (P-JNK/JNK arany) jelentésen fokozddott doxorubicinnel kezelt sejtekben, és az

EODB hatékonyan csokkentette a kindz akivalodasat.
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20. abra: Az EODB hatasa a doxorubicin-indukalt JNK aktivalasra
Az EODB hatasat HIC2 sejteken vizsgaltuk. A sejteket 30 percig kezeltik 12 uM EODB
oldataval melyet 24 6ras 300 ng/ml doxorubicin kezelés kovetett. INK aktivalasat, foszfo-INK
képzddését Western blot segitségével mutattuk ki. Az eredményeket denzitometridval is
értekeltiik, amelyek harom fliggetlen kisérlet adatat + SEM mutatjak be. Szignifikans kiilonbség
a kontrollhoz (CTL) képest: *p<0,05, szignifikans kiilonbség a doxorubicin-kezelt sejtekhez
képest: “p<0,05.

5.11. Az EODB nem befolyasolja a doxorubicin tumorellenes hatasat

Doxorubicinnel kombinaltan alkalmazhatd kardioprotektiv vegyiiletekkel szemben
tamasztott elengedhetetlen kdvetelmény, hogy ne vagy csak kis mértékben befolyasoljdk a
doxorubicin tumorellenes hatasat. A doxorubicint a tumorok igen széles spektrumaban
alkalmazzak, igy tidé (Kenis et al., 1972), illetve csont tumorok (Sinks and Mindell, 1975) és
leukémiak (Bassan et al., 1996) esetében is. Ezért vizsgalatainkhoz a tiidéepitél eredetii A549,
SAOS-2 osteosarcoma sejtvonalat, Jurkat T-sejtes leukémia sejteket és THP-1 monocita

leukémia sejtvonalat hasznaltunk (21. abra). Az EODB nem befolyasolta a doxorubicin sejtolé
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(tumorellenes) hatasat. Erdekes, hogy az EODB 6nmagaban is toxikus volt mindegyik altalunk

vizsgalt tumor sejtvonalban, ilyet a H9C2 sejtekkel nem tapasztaltunk.
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21. abra: Az EODB nem befolyasolja a doxorubicin tumorellenes hatasat
Az EODB hatasat A549 (A), SAOS-2 (B), Jurkat (C) és THP-1 (D) sejtvonalakon vizsgaltuk.
A sejteket 30 percen keresztiil kezeltiik 10 uM EODB oldataval, melyet 24 6ras 300 ng/ml
doxorubicin kezelés kovetett. A sejtek ¢életképességét MTT ¢letképességi teszt segitségével
meghataroztuk. A bemutatott adatok 3 kisérlet atlagat szemléltetik + SEM. Eredményeinket a
kezeletlen kontroll (100 %) mintakhoz viszonyitottuk. *p<0,05 a kontrollhoz képest.
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crer

crer

kifejezetebben gatolta, mint a SAOS-2 osteosarcoma sejtvonalat.
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22. abra: Az EODB nem befolyasolja a doxorubicin sejtproliferaciot gatlé hatasat
Az EODB sejtproliferaciora gyakorolt hatasat A549 (A) és SAOS-2 (B) sejtvonalakon
vizsgaltuk. A sejteket 30 percen keresztiil kezeltiikk 10 uM EODB oldataval, melyet 24 6ras 300
ng/ml doxorubicin kezelés kovetett. A proliferaciot szulforodamin B teszt segitségével
hataroztuk meg. A bemutatott adatok 3 kisérlet atlagat szemléltetik + SEM. Eredményeinket a
kezeletlen kontroll (100 %) mintakhoz viszonyitottuk. *p<0,05 a kontrollhoz képest.
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6. Megbeszélés

A molekulakonyvtarak sziirése nagy ateresztoképességli (HTS) moddszerekkel az egyik
leghatékonyabb eljaras 0j kémiai szerkezetek bioldgiai hatasossaganak felismerésére. Az értekezés
molekulakonyvtarak sziirési eljarasait mutatja be sejtes modellekben azon célbol, hogy sejtvédo
molekuldkat azonositsunk és/vagy a védohatassal rendelkezé vegyliletek hatdsmechanizmusat

vizsgaljuk.

