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Rövidítések 

A nehézkesen magyarra fordítható kifejezések a jegyzékben angolul szerepelnek 

 

ABTS  2,2’-azino-bisz(3-etil-benzotiazolin-6-szulfonsav) 

AFU  Arbitary Fluorescence Unit 

AIF  apoptózist indukáló faktor 

CUPRAC CUPric ion Reducing Antioxidant Capacity: a rézion redukálásán alapuló 

antioxidáns kapacitás mérési módszer 

CPM   percenkénti beütésszám 

CREB3L1 cAMP Responsive Element Binding protein 3-Like-1 (transzkripciós faktor: 

szabályozza pl. a vazopresszin gént) 

DBM dibenzoil-metán 

DELFIA  Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent Immunoassay 

DEVD-AMC kaszpáz-3 szubsztrát: N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metil-kumarin 

[kémiai neve: N-acetil-L-α-aszpartil-L-α-glutamil-L-valil-N-(4-metil-2-oxo-

2H-1-benzopirán-7-il)-L-α-aszparagin] 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle medium, sejttenyésztő folyadék 

DMSO dimetil-szulfoxid 

EDI  Explicit Diversity Index: a molekulakönyvtárak vegyületeinek szerkezeti 

sokféleségét vagy hasonlóságát 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  extracelluláris szignál által szabályozott kináz 1/2 

FCS  fötális borjúsavó 

FeTPPS  (Fe-porfirin komplex: 5,10,15,20-tetrakisz(4-szulfonsav-fenil)porfirinát-

vas(III)klorid) 

FGF  fibroblaszt növekedési faktor 

GM-CSF granulocita-makrofág kolónia stimuláló faktor 

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

HTS High-Throughput Screening: nagy áteresztőképességű szűrés 

JNK MAP kinázok családjába tartozó enzimek (c-Jun N-terminális kinázok) 

LDH laktát-dehidrogenáz 

MAPK mitogén-aktivált protein kináz(ok) 
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MNNG N-metil-N'-nitro-N-nitrozo-guanidin  

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

NGF   neurális növekedési faktor 

p38  MAP kinázokhoz tartozó enzimcsalád (p38 MAPK) 

PAR  poli(ADP-ribóz) 

PARG  poli(ADP-ribóz) glikohidroláz 

PARP   poli(ADP-ribóz) polimeráz 

PARP-1 poli(ADP-ribóz) polimeráz-1 

PBS  Phosphate Buffer Saline: 137 mM NaCl - 2,7 mM KCl - 10 mM Na2HPO4 - 

1,8 mM KH2PO4 (pH 7,4) 

PDGF trombocita-eredetű növekedési faktor 

PI propídium-jodid 

ROS reaktív oxigén gyökök (Reactive Oxygen Species) 

RNS nitrogéntartalmú szabad gyökök (Reactive Nitrogen Species) 

RPMI 1640 Na-hidrogénkarbonát tartalmú tenyésztő folyadék (± L-glutamin) 

SOD szuperoxid-dizmutáz 

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

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

Kinase 
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1. Bevezetés 

A molekulakönyvtárak szűrése sejtalapú nagy áteresztőképességű módszerekkel (cell-

based high throughput screening) olyan hatékony eljárás, melynek során nagyszámú molekula 

vizsgálatát („szűrését”) valósítják meg sejtes, esetleg különböző betegségeket is reprezentáló 

modellekben. Az eljárás során sejtvédő (citoprotektív) molekulák kerülnek azonosításra. A 

szűrési eljárás során azonosított sejtvédő molekulák alkalmasak egyes élettani vagy 

patofiziológiai folyamatok vizsgálatára az alapkutatásban is. 

Az elmúlt két évtizedben a gyógyszerkutatás nélkülözhetetlen részévé vált a 

molekulakönyvtárak szűrése élősejtes modellekben gyógyszeripari, biotechnológiai és 

tudományos alapkutatási területeken egyaránt. Az eljárás különféle molekulakönyvtárakat 

használ, valamint nagyteljesítményű robotizált és automatizált eszközökkel dolgozik. Sejtvédő, 

meghatározott kémiai szerkezettel rendelkező „vezérmolekulák” (lead molecules) azonosítását 

követően kerül sor azok optimalizálására a szerkezet célzott módosításával. A leghatékonyabb 

vegyületek állatkísérleti, majd preklinikai-klinikai vizsgálatsorozatát végzik el, mielőtt új 

terápiás gyógyszerként jelennek meg a klinikai gyakorlatban.  

Oxidatív stressz – a szervezetben található szabadgyökképződés és -bomlás 

egyensúlyának megváltozása – számos betegség hátterében kimutatható. A sejtsérülések a 

makromolekulák oxidációjával sejthalálhoz: pl. apoptózishoz vagy nekrózishoz vezetnek. 

Munkánk célja olyan sejtvédő vegyületek azonosítása, amelyek további fejlesztésekkel 

hozzájárulhatnak terápiás alkalmazásukhoz is.  
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2. Irodalmi áttekintés 

A szabadgyök párosítatlan elektront vagy elektronokat tartalmazó származék, amely 

nagyon reakcióképes, bomlékony, a párosított elektronállapot visszaállítására törekedve 

kapcsolatba lép más molekulával, ionnal vagy gyökkel. Hiányzó elektronja pótlására a 

környező sejtalkotó anyagokból elektront von el, ezzel károsítja pl. a fehérjéket, a lipideket, a 

genetikai állományt. A szervezetben keletkezett szabadgyökök más szabadgyökökkel és nem 

gyökökkel reagálhatnak, további szabadgyökök képződhetnek és reakciósorozatok is 

kialakulhatnak. A szabadgyökök megsemmisülnek ezekben a reakciókban, de a célmolekulák 

szerkezetében maradandó változásokat alakítanak ki. Ezek közül a DNS-károsodások és a 

lipidperoxidáció patológiai jelentősége emelendő ki. Az utóbbi membránkárosodások révén 

hozzájárul pl. az atherosclerosis kialakulásához vagy az iszkémiás károsodások (stroke vagy 

miokardiális infarktus) patomechanizmusához (Valko et al., 2007).  

 

2.1. A szabadgyökök eredete 

A szabadgyökök az alapvető anyagcsere folyamatokban keletkeznek, elsősorban az 

aerob metabolizmusban speciális enzimek hatására vagy egyéb biokémiai reakciókban. A 

szabadgyököknek alapvetően két csoportja van, az oxigén eredetű (ROS - reactive oxygen 

species) és a nitrogén tartalmú szabadgyökök (RNS – reactive nitrogen species) (Valko et al., 

2006). 