6.1. Sejtvédo vegyiiletek antioxidans hatasanak vizsgalata

Reaktiv oxigén gyokok (ROS) és nitrogéntartalmu szabadgyokok (RNS) a szoveti
karosodasok kovetkeztében szdmos betegség okozoi, tobbek kozott stroke, miokardialis
iszkémia-reperfizio, sokk és gyulladasos korfolyamatok (Loeper et al., 1991b); (Loeper et al.,
1991a); (Bragt and Bonta, 1980). Az elmult évtizedekben nagyszamu protokollt vezettek be
ezen betegségek kezelésére, de hatasos gydgymodok felismerése még mindig varat magara.

A jol ismert, de nem célzottan alkalmazhato antioxidans vegyiiletek (pl. A, C és E-
vitaminok) értékes bioldgiai hatasait in vitro és allatkisérletekben in vivo is igazoltak, de
klinikai tanulmanyok ezt kevésbé tamasztjak ala (Farbstein et al., 2010); (Bansal et al., 2011).
A kutatds valtozatlan kihivdsa, hogy uj, lehetdleg kis molekulatomegli (ezért
gyogyszerfejlesztés céljaira jobban alkalmazhatd) sejtvédd vegyiileteket ismerjenek meg a ROS
¢s RNS altal kivaltott sejtkarosodasok és sejthalal megelézésére.

A Debreceni Egyetem molekulakonyvtarat (UDM) a Szerves Kémia Tanszék hozta 1étre és
tartja fenn. A kdnyvtar kb. 2600 nagy tisztasagu vegyliletet tartalmaz, szerkezetileg eltérd tipusokat.
A molekulakonyvtar nagy ateresztoképességli (HTS) sziirésével 29 sejtvédd és 123 antioxidans
vegyliletet talaltunk. Az utobbiakat ABTS szabadgyok kimutatasi modszerrel azonositottuk (1d. 4.-
6. abrak). Az UDM molekulakdnyvtar vegytiletei koziil 11 molekula bizonyult mind sejtvédd, mind
antioxidans hatastnak (Id. 7. abra).

Az oxidativ stressz altal indukalt sejthaldlban a PARP-1 aktivitdsanak jelentds
fokozodasat figyelték meg a vizsgalt sejtes rendszerek szinte mindegyikében (Jagtap et al.,
2002), ezért tanulmanyoztuk a HTS szliréssel sejtvédé hatasunak bizonyult vegyiileteket a
PARP-1 aktivitasara. Két vegyiilet: 863 (flavanon-szarmazék) és 1862 (kinolin-szarmazék)
rendelkezett kiemelkedd6 PARP-1 aktivitds gatlassal 20 uM koncentracioban hidrogén-
peroxiddal kezelt Jurkat sejtekben is (Id. 8-11. abrak). Adatunk Osszhangban van Geraets és
mtsai. (Geraets et al., 2007) megfigyelésével: a taplalékban talalhato flavonok és flavonolok

(pl. kvercetin, fizetin, tricetin) gatoljak a PARP aktvitasat tiidd epitélsejtekben. Eredményeik
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arra is ramutatnak, hogy a taplalék flavon-jellegii vegyiiletei a kronikus gyulladasos betegségek
kezeléséhez is hozzajarulhatnak.

A sejtvédd vegylileteket koziil azokat valasztottuk ki, amelyek nem bizonyultak
antioxidansnak ¢és a PARP aktivitdsat sem gatoltdk. Szédmos szerkezetileg hasonlo
indolszdrmazékot ismertiink fel, amelyek rendelkeznek a fenti tulajdonsagokkal.
Egylittm(ikddd partnereink (Prof. Patonay Tamas és munkatarsai, Debreceni Egyetem, TTK
Szerves Kémiai Tanszék) tomegspektrometrias modszerrel kimutattdk, hogy ezekben a
mintakban az eredeti vegyiiletek azonos bomlasterméke az izatin (1H-indol-2,3-dion) talalhato
jelentés mennyiségben. Kimutattuk, hogy a HTS szilirésekben (reszazurin-redukci6) felismert
,»sejtvédd” hatas dontden az izatinnak tulajdonithatd. A HTS sziirés adatait nem tudtuk igazolni
mas modszerekkel: pl. izatin nem gatolta a kaszpaz-3 aktivitasat, az LDH felszabadulasat és a
PI felvételét és nem rendelkezett citoprotektiv hatassal az MTT-tesztben sem [ld.
kozleménylink S1 és S2 abrait a kiegészité mellékletben (Hegedus et al., 2013)]. Ezért az izatin
bomlasterméket tartalmazé vegylileteket nem vizsgaltuk tovabb. Adataink arra is felhivjak a
figyelmet, hogy a HTS-mddszerek kozt nagy népszeriiségnek orvendd reszazurin-redukcid
ovatossaggal értékelendo, és csak megfeleld kontrollok alkalmazaséaval lehet kisziirni a hibas
pozitiv eredményeket, illetve parhuzamosan mas modszert is kell alkalmazni.