Az oxigénből keletkező reaktív származékok közé tartozik a szingulett oxigén (1O2), 

amely molekuláris oxigénből keletkezik pl. UV-sugárzás hatására. A szingulett oxigén lazító 

molekulaorbitáljain két párosítatlan elektron helyezkedik el. Az egyik legjelentősebb ROS a 

szuperoxid-aniongyök vagy szuperoxid-anion (O2
•-), ami enzimatikus és nem-enzimatikus 

spontán folyamatokban képződik. További oxigéntartalmú szabadgyök a peroxidanion (O2
2-), 

ami nem tartalmaz ugyan párosítatlan elektront, de nagyon reakcióképes. Párosítatlan elektront 

tartalmaz az aktív hidroxilgyök (OH•), a hidroperoxilgyök (OH2•), a peroxilgyök (RO2•), az 

alkoxilgyök (RO•), az utóbbiak a sejtalkotó szerves vegyületek bomlástermékei (Cheeseman 

and Slater, 1993; Gutteridge, 1995).  

A nitrogén eredetű szabadgyökök és reaktív intermedierek közül a legjelentősebbek a 

nitrogén-monoxid szabadgyök (NO•), a nitrogén dioxid (NO2•) és a peroxinitrit-anion 

(ONOO¯), illetve az alkil-peroxinitritek (ROONO) (Gutteridge and Halliwell, 2000) ; 

(Halliwell and Whiteman, 2004).  



10 

 

Vannak olyan molekulák is, amelyek ugyan nem rendelkeznek párosítatlan elektronnal 

mégis reakcióképesek, képesek kapcsolatba lépni más molekulákkal. Ilyen pl. a hidrogén-

peroxid vagy a hipoklórossav (Halliwell and Gutteridge, 1990). A hipoklórossav (HOCl) 

elsődlegesen baktériumölő hatású, aktivált polimorfonukleáris sejtekben termelődik 

mieloperoxidáz hatására a hidrogén-peroxid és a kloridion reakciójában. A membránokon 

átjutva fémionok jelenlétében nagy reaktivitású hidroxilgyök képződéshez vezet. Részt vesz a 

lipidperoxidációban és a DNS károsításban (Schraufstatter et al., 1990). A hidrogén-peroxidról 

a 2.1.1. részben teszünk említést. 

 

2.1.1 Endogén szabadgyök képződés 

Szuperoxidgyök-anion elsősorban a sejtek mitokondriumában képződik, az 

elektrontranszport ATP-generáló folyamatában az elektronok 1-3 %-a kerül az oxigénre 

létrehozva a fenti szabadgyököt (Kovacic et al., 2005). Számos más enzimatikus reakcióban is 

képződhet: a NAD(P)H-oxidáz és a mitokondrium eredetű szuperoxid adja az érrendszerbe 

kerülő O2
•- gyök anion legnagyobb hányadát (Harrison, 2003). Az ér simaizomsejtekben 

működő NAD(P)H-oxidáz szerkezete eltér a fagocitákban található enzimtől (Madamanchi et 

al., 2005b). Szuperoxid keletkezik a xantin-oxidáz működése során kóros körülmények között 

és az arachidonsav metabolizmusban a lipoxigenázok hatására (Droge, 2002). Jelentős 

mennyiségű képződik pl. a fagocita respirációs burst során (Decoursey and Ligeti, 2005), 

továbbá enzimatikusan a peroxidázok és a lipoxigenázok által katalizált hidrogén-peroxidot, 

hipokloritot vagy peroxinitritet felhasználó reakciókban. 

A szuperoxid vizes közegben gyorsan átalakul: hidrogén-peroxid és víz keletkezik a 

dizmutációs reakcióban, amelyet a szuperoxid-dizmutáz (SOD) enzim jelentősen felgyorsít 

(McCord, 1998). 

A hidrogén-peroxid (H2O2) fémionok jelenlétében hidroxilgyökké alakul. A 

hidroxilgyök (OH•) nagyon reakcióképes, ezért az egyik legveszélyesebb szabadgyöknek 

tekinthető, sejten belül a fél-életideje kb. 1 nanoszekundum (Pastor et al., 2000). Hidroxilgyök 

képződik például a szuperoxidgyök-anion és hidrogén-peroxid Haber-Weiss reakciójában: 

O2
•- + H2O2 → O2 + OH– + OH• 

A biológiai rendszerekben a vas katalizálta Haber-Weiss reakció vagy Fenton-reakció 

zajlik le, melynek során szuperoxid aniongyök helyett vasion (Fe2+) az elektron donor.  

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH– + OH• 
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Fiziológiás körülmények között a vastranszporterek meggátolják a vas felszabadulását 

és elérhetőségét a Haber-Weiss reakció katalizálására (Kehrer, 2000). A szuperoxid részt vesz 

a Haber-Weiss reakcióban és kapcsolódik a Fenton reakcióhoz, ami vas(II)ion és 

oxigénmolekula képződését eredményezi (Liochev and Fridovich, 2002): 

O2
•– + Fe3+ → O2 + Fe2+ 

A hidroxilgyök ellen közvetlen enzimes védekezés nincs. A sejtek úgy védekeznek a 

hidroxilgyökök ellen, hogy prekurzorát, a hidrogén-peroxidot hatékonyan eltávolítják pl. 

kataláz és szeléntartalmú glutation-peroxidáz enzimekkel, ezáltal csökkentik a hidroxilgyök 

képződést (Lipinski, 2011). 

A nitrogén-monoxid, helyesebben NO• gyök, mert párosítatlan elektront tartalmaz. 

Továbbiakban egyszerűsítve NO-val jelöljük, és nem használjuk az angolszász irodalomban 

elterjedt és hazánkban is népszerű nitrogén-oxid kifejezést. Az NO fél-életideje csak néhány 

másodperc vizes oldatokban. Jól oldódik vizes és apoláris közegekben, könnyen diffundál a 

plazmamembránban vagy a citoplazmában. Az extracelluláris térben az NO oxigénnel és vízzel 

reagálva nitrit- és nitrátionokat alkot. A reaktív nitrogéntartalmú anyagok (RNS) túlzott 

képződését nitrozatív stressznek tekintjük (Ridnour et al., 2004), ami számos fehérje 

nitrozilációját eredményezve gátolja a sejtek normális működését. 

A nitrogén-monoxidot specifikus nitrogén-monoxid szintáz (NOS) enzimek termelik. A 

katalizált reakcióban az L-arginin citrullinné alakul át, miközben bonyolult reakciósorozatban 

NO képződik (Ghafourifar and Cadenas, 2005). Az NO jelentős szignálmolekula és nagyszámú, 

élettanilag eltérő folyamatot indít el, illetve vesz benne részt: vérnyomás szabályozás, simaizom 

relaxáció, neurotranszmisszió, immunfunkciók stb. (Koshland, 1990) ; (Bergendi et al., 1999).  

Amennyiben az endotél eredetű eNOS enzim kofaktorai nem állnak megfelelő 

mennyiségben rendelkezésre, akkor az enzim szuperoxidot termel. Ennek következtében 

csökken az endotélium-függő érrelaxáció, mert az NO reagál a szuperoxidgyökkel, és 

peroxinitrit alakul ki (Madamanchi et al., 2005a). A peroxinitrit hatására lipidek peroxidációja, 

DNS törése, enzimek és ioncsatornák működésének gátlása, fehérjék oxidálása és nitrálása, a 

mitokondriális légzés gátlása alakul ki. A peroxinitrit alacsonyabb koncentrációban apoptózis 

trigger, magasabb koncentrációban nekrózist okoz (Szabo, 2003); (Virag et al., 2003). 
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2.1.2. Exogén szabadgyökforrások 

Fokozottan képződnek szabadgyökök különböző gyógyszerek, antibiotikumok, 

tumorellenes szerek [pl. doxorubicin (Bruynzeel et al., 2007)], metotrexát, penicillamin, 

fenilbutazon hatására. A szervezetet érő elektromágneses sugárzás [röntgen-, gamma-sugárzás  

(Soloviev et al., 2003)], az UV sugárzás; a dohányzás (Kovacs et al., 2012) és anorganikus 

részecskék (azbeszt, kvarc, szilicium-dioxid), gázok (ózon) belélegzése; valamint toxinok; 

xenobiotikumok (peszticidek, herbicidek, fémek, kémiai szennyező anyagok) szervezetbe 

jutása is jelentős szabadgyök képződést indíthat el (Stohs, 1995) és (Amacher, 2006). 

 

2.2. Antioxidáns rendszerek 

A szervezetben a szabadgyököknek fontos élettani szerepük van a redox 

szabályozásban. Bonyolult védekező rendszer biztosítja, hogy a szabadgyökös reakciók egy 

bizonyos határig a sejtalkotók károsítása nélkül játszódjanak le. Az antioxidánsok saját 

elektronjaikat adják át a szabadgyök-származékoknak. Kémiailag eltérő szerkezetű molekulák 

lehetnek antioxidánsok, közös sajátságuk, hogy jelentősen késleltetik vagy gátolják a 

szubsztrátok oxidációját. Az antioxidáns hatásukat a sejten belül (intracelluláris) vagy a 

sejtmembránban vagy a sejtek közötti térben (extracelluláris) fejthetik ki (McCord, 1998). 

Az intracelluláris antioxidánsok a szabadgyököket enzimatikus és nem-enzimatikus 

úton távolíthatják el. A közvetlen enzim-katalizált reakciókra az antioxidáns enzimek 

jellemzőek: pl. a szuperoxid-dizmutáz (SOD), kataláz, peroxidázok, glutation-S-transzferáz, 

reduktázok. 

Minden aerob szövetben megtalálható a szuperoxid-dizmutáz, ami a szuperoxid-anion 

dizmutációját katalizálja hidrogén-peroxid és oxigén molekulákká (McCord and Fridovich, 

1969):  

O2
•- + O2

•- + 2H+ → H2O2 + O2 

Elsősorban Cu- és Zn-tartalmú SOD enzimek találhatóak a citoplazmában. 

A kataláz elsősorban a májban, vesében és a vér alakos elemeiben fordul elő. 

Hemoprotein és elsősorban a peroxiszómák tartalmazzák. A hidrogén-peroxid bomlási 

sebessége az enzim jelenlétében közel 10 nagyságrenddel fokozódik: 

2 H2O2 → 2 H2O + O2 



13 

 

A peroxidázok különösen jelentős mennyiségben találhatóak a vörösvértestekben, 

trombocitákban és leukocitákban. Az enzim által katalizált reakcióban a hidrogén-peroxid vagy 

lipid-peroxid vízzé redukálódik. Glutation-peroxidáz esetén az elektron/hidrogén donor a 

redukált glutation. 

A sejtek hidrogén-peroxid szintjének szabályozásában fontos szerepet játszanak a 

peroxiredoxinok. Peroxiredoxinok általánosan előforduló enzimek: a cisztein-peroxidázoknak 

6 génje található az emlős szervezetekben. Kiemelkedő szerepük van a sejtek antioxidáns 

védelmi mechanizmusában és a peroxid jelátvitelben (Perkins et al., 2015). Sokféle sejtfunkciót 

módosítanak, pl. sejtproliferáció, differenciálódás és sejthalál (Kang et al., 2005) (Poole and 

Nelson, 2008). Peroxidázok jelentős expresszióját figyelték meg tumoros sejtvonalakban, 

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

Az enzimatikus védekezést kiegészítik a másodlagos antioxidánsok, amelyek gyököket 

kötnek meg, mielőtt azok beindítanák a láncreakciót, ami sejtkárosodáshoz, és további 

szabadgyökképződéshez vezet. Ilyenek az A, C és E-vitaminok, a glutation, az ubikinon, a 

flavonoidok stb. Az E-vitamin elsősorban a membránkomponensek védelmében jelentős 

antioxidáns.  

A plazmában az albumin az egyik legfontosabb extracelluláris antioxidáns, 

molekulánként egy szulfhidril csoportot tartalmaz, önmagában is megköti a szabadgyököket. 

Az albumin a vas- és a rézionok megkötésére is képes. Ezáltal a fémionok a Haber-Weiss 

reakció számára elérhetőek lesznek, a képződő hidroxilgyököt az albumin megköti. Az albumin 

károsodása ezen antioxidáns aktivitás közben kevésbé jelentős a fehérje nagy koncentrációja 

miatt, így a szabadgyököket azelőtt hatástalanítja, mielőtt azok más fehérjéket károsítanának 

(Roche et al., 2008). 

Amennyiben a szabadgyökök mennyiségének jelentős csökkenése nem történik meg, 

úgy a károsodott makromolekulák de novo szintézise vagy eltávolítása is védhet a szekunder 

szabadgyök-képződéstől, ezáltal helyreállhat a sejtek, szövetek homeosztázisa. E harmadik 

védelmi vonal képviselői a károsodott fehérje- DNS- és lipidmolekulákat elimináló repair 

mechanizmusok (Gros et al., 2002). 