A vegyiiletek 0jabb sziirésével (MTT ¢életképességi meghatarozas, CUPRAC és Amplex
Red mérések) a dibenzoil-metan (DBM) szarmazékok bizonyultak sejtvédé hatastnak (Id. 12.
abra). A DBM szarmazékok kiilonboznek az antioxidans tulajdonsaga vegytiletektdl, ugyanis
nem védik a hidrogén-peroxiddal kezelt Jurkat sejteket a kaszpaz-medialt apoptotikus
sejthalaltol, és nem befolyasoljak a hidrogén-peroxid altal kivaltott mitokondrialis
membranpolarizaciot. Valdjdban a nekrotikus sejthaldl ttvonalat modositjak, mert
szignifikansan csokkentik a propidium-jodid felvételét hidrogén-peroxid kezelés soran, ami

arra utal, hogy a plazmamembran megdrizte integritasat (Id. 13. abra).

6.2. Dibenzoil-metan szarmazékok lehetséges sejtélettani szerepe

A DBM vegyiiletek antinekrotikus hatasanak lehetséges célfehérjéi az ERK1/2 kinazok,
aktivitasuk gatlasa eldsegiti a sejtek tulélését. Az ERK fehérjékrdl korabban kimutattak, hogy
részt vesznek a hidrogén-peroxid altal kivaltott nekrotikus sejthalalban (Zhuang et al., 2008),
ezért kisérleti megfigyelésiink (1d. 14. abra) molekularis magyaréazatat is jelenthetik. A DBM
vegyiiletek antinekrotikus hatdsa értékes, mivel a nekrotikus sejthaldl a legaltalanosabb és

legveszélyesebb sejtpusztulas pl. stroke vagy miokardialis iszkémia-reperfuzios korképekben.
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Felismerték, hogy a DBM jotékony hatasu az iszkémias korképekben, mivel stabilizélja
a sejt adaptiv hypoxiaért felelds ,,master” génjét a hypoxia-indukalod faktort: HIF-1 fehérjét
(Mabjeesh et al., 2003). Az altalunk igazolt sejtvédd effektus (13. abra) tovabbi megerdsitését
jelenti a DBM szarmazékok kedvezd felhasznalasanak iszkémias betegségekben, mivel
ezeknek a vegylileteknek a toxikus hatasa elenyész6 (Kockler et al., 2013).

A dibenzoil-metan molekulanak két tautomer formaja van és a keto <> enol egyensuly
jelentds mértékben az enol iranyaba tolddik el. A DBM ¢és szarmazékainak fotostabilitasat a
hidrogénhid-kotés Dbiztositja, ezért tobb szarmazékot (pl. Avobenzone®) napvédo
készitményekben, mint kémiai sziiréket alkalmaznak.

A DBM szarmazékok felkeltették a gydgyszerkutatok és fejlesztok érdeklodését is. A
vegyiilet tobb szarmazékat alkalmazzdk tumorok (pl. bél, mell és bdr) kezelésében, mivel a
detoxifikalo enzimek (pl. glutation-transzferazok, epoxi-hidrolazok) indukcidjat a tumorok 1.
stadiumaban (Dinkova-Kostova and Talalay, 1999); (Singletary and MacDonald, 2000) és II.
stadiumaban is megfigyelték (Ebert et al., 2007). Ezek a detoxifikaldé enzimek védenck az
oxidativ stressz ellen is, tovabba szamos toxikus és/vagy karcinogén anyagot is képesek
hatékonyan eliminalni.