 

2.3. Az oxidatív stressz 

Az oxidatív stressz a reaktív oxigén és/vagy nitrogén eredetű szabadgyökök 

keletkezése és az antioxidáns védő rendszerek közötti egyensúly megbomlása, a sejtek redox 
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állapotának megváltozása során lép fel. Az ATP keletkezése során számos oxidációs-

redukciós lépés történik, amikor redukáló ágens (hidrogén) szállítódik az oxigénre. A ROS 

kontrollálatlan keletkezése vagy az antioxidáns rendszer működésének csökkenése vezet az 

oxidatív stressz kialakulásához. Szinte nincs olyan betegség, ahol a szabadgyökök károsító 

hatását ne mutatták volna ki, vagy a szabadgyökök túltermelődése vagy az antioxidáns 

rendszer károsodása miatt. A szabadgyökök képesek arra, hogy az antioxidáns rendszerek 

működését gátolják, pl. úgy, hogy elfogyasztják a rendelkezésre álló antioxidánsokat, így 

pozitív visszacsatolásos kör alakul ki. A sejtek egy másodlagos oxidatív károsodásra 

érzékenyebbek lesznek. Az önrontó kör folytatódik, és a sejt károsodása tovább nő egészen 

akár a sejthalálig (1. ábra).

 

1. ábra: Az oxidatív stressz fontosabb hatásai (Finkel and Holbrook, 2000) 

Oxidáló anyagok folyamatosan képződnek elsősorban a mitokondriumokban és 

peroxiszómákban, továbbá számos citoszólban található enzimrendszer hatására. Külső 

források is fokozzák a ROS termelődést. Enzimatikus (pl.: kataláz, SOD, glutation-

peroxidázok) és nem-enzimatikus (pl. glutation, egyes vitaminok) antioxidáns rendszerek 
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szabályozzák a ROS származékok mennyiségét kialakítva a fiziológiai homeosztázist. A 

csökkent ROS-koncentráció rontja az oxidáló anyagok fiziológiai hatását csökkent 

proliferációhoz, immunvédelemhez stb. vezethet. A ROS koncentrációjának növekedése 

sokféle patofiziológiás változást indíthat el: pl. sejthalál, öregedés, különböző betegségek. A 

megnövekedett ROS-koncentráció elsősorban a fehérje, lipid és DNS molekulákat károsítja, 

emellett stressz útvonalak is aktiválódnak, redox-érzékeny folyamatokat indítva el (Finkel and 

Holbrook, 2000). 

 

A sejtpusztulás stressz-indukált ion-deregulációját vagy szabadgyökös folyamatait, 

amelyet fizikai, kémiai és biológiai változások idéznek elő, el kell választani az apoptózistól, a 

programozott sejthaláltól, a genetikailag determinált öngyilkos folyamattól, melyek során a 

szabadgyökös mechanizmusok fontos szerepet játszanak (Polyak et al., 1997). 

Az oxidatív stressz szerepét több mint 100 betegségben, számos kórfolyamatban 

feltételezik. Ezek közül említjük az atherosclerosist (Harrison et al., 2003), a diabetes mellitus 

kardiális hatásait (Haidara et al., 2006), a reperfuziós károsodást (Marczin et al., 2003), az 

apoptózis folyamatát (Hare, 2001) és a xenobiotikumok, illetve toxinok károsító hatását 

(Amacher, 2006). 

 

2.3.1. Az oxidatív stressz kimutatása 

Az oxidatív stresszt vizsgálhatjuk közvetett módon, a védelem oldaláról, az antioxidáns 

hatású komponensek mérésével vagy a támadás oldaláról közvetlenül az oxidált metabolitok 

mérése révén, vagy a két módszer kombinációjával (Del Rio et al., 2002). 

Számos in vitro meghatározás áll rendelkezésre a reaktív oxigén- vagy nitrogéngyökök 

kimutatására. ROS és RNS in vitro elektronspin-rezonanciával (ami a párosítatlan elektront 

detektálja) vagy kemilumineszcenciával mérhető. A szabadgyökök reaktívak, féléletidejük igen 

rövid, ezért rutin célból történő közvetlen mérésük általában nem végezhető a szövetekben, 

sejtekben és testfolyadékokban. A szabadgyökökkel történő reakció során átalakult molekulák 

számos esetben sokkal stabilabbak, mint maguk a szabadgyökök, így pl. a stabil metabolitjaik 

(nitrát, nitrit) vagy a károsított lipid, fehérje vagy nukleinsav termékek mutathatók ki nagyobb 

biztonsággal (Zweier et al., 1987). 

A fehérjék kötik meg a képződött szabadgyökök jelentős részét és eközben biológiai 

funkciójuk károsodik: pl. az enzimaktivitásuk csökken, aggregálódnak, proteolízis indul el (de 
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Zwart et al., 1999). Károsodnak más molekulák, többek között a genetikai állomány, ezért a 

DNS javító (repair) enzimek aktiválódnak (Dalle-Donne et al., 2006)). 

Amikor a szabadgyökök DNS-hez kapcsolódnak, a DNS kettős hélix is sérül, a 

bázispárok hibás leolvasása jöhet létre. Mutagén, teratogén, karcinogén hatásuk van. DNS-

fehérje keresztkötések alakulnak ki, a DNS láncban törés jön létre, a dezoxi-ribóz-foszfát rész, 

valamint a purin-pirimidin bázisok is károsodhatnak. Az oxidált nukleinsavszármazékokat 

számos módszerrel lehet kimutatni: pl. HPLC, gázkromatográfia, tömegspektrometria, 

folyadékkromatográfia, tandem tömegspektrometria (Del Rio et al., 2002). 

2.3.2. A poli (ADP-ribóz) polimeráz enzim szerepe az oxidatív stresszben 

A poli (ADP-ribóz) polimeráz-1 (PARP-1) a DNS kötő enzimek PARP családjának 

tagja, más PARP izoenzimekkel együtt, a sejtmagban és a mitokondriumban helyezkedik el 

számos sejttípusban, a szívizomsejteket is beleértve. Az enzim által katalizált reakció alapján 

új nevezéktant is javasolnak: ADP-ribozil-transzferázok, ART enzimek (Hottiger et al., 2010). 

A szakirodalomban még nem terjedt el, a PARP 50 éves felfedezését méltató közleményben és 

az összeállított monográfiákban is a hagyományos PARP elnevezést használják (Virag, 2013). 

A PARP ADP-ribózt polimerizál a sejtmagban lévő fehérjékre, hisztonokra, 

transzkripciós faktorokra és önmagára a PARP enzimre is. Fiziológiás állapotokban a 

poli(ADP-ribolizáció) szerepet játszik a DNS helyreállításban, a genom stabilitásának 

megőrzésében, a sejt túlélésében, a sejtosztódásban és differenciálódásban is. A humán PARP 

(ART) enzimek doménszerkezetét a 2. ábra mutatja be. 
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2. ábra: A humán PARP (ART) enzimcsalád doménszerkezetének összehasonlítása 

(Hottiger et al., 2010) 

Az ábrán szereplő rövidítések az alábbiak. ART: katalitikus hely; PRD: szabályozó domén. 

WGR domén a benne található konzervált W-G-R (Trp-Gly-Arg) motívumról kapta a nevét (a 

polimeráz A mellett számos ismertelen funciójú fehérjében is megtalálható). BRCT domén: 

számos DNS javító és sejtosztódást ellenőrző fehérjének alkotóeleme. A SAM domén: sokféle 

jelátviteli és nukleáris fehérjére is jellemző, részt vesz az enzim homo- és 

heterodimerizációjában. Az ARD (ankirin-ismétlődési domén): fehérje-fehérje 

kölcsönhatásokat irányít számos fehérjében. VIT és vWA domének is a fehérje-fehérje 

kölcsönhatásokban vesznek részt, hasonlóan a WWE doménhez. Az A1pp/macro domén: 

szerkezetileg a katalitikus hely része, jellemző az ADP-ribóz-1-foszfátot használó enzimekre. 

ZF: cink-ujj; TM: transzmembrán domének. SAP: DNS-kötő szerkezeti egység, míg az NLS a 

nukleáris lokalizációért felelős. GRD: glicinben-gazdag szerkezeti rész, HPS: His-Pro-Ser 

gazdag régió és az UIM felelős az ubikvitinálási folyamatért. CLS a centrioláris lokalizációt 

irányítja; míg az MVP-ID: a partikula kölcsönhatást. TPH: PARP homológ doménszerkezet. 

 

A PARP enzimcsalád 17 tagból áll. A PARP géncsalád elsőként felfedezett tagja a PARP-

1 [poli(ADP-ribóz) polimeráz-1] (EC 2.4.2.30). Ez az enzim az egyik legnagyobb mennyiségű 

sejtmagi fehérje, mely a nukleoplazmában fordul elő. Sejtosztódáskor a centroszómában és a 



18 

 

kromoszómákon lokalizálódik, mérete 116 kDa. A PARP-2 mérete 62 kDa és 40% homológiát 

mutat a PARP-1-gyel. Hiányzik belőle az automodifikációs domén, azonban képes auto-poli-

ADP-ribozilációra. A PARP alap és stimulált aktivitása a szövetekben csaknem kizárólag 

PARP-1 (85-90%) és PARP-2 enzimeknek tulajdonítható (Szanto et al., 2012), a többi PARP 

izomer hozzájárulása elenyésző.  

A PARP által termelt poli(ADP-ribóz) PAR-polimerek metabolizmusa egy teljes 

szubsztrátciklust alkot. Az aktivációt követő polimerszintézis után, az automodifikáció 

következtében a PARP gátolt állapotba kerül. A polimereket a poli(ADP-ribóz) glikohidroláz 

(PARG), az ADP-ribozil hidroláz 3 (ARH3) és az ADP-ribozil protein-liáz enzimek távolítják 

el.  

A PARP enzimek (alapvetően a PARP-1) számos transzkripciós faktor működését is 

befolyásolják, így a nukleáris faktor κB (NFB)-mediált transzkripció elősegítésével, aminek 

központi szerepe van pl. a gyulladásos citokinek, kemokinek, adhéziós molekulák, gyulladásos 

mediátorok expressziójában (Virag and Szabo, 2002). A PARP túlzott aktivációja a sejt 

túlélését veszélyezteti, mert a sejt NAD+ raktárait elfogyasztja. Mivel a NAD+ jelenléte a 

mitokondriális elektrontranszporthoz elengedhetetlen, a NAD+ elhasználásával a 

következményes ATP hiány sejthalálhoz vezet. Az oxigén és nitrogén szabadgyökök (ROS és 

RNS), továbbá a sejtmagon belüli Ca2+ felhalmozódás fokozza a PARP aktivitását. 

Az egyszálú és kétszálú DNS törések a PARP aktiváció legfőbb stimulusai. Elsősorban 

a peroxinitrit és az aktív hidroxilgyök felelős az egyszálú DNS törésekért. Környezeti toxikus 

anyagok, genotoxikus vagy citotoxikus szerek, az ionizáló sugárzás, valamint NO és szuperoxid 

keletkezésével járó folyamatok a kiváltói a DNS szál törésnek (Szabo, 2003). 

PARP inhibitorok alkalmazásával és PARP génhiányos egerek vizsgálatával 

kimutatták, hogy a PARP túlműködése számos oxidatív stressz által közvetített kórfolyamatban 

részt vesz: szívizom iszkémia-reperfuziós károsodás, gyulladás, diabetes mellitus, diabetes 

okozta kardiovaszkuláris betegségek, keringési sokk, stroke, szívizomhipertófia, 

szívelégtelenség, traumás központi idegrendszeri károsodás, arthritis, colitis, kísérletes 

allergiás encefalomyelitis (a sclerosis multiplex állatmodellje) és a gyulladás számos más 

formája (Virag and Szabo, 2002). 

Iszkémia-reperfuzióban patofiziológiás kaszkád indul el, gyulladásos válasz alakul ki: 

a citokinek és a ROS termelődése fokozódik. Az iszkémiás prekondícionálás során a nitrozatív 

és oxidatív stressz szintje alacsonyabb lesz, ami a prekondícionálás ideje alatt egy kisebb 

mértékű PARP aktivációt hoz létre. A PARP autoribozilációja a PARP gátlását okozza, és ez 
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lehet az oka annak, hogy elmarad az iszkémia-reperfuzió során jelentkező nagymértékű PARP 

aktiváció, ami a nem prekondícionált szívben jelentkezik (Liaudet et al., 2001). 

 

2.4. Szabadgyökök, antioxidánsok és jelátviteli folyamatok 

 A jelátviteli (szignál transzdukciós) folyamatokban a sejtek külső jelre/jelekre 

válaszolnak, és egymással is kommunikálnak (Poli et al., 2004). A jelátvitel során az információ 

a sejt különböző válaszadó fehérjéiben változásokat indít el: elsősorban hormonok, növekedési 

faktorok, citokinek és neurotranszmitterek hatására (Thannickal and Fanburg, 2000). 