A gyomor-béltraktus tumoraival kapcsolatban megfigyelték, hogy a taplalék DBM
tartalma csokkentette a szervezet prosztaglandin E2 vagy leukotrién B4 szintjét, gatolta a sejtek
talélését és tobb novekedési faktor altal kdzvetitett jelatviteli folyamatot (Shen et al., 2007). A
DBM gatolta az emld és a prosztata tumorokat is: az 0Osztrogén-receptor kotddésének
elésegitésével a valaszado eleméhez (Lin et al., 2006), illetve csokkentve az androgén-receptor
expessziojat (Frazier et al., 2004); (Jackson et al., 2007).

A DBM-16l és szarmazékairol kimutattak, hogy sejtosztodast is gatolnak (Anand et al.,
2011). Az egyik hasonlo szerkezetii molekulanak [1,3-bisz-(2-acetofenil)-propan-1,3-dion]
gyulladascsokkentd hatasat figyelték meg a forbol-észter-indukalt fiil 6démaban egerekben,

ami nagymértékben hasonlit az Aspirin jol ismert véd6 hatasahoz (Lin et al., 2011).

6.3. A DBM és a sejthalal kapcsolata

A DBM ¢és a sejthalal kapcsolata ellentmonddsos. A DBM kiilonb6zé hidroxilalt
szarmazeékai kaszpaz-fliggd apoptotikus sejthaldlhoz vezetnek AS549 ¢s CH27 sejtekben,
amelyet a mitokondrialis membranpotencial csokkenése is igazol (Weng et al., 2009). A
hidroxi-DBM apotozist valtott ki HL-60 sejvonalban, fokozta a ROS termelddést €s gatolta az
ornitin-dekarboxilazt, ami nélkiilozhetetlen a sejtek ndvekedéséhez, mivel a DNS-t stabilizalo

poliaminok szinézisének egyik kulcsenzime (Pendeville et al., 2001).
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Egy masik DBM szarmazék (2,2’ -dimetoxi-dibenzoil-metan) neuroprotektiv hatast volt
oxidativ stresszben, sejtvédd hatasa korrelalt a vegyiilet antioxidans kapacitasaval (Takano et
al., 2007).

Eredményeink tobb DBM szarmazék 1j, sejtvédd hatdsanak felismeréséhez vezetett €s
igazoltuk, hogy a sejtvédé hatds csak részben tulajdonithaté antioxidans képességiiknek.
Megallapitottuk azt is, hogy DBM szarmazékok a hidrogén-peroxid altal kivaltott oxidativ

stresszben elsdsorban a nekrotikus sejthalal utvonalat befolyasoljak, az apoptozist alig.

6.4. A doxorubicin citotoxikus hatasa

A doxorubicin széleskortien hasznalt gydgyszer a tumorterapidban. A vegylilet
citotoxikus, ezért alkalmazdsa a kemoterdpiaban nagy eldvigydzzatossagot igényel. A
kemoterapids gyogyszerek koziil tobbnek is van olyan mellékhatasa, ami a szivsejtekben
diszfunkciot és sejthalalt okoz. ROS és RNS képzddik antraciklinvazat tartalmazo kemoterapias
gyogyszerek intracellularis redox folyamataban, amelyek a kérdéses gyodgyszer toxikus
mellékhatdsdnak f6 kivaltoéi. Szuperoxid aniongyok, hidrogén-peroxid, hidroxilgydk és
peroxinitrit képzédése okozza elsésorban a doxorubicin kardiotoxikus hatasat (Doroshow,
1986) és (Pacher et al., 2003). A redox-stressz altal indukalt jelatviteli Gtvonalak is szerepet
jatszanak, mint pl. p38 MAP kinazok, PARP-1, matrix metalloproteindzok, tovabba
anyagcserevaltozasok is hozzajarulhatnak a doxorubicin kardiotoxicitasahoz (Volkova and
Russell); (Pacher et al., 2002); (Bai et al., 2004) és (Szanto et al., 2011).

A HTS sziiréseket els6sorban olyan farmakologiailag jelentds targetek vizsgalataban
alkalmazzak, amelyekben nagy populaciokat érintd beteségcsoportok patomechanizmusat
kivanjak jobban megérteni és eredményes gyogyszerjelolt fejlesztést elinditani. Ismereteink
szerint a doxorubicin kéaros mellékhatasat kivédeni képes kardioprotektiv vegyiiletek

felismerésére még nem hasznaltak HTS modszert.