 A ROS nemcsak sejtkárosító hatású, hanem fontos élettani szerepet játszik a 

jelátvitelben és annak szabályozásában (Droge, 2002). A sejtek ismert sajátossága, hogy 

folyamatosan termelnek ROS-t, amelyek a szignál transzdukciós mechanizmusok segítségével 

módosítják pl. a sejtek osztódását vagy differenciálódását. Számos sejttípus gyors ROS 

képződéssel válaszol, amikor citokinek (pl. interleukin-1, 6 vagy 3, tumor nekrózis faktor: 

TNF-), növekedési faktorok (pl. PDGF, NGF, FGF, GM-CSF) és hormonok (pl. inzulin, 

angiotenzin II) stimulálják (Thannickal and Fanburg, 2000). Nagyszámú kísérleti megfigyelés 

alakította ki azt az elképzelést, hogy az intracellulárisan képződő ROS hatása élettanilag is 

jelentős a jelátvitelben, a ROS molekulák „másodlagos hírvivőnek” is tekinthetőek (Storz, 

2005). 

 Számos citokinről és növekedési faktorról igazolták, hogy kötődnek különböző 

jelátviteli receptorokhoz nem-fagocitáló sejtekben. A növekedési homonreceptor tirozin 

kinázok kiemelkedő szerepet játszanak az intracelluláris jel továbbításában a citoplazma és 

sejtmag felé (Neufeld et al., 1999). Az információ a receptorokról az intracelluláris MAPK 

jelátviteli útra terelődik (Mulder, 2000). Számos tanulmány igazolja, hogy a MAPK 

enzimcsalád tagjainak aktivitását a ROS szabályozza. Ezek az extracelluláris-jel regulált ERK 

enzimek, a c-Jun-N-terminális kináz(ok) [JNK], p38 MAPK és a BMAPK („big” MAPK). Erről 

a négy jelentős enzimcsoportról mutatták ki, hogy módosító hatásaikkal közreműködnek a 

sejtosztódás, a differenciálódás vagy a sejthalál (apoptózis) szabályozásában (Kyriakis, 2001). 

 

2.5. Oxidatív stressz és sejtvédő (citoprotektív) anyagok 

 Az oxidatív stressz által kiváltott sejt és szöveti sérülésekben nemcsak a 

makromolekulák károsodnak, hanem - mint láttuk - a különböző jelátviteli útvonalak is. Ezek 

között említhetjük a MAP kinázokat [(Whisler et al., 1995) és (Roskoski, 2012)], apoptózis-

szabályozott kinázokat (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 található PARP-1 

enzimet főleg DNS törések aktiválják (Dong et al., 1995). Az aktivált PARP a javító (repair) 

fehérjéket a sérült DNS-szakaszhoz irányítja NAD+-ból előállított poli(ADP-ribóz) 

polimerekkel, elősegítve a DNS javítását. Súlyos oxidatív stresszben a PARP-1 kimeríti a sejt 

NAD+-készletét, és ennek következtében az ATP tartalékot is, nekrotikus sejthalált okozva 

(Miesel et al., 1995). Bizonyos sejttípusokban aktiválódik a sejthalál útvonal az apoptózist-

indukáló (AIF) faktor hatására (Yu et al., 2002). A PARP-1 aktivitás gátlása, az enzim 

csendesítése vagy PARP-1-/- knock-out fenotípus egyaránt véd az oxidatív stressztől (Virag and 

Szabo, 2002), beleértve a hidrogén-peroxiddal kiváltott sejthalált (Virag et al., 1998). 

 Az oxidatív stressz által kiváltott sejthalál szerepét számos súlyos betegségben 

igazolták: neurodegeneratív betegségek (Bellia et al., 2011), miokardiális infarktus (Loeper et 

al., 1991b), stroke, iszkémiás reperfúziós sérülések (Loeper et al., 1991a). Különböző kísérleti 

rendszerekkel és eljárásokkal próbálkoznak a betegségek kezelésében, mindegyikben azonos a 

cél, vagyis a sejtek, szervek integritásának megőrzése. Ilyenek az antioxidáns tulajdonságú 

sejtvédő anyagok, PARP inhibitorok (Jagtap et al., 2002), JNK inihibitorok [(Kunduzova et al., 

2002) (Assefa et al., 1999)], káliumcsatorna nyitó vegyületek (Wang et al., 2005). Ezekről 

sikerült igazolni, hogy hatásosan védik a szöveteket az oxidatív sérülésektől. Bár bíztató 

eredmények vannak és folytatnak klinikai vizsgálatokat is, újabb kezelések bevezetése 

elősegítheti a súlyos kórképek kezelését. Munkánk egyik célja olyan új sejtvédő molekulák 

felismerése, amelyek kedvező terápiás lehetőségekkel rendelkeznek. 

 

2.6. A doxorubicin kardiotoxikus mellékhatásai 

A doxorubicin az antraciklin antibiotikumok közé tartozó kemoterápiás készítmény, a 

Streptomyces verticillus törzs termeli. A doxorubicin molekulájában a tetraciklusos gyűrű 

(vörös-pigment) naftacén-magjához glikozidkötésen keresztül daunózamin-aminocukor 

kapcsolódik. Hatásmechanizmusa teljes mértékben máig felderítetlen, azonban a szakirodalom 

nagy része úgy véli, hogy a daganatellenes hatást a doxorubicin molekula kromofór planáris 

rész DNS-szálak közötti beékelődésének köszönheti, míg az aminocukor rész a DNS kis 

árkában, a beékelődési hely közvetlen szomszédságban lévő bázisokkal lép kölcsönhatásba 

[(Frederick et al., 1990)  (Pigram et al., 1972) (Champoux, 2001)], s ezáltal a topoizomeráz-2-

t gátolja.  

A doxorubicin kezelés hatására ROS képződés, a DNS molekulával való kölcsönhatása 

pedig olyan jelátviteli utakat indít el, ami fokozott ceramid képződéshez és CREB3L1 
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felszabadulásához vezet az endoplazmatikus membránból. Ezt követően a CREB3L1 N-

terminális fragmentje a sejtmagba kerül, és részt vesz a sejtosztódást gátló transzkripciós 

faktorok aktiválásában (Gewirtz, 1999) (Patel and Kaufmann, 2012) (Denard et al., 2012). 

A klinikumban nagy népszerűségre tett szert a rendkívül lipofil, a szervezetben hosszú 

féléletidővel rendelkező gyógyszer a doxorubicin, amely a rosszindulatú daganatok számos 

változata ellen alkalmazott kemoterápiás készítmény és számos gyógyszergyár hoz forgalomba. 

Kereskedelmi nevei: pl. Adriamycin vagy Adriblastina (Pfizer), Bleomycin vagy Doxorubicin 

(TEVA) stb. Az akut leukémiák, Wilms-tumor, neuroblasztóma, mellrák, Hodgkin és non-

Hodgkin limfómák, hepatómák, pajzsmirigydaganatok, petefészekrák a doxorubicin adásának 

indikációs körébe tartoznak. Ezen kívül gyomor-, nyaki-, here-, endometrium és 

méhnyakrákoknál, valamint mielómában is alkalmazható.  

Klinikai felhasználhatóságának azonban gátat szab kardiotoxikus mellékhatása (Danesi 

et al., 2002), irreverzibilis kardiomiopátia és súlyos szívelégtelenség alakul ki. Ezek a 

szövődmények szoros össszefüggést mutatnak a doxorubicin alkalmazott dózisával, ami nem 

haladhatja meg az 550 mg/m2 értéket. Morfológiai elváltozásokat (miofibrilláris átrendeződést, 

érképződést) találtak biopsziákban. A betegek szérumában troponint mutattak ki, ami a 

szívkárosodás mértékével függött össze. A doxorubicin kardiotoxikus hatása komplex, de 

szoros kapcsolatot mutat a ROS mennyiségével. Közvetlen elektron-kicserélődés megy végbe 

az oxigénmolekulka és az antraciklingyűrű kinoidális szerkezeti egysége között, továbbá a 

doxorubicin-vas komplex redox ciklusa is lejátszódik.  

A ROS jelátviteli rendszer és a doxorubicin okozta szívelégtenség közti kapcsolatra 

számos állatkísérlet is felhívta a figyelmet. Kimutatták, hogy ferroporfirin-tartalmú 

antioxidánsok (Pacher et al., 2003), az E-vitamin előnyaga (Nagata et al., 1999) vagy PARP-

inhibitor (Pacher et al., 2004) is képes csökkenteni a doxorubicin szívkárosító hatását. Az utóbbi 

években a topoizomeráz-2 került a figyelem középpontjába (Vejpongsa and Yeh, 2014). A 

topoizomeráz-2 enzimet (elsősorban proliferáló szövetekben mutatható ki) tekintik a 

tumorsejtek doxorubicin kezelés célfehérjéjének. Ennek ellenére a topoizomeráz-2 

(elsősorban nem-osztódó sejtekben mutatható ki) fehérje a felelős az antioxidáns 

enzimaktivitások csökkenéséért, a mitokondriális biogenézis gátlásáért, továbbá a p53 és általa 

közvetített apoptotikus útvonal aktiválásáért: a doxorubicin kardiotoxikus hatásáért.  

A rövid áttekintésben is be tudtuk mutatni, hogy nagyszámú vegyület, illetve kezelési 

stratégia került megismerésre és kidolgozásra a doxorubicin több mint négy évtizedes terápiás 

alkalmazásával párhuzamosan, hogy csökkentsék a doxorubicin káros mellékhatásait. További 
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protokollok bevezetéséhez újabb molekulák megismerése és élettani hatásuk felderítése 

elengedhetetlen, ezzel a klinikum további lehetőséget kaphat a doxorubicin tumorellenes 

kezelését kísérő mellékhatások kivédésére. 
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3. Célkitűzések 

A molekulakönyvtárak szűrése sejtalapú, nagy áteresztőképességű (HTS) módszerekkel 

az egyik leghatékonyabb eljárás gyógyszerjelölt vegyületek azonosítására. Az értekezés célja 

egyetemi HTS környezetben, sejtes modelleken végzett molekulakönyvtár-szűrés eljárások 

kidolgozása, azon célból, hogy sejtvédő molekulákat azonosítsunk és/vagy a védőhatással 

rendelkező vegyületek hatásmechanizmusát vizsgáljuk. 

 

A specifikus céljaink a következők voltak: 

 

1. Olyan élősejtes modelleket használni, amelyek alkalmasak nagyszámú vegyület 

antioxidáns és/vagy sejtvédő hatásának gyors vizsgálatára. 

2. HTS szűrésre alkalmas mérési módszerek beállítása és az eredmények validálása. 

3. A molekulakönyvtárak tesztelését végezve a sejtvédő/antioxidáns hatású vegyületek 

kiválasztása. 

4. A HTS szűrési eljárással nyert sejtvédő ágensek hatásmechanizmusainak felderítése, 

egyes molekulatípusok jobb megismerése. 

5. Az eredmények megerősítése más módszerekkel és különböző sejtvonalakban. 

6. A doxorubicin kardiotoxikus hatásának kivédhetősége újabb molekulákkal sejtes 

rendszerekben. 

7. A kiválasztott vegyületek kardioprotektív hatásának igazolása primer 

kardiomiocitákban. 
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4. Anyagok és módszerek 

 

4.1. Anyagok és molekulakönyvtárak 

4.1.1 Anyagok 

Reszazurin (R7017), hidrogén-peroxid (95302), dimetil-szulfoxid, ABTS (A1888:  

[2,2'-azino-bisz(3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav]), tisztított hiszton fehérjék (H6005 és 

H9250), , izatin (58240), , peroxidáz-konjugált másodlagos antitestek (anti-nyúl IgG: A0545; 

anti-egér-IgG: A8924), kalkon (11970: [1,3-difenil-2-propen-1-on]), 1-(4-hidroxi-fenil-3-

piridin-3-il-propenon (S218030), réz(II)klorid-dihidrát (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)porforinát-vas(III)klorid),  szulforodamin B 

(sulfo-rhodamine B: 230162) torma-peroxidáz (P8375) és Ampliflu™ (90101) a Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA) cég termékei voltak. A DMEM sejttenyésztő folyadékot és a MEM 

tápfolyadékot a Gibco (Thermo Fischer Sci.) cégtől vásároltuk. 

A doxirubicint a TEVA-tól (Debrecen, Magyarország) vásároltuk. A kaszpáz-3 

fluorometriás 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 tápfolyadékot (BE12-115F), a glutamint (BE17-605F) és a 

fötális borjúszérumot (FBS: DE14-802F) a Lonza cégtől vásároltuk (Basel, Svájc).  