6.5. A doxirubicin kardiotoxikus hatasanak csokkentése

Az értekezésben bemutatott vizsgalatainkben HTS modszerrel kivantunk kivalasztani
olyan molekuldkat, amelyek megvédik a szivsejteket a doxorubicin toxicitasatol. A DiverSet
10.000 molekulakonyvtar (Chembridge, USA) valtozatos szerkezetl, ezért feltehetden eltérd
farmakologiai hatdsokkal rendelkezd vegyiileteket tartalmaz. A 9680 molekula kardioprotektiv
hatasat els6dlegesen a doxorubicin citotoxicitasara vizsgaltuk életképességet méré MTT-
teszttel HTS modszerként alkalmazva (1d. 15. dbra). Ebben a tesztben 15 molekula bizonyult

hatdsosnak. Szem el6tt tartva, hogy a citoprotektiv hatas felismerése, kiillonosen doxorubicin-
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indukalt kardiotoxicitasban (Calvert and VVohra, 2013) nem egyértelmiien igazolja a vegyiiletek
hatékonyagat, ezért a kivalasztott molekulakat ujabb, morfologiai vizsgélatokkal elemeztiik (1d.
16. abra). A H9C2 sejtekkel boritott feliilet nagysaganak meghatarozasaval egyetlen vegytilet,
az EODB (kémiai elnevezése: 3-[2-(4-etil-fenil)-2-oxoetil]-1,2-dimetil-1H-3,1-benzimidazol-
3-ium-bromid) esetében tudtuk megerdsiteni a sejtvédd hatast.

A doxorubicin mellékhatasat csokkentd kisérleti rendszerek a ROS és RNS
képz6désének csokkentésére fokuszalnak. fgy pl. egy E-vitamin szarmazék (Nagata et al.,
1999), flavonoidok (Xiao et al., 2012) és (Subburaman et al., 2014) vagy a peroxinitrit bomlasat
katalizalo ferroporfirin vegytilet (Pacher et al., 2003) és tovabbi antioxidans szerek bizonyultak
hatasosnak a doxorubicin altal kivaltott szivkarosodasok megelézésében (Mukhopadhyay et al.,
2009). Az EODB valosziniileg nem hat kozvetleniil a ROS vagy RNS kiilonboz6 fajtaira, mivel
sem az ABTS szintelenitési tesztben, sem a CUPRAC modszerben nem bizonyult antioxidans
hatastinak (Id. 19. édbra). Nagyon valdszinli, hogy EODB kardioprotektiv hatasa kozvetett: a
sejtsériilésekre érzékeny jelatviteli utvonalakat befolyasolja.

A doxorubicin kardiotoxicitasat kivédd modellekben az antioxidans hat4s hianya nem
kivételes, mivel PARP (Pacher et al., 2002), topoizomeraz és angiotenzin-I1 receptor (Zhang et
al., 2012) inhibitorok sem rendelkeznek antioxidans tulajdonsaggal. Kimutattuk (1d. 17. abra),
hogy az EODB mind az apoptotikus, mind a nekrotikus sejthalaltél véd, feltehetdleg a
doxorubicin citotoxikus hatas kialakuldsdnak egyik kezdeti 1épését befolydsolja és nem
valamelyik sejthaldlhoz vezetd jelatviteli folyamatot. Az EODB "kozvetett" hatasa klinikai
szempontbol jelentdsebb lehet, mint a kdzvetlen szabadgyok koncentacid csokkentése, mert az
antioxidans szerek (pl. N-acetil-cisztein vagy Fe-komplexek) nem bizonyultak hatasosnak
preklinikai és klinikai vizsgalatokban (Dresdale et al., 1982) és (Hasinoff et al., 2003).

6.6. Az EODB kardioprotektiv hatasa

A vegylilet kémiai szerkezete magyarazhatja sejtvédd tulajdonsagat és mellékhatasait
i1s. Els6ésorban az EODB benzimidazol része tekinthetd feleldsnek, mivel ilyen gytiriit
tartalmazo szarmazékok farmakologiailag jelent6s csaladot képeznek igazolt antiviralis (De
Palma et al., 2008) és (O'Sullivan et al., 1967), antimikrobialis [(Rajanarender et al., 2008;
Tuncbilek et al., 2009)], valamint antidiabetikus (Kwak et al., 2013) tulajdonsagokkal. A
telmisartan egy angiotenzin-II receptor blokkold és két benzimidazol részt is tartalmaz.
Patkanyokban a telmisartan hemodinamikai adatokkal alatimasztva csokkentette a doxorubicin
kardiotoxicitasat, és jelentdsen redukalta tobb matrix metalloproteindz [p22(phox), p47(phox)

¢s p67(phox)] vagy az NFkB és Nox4 expresszidjat, tovabbd mérsékelte az oxidativ DNS
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karosodast, a lipid peroxidaciot és a sejthalalt [(Igbal et al., 2008) és (Arozal et al., 2010)].

Feltételezheté, hogy EODB is angiotenzin-II receptor blokkold, ez okozhatja a
jelentékeny kardioprotektiv hatasat. Tobb benzimidazol szarmazék antitumor hatdsat is
igazoltak, ami els6sorban a topoizomerazok gatlasanak a kovetkezménye [(Galal et al., 2010);
(Hasinoff et al., 2012) és (Rashid et al., 2014)]. Ez azért jelentds, mert magyarazhatja az EODB
kardioprotektiv hatasat a doxorubicin kezelés soran. Az EODB ugyanakkor nem befolyasolta a
doxorubicin citotoxicitasat tumor (A549, SAOS-2, Jurkat és THP-1) sejtvonalakban, bar
citotoxikusnak bizonyult 6nmagaban is (Id. 21. és 22. dbrak). Normal sejtvonalban (H9C2) nem
tapasztaltunk EODB citotoxicitdst, mig primer patkany kardiomiocitdkban igen, ami
korlatozhatja az EODB sejtvédd szerként torténd felhasznalasat (1d. 18. dbra).

Osszefoglaloan megéllapithatjuk, hogy a nagy ateresztoképességii szfirési (HTS)
modszeren alapuld vegyliletkivalasztds alkalmas a doxorubicin kardiotoxikus hatasa elleni
molekulak azonositasara. HOC2 sejtvonalban és primer patkany kardiomiocitakban az EODB
kivédte a doxorubicin kardiotoxikus hatasat anélkiil, hogy csokkentette volna a kemoterapias
szer tumorellenes hatékonysagat. Az EODB alkalmasnak tlinik tovabbi kémiai szerkezet
modositdsokra, un. "vezérmolekula" (lead molecule) kialakitdsara gyogyszerfejlesztési
kisérletekben. Tovabbi szerkezet-hatas vizsgalatok azonosithatjdk a molekula sejtvédd és a
toxikus hatasaiért felelds szerkezeti elemeket, melynek révén fokozottan sejtvédd és kevésbé

toxikus szarmazékok eldallitasa is lehetové valhat.
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7. Osszefoglalas

A Debreceni Egyetem kutatoi altal 1étrehozott molekulakonyvtar 1863 vegyiiletébdl 29
védett a hidrogén-peroxid altal indukalt citotoxicitas ellen Jurkat sejtekben. Ezen vegyiiletek
koziil 11 antioxidans aktivitassal is rendelkezett, és kettdt talaltunk hatékony PARP gatlonak.
Négy sejtvédd dibenzoil-metan (DBM) szarmazékot részletesen is tanulmanyoztunk, mert nem
rendelkeztek antioxidans hatassal, és nem gatoltak a PARP enzim aktivitasat.

A négy DBM szarmazék védelmet nyujtott a nekrotikus sejthalallal szemben, mig nem
befolyasolta az apoptotikus utvonalra jellemz6 kaszpaz aktivitasat. A hidrogén-peroxid fokozta
az extracellularis jellel szabalyozott kinazok koziil az ERK 1/2 és p38 MAP kinazok foszforilalt
formdjanak mennyiségét, de nem modositotta a c-Jun kindz hatasat. A DBM szarmazékok csak
a hidrogén-peroxid altal fokozott foszfo-ERK 1/2 mennyiségét csokkentettek.

A vegyiiletek sejtvédd hatasat A549 tiidd epitélsejtekben is igazoltuk bizonyitva, hogy
hatasuk nem sejtspecifikus. Az uj tipusi DBM vegyliletek a sejtvédé anyagok 0j osztalyat
alkotjak, mert gatoljak az ERK 1/2 kinazt és védenek a nekrotikus sejthalaltol anélkiil, hogy
modositandk a PARP aktvitasat.

Az egyik legaltaldnosabban hasznalt tumorellenes antraciklin a doxorubicin, amit
alkalmazésanak egyik hatranya stlyos kardiotoxikus hat4sa, mert a doxorubicin kezelés a beteg
teljes életciklusdban kumulalodik. A doxorubicin tumorellenes hatasa és kardiotoxicitasa eltérd
molekularis mechanizmusokon alapszik, ezért lehetdség van arra, hogy a sulyos mellékhatas
kikiiszobolésével érintetleniil hagyjuk tumorellenes hatasat.

A Chembridge Diverset molekula konyvtar 9680 vegyiiletét vizsgaltuk HOC2 patkany
kardiomiocitakban a doxorubicin kezeléssel kivaltott sejthalalban. Eletképességi és
sejtmorfologian alapulé modszerekkel valasztottuk ki a vegyiileteket. A leghatékonyabb
molekula jelentésen csOkkentette a doxorubicin altal kivaltott apoptotikus és nekrotikus
sejthalélt, ugyanakkor nem rendelkezett szabadgyokfogd képességgel, és nem befolyasolta a
doxorubicin tumorellenes hatasat. A benzimidazolt tartalmazd vegyiiletiink — tovabbi kémiai
szerkezet optimalizalassal — alkalmasnak tlinik gydgyszerjeldlt fejlesztésre, ami a szivizom

doxocubicin altal okozott sériuléseit kivédheti.
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Summary

Screening of the 1863 compounds of a small in-house library (University of Debrecen)
identified 29 compounds that protected Jurkat cells from hydrogen peroxide-induced
cytotoxicity. From the cytoprotective compounds eleven proved to possess antioxidant activity
(ABTS radical scavenger effect) and two were found to inhibit poly(ADPribosyl)-ation
(PARylation), a cytotoxic pathway operating in severely injured cells. Four cytoprotective
dibenzoyl-methane (DBM) derivatives were investigated in more detail as they did not
scavenge hydrogen peroxide nor did they inhibit PARYylation.

DBM compounds protected cells from necrotic cell death while caspase activation, a
parameter of apoptotic cell death was not affected. Hydrogen peroxide activated extracellular
signal regulated kinase (ERK1/2) and p38 MAP kinases but not c-Jun N-terminal kinase (JNK).
The cytoprotective DBMs suppressed the activation of Erk1/2 but not that of p38.

Cytoprotection was confirmed in another cell type (A549 lung epithelial cells),
indicating that the cytoprotective effect is not cell type specific. In conclusion we identified
DBM analogs as a novel class of cytoprotective compounds inhibiting ERK1/2 kinase and
protecting from necrotic cell death by a mechanism independent of poly(ADP-ribose)
polymerase inhibition.

Antracyclines are effective anti-tumor agents. One of the most commonly used
antracyclines is doxorubicin, which can be successfully used to treat a diverse spectrum of
tumors. Application of these drugs is limited mainly by their cardiotoxic effect, which is
determined by a lifetime cumulative dose. As the processes that are responsible for tumor
chemotherapy and cardiotoxicity are different, this may give a hope for eliminating the side
effect without affecting the anti-tumor effect.

In our work, 9,680 compounds of the Chembridge’s Diverset compound library were screened
to identify compounds that can protect H9C2 rat cardiomyocytes against doxorubicin-induced
cell death. An MTT-based high throughput viability screening was performed followed by
retesting of the hit compounds in a morphology-based assay. The most effective compound
proved protective in doxorubicin-treated primary rat cardiomyocytes and was further
characterized to demonstrate that it significantly decreased doxorubicin-induced apoptotic and
necrotic cell death without having a radical scavenging effect or interfering with the antitumor
effect of doxorubicin. This benzimidazole compound may lead — through further optimalization
— to the development of a drug candidate protecting the heart from doxorubicin-induced injury.
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