Tisztított PARP enzimet (Trevigen, 4668-100-01, Gaithersburg, MDD, USA), a PARP 

aktivitás mérésére alkalmas DELFIA kiszerelést a Perkin Elmer (Waltham, MA, USA) és a 

vízoldható PJ-34 PARP inhibitort (Jagtap et al., 2002) az Inotek Pharmaceuticals (Beverly, MA, 

USA) cégektől vásároltuk, illetve kaptuk.  

A MAP kinázok (9926S) és foszfo-MAP kinázok (9910S) elleni antitestek (ERK 1/2 és 

foszfo-ERK 1/2; p38 és foszfo-p38; JNK és foszfo-JNK) a Cell Signaling (Danvers, MA, USA) 

termékei voltak. 

4.1.2 Molekulakönyvtárak 

A DiverSet 10.000 compound library (molekulakönyvtár) a Chembridge (San Diego, 

CA, USA) összeállítása. A vegyületek válogatása eltérő molekulaszerkezet alapján történik, 

ezért változatos farmakológiai hatásokkal rendelkezik a könyvtárban található összesen 9680 

vegyület. A könyvtár összeállításáról bővebb intormációkkal szolgáló internetes forrás: 

http://www.chembridge.com/screening_libraries/diversity_libraries/diverset/  

http://www.chembridge.com/screening_libraries/diversity_libraries/diverset/
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A Debreceni Egyetem molekulakönyvtárát (UDM) a Szerves Kémia Tanszék hozta 

létre és tartja fenn. A könyvtár kb. 2600 nagy tisztaságú (> 95%) vegyületet tartalmaz, emellett 

nagyszámú oxigén-heterociklusos vegyületet, valamint azok prekurzorait. A vegyületeket 

hagyományos szintetikus módszerekkel állították elő, és azok nagymértékű változatosságot 

mutatnak. Az EDI index (Papp et al., 2006), ami a molekulakönyvtárban található vegyületek 

változatosságára utal 66,4. A molekulakönyvtárakra alkalmazható további adatok, pl. a 

Lipinski-szabály (Lipinski et al., 2001) vagy a Veber-szabály (Veber et al., 2002) 4,6 % és 8,5 

% értékű. A Ghose szűrő alkalmazása (Ghose et al., 1999) pedig 23,9 %-ot eredményezett. Az 

alacsony százalékos értékek arra utalnak, hogy a molekulakönyvtár vegyületei oldékonyság, 

molekulatömeg, permeabilitás alapján alkalmasak sejtrendszerekben való vizsgálatokra. 

Vizsgálatainkra a könyvtár 1863 vegyületét használtuk. 

 

4.2. Sejttenyészetek 

4.2.1 Sejtvonalak 

A Jurkat sejtek immortalizált humán T limfociták, míg az A549 humán alveoláris 

epitélsejt eredetű adenokarcinoma sejtek. A H9C2 patkány embrionális szív/miokardium 

eredetű, míg a SAOS-2 humán oszteoszarkoma. A sejtvonalakat az ATCC-től (UK) szereztük 

be. A THP-1 sejtvonalat (humán monocita) a Sigma Aldrich (88081201) cégtől vásároltuk.  

A Jurkat, az A549 és a THP-1 sejtvonalakat RPMI 1640-es médiumban tenyésztettük, 

amihez 10 % FBS-t és 2 mM glutamint adtunk. A H9C2 sejtvonalat és a primer patkány 

kardiomiocitákat DMEM (10 % FBS – 2 mM glutamine – 5 g/L glükóz) médiumban 

tenyésztettük, ill. tartottuk. A SAOS-2 sejtvonalat a fentivel azonos DMEM médiumban 

tenyésztettük, azonban a közeg csak 1 g/L glükózt tartalmazott. 

4.2.2 Primer neonatális patkány kardiomiocita 

 1-3 napos Wistar patkányokból állítottuk elő a primer kardiomiocita kultúrát (Csont et 

al., 2010) és (Varga et al., 2013). Az állatok gerincének átvágása után a szíveket eltávolítottuk 

és jéghideg PBS oldattal öblítettük. A billentyűket kivettük és 0,25 % tripszinnel emésztettük. 

A kardiomioblasztok mennyiségének növelése érdekében 90 percig 10 % FBS tartalmú DMEM 

oldatban tartottuk. A sejteket 96-lyukú sejtkultúra plate-ekbe helyeztük (1,5x104 sejt/lyuk) és 

10 % FBS DMEM oldatban kiegészítve 1 % glutaminnal és antibiotikum/antimikotikum 

eleggyel tartottuk az inkubátorban (37°C, 95 % O2 és 5 % CO2), 24 óra után a közeget 1 % FBS 

DMEM oldatra cseréltük elősegítve a kardiomioblasztok differenciálódását. 

  

http://en.wikipedia.org/wiki/Human
http://en.wikipedia.org/wiki/Pulmonary_alveolus
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4.3. Tecan robot 

A nagy áteresztőképességű vizsgálatokat a Tecan Freedom EVO robotjával végeztük 

(3. ábra).  

 

 

3. ábra: Tecan Freedom EVO robot 

  

A Tecan robot kiépítése lehetővé tette a 96 vagy 384-lyukú plate használatát is. A 

minták adagolása, reagensek hozzáadása, keverése, inkubálása, valamint a megfelelő HTS 

mérés elvégzése automatizált volt. Ezért az általunk használt kétféle molekulakönyvtár HTS-

szűrése megfelelő pontossággal volt kivitelezhető és a nagyszámú adat számítógépes értékelése 

lehetővé tette a hatékony vegyületek kiválasztását. 

 

4.4. Reszazurin-redukción alapuló életképesség vizsgálat (HTS módszer) 

A vizsgálat összes lépését a Tecan Freedom EVO robotjával hajtottuk végre. 20 l 

Jurkat sejtszuszpenziót (105/ml) mértünk a 384-lyukú sejttenyésztő lemezre a 8 csatornás 

folyadék-kezelő karral. A sejteket előkezeltük a vegyületekkel a „PIN TOOL” nevű eszköz 

alkalmazásával, ami 96 db vékony acélszálat tartalmazó eszköz. Ennek segítségével ~25 nl 

(nanoliter) mintát tudunk átvinni egyik plate-ről a másikra (ez esetünkben ~1000x hígulást 

jelent). A tesztvegyületek végső koncentrációja így 20 μM volt. A kontroll mintákat DMSO-

val kezeltük, majd 30 percre CO2 inkubátorba helyeztük. A sejteket később 800 μM hidrogén-

peroxiddal (vagy a kontroll minták esetén sejttenyésztő médiummal) kezeltük. A mintákhoz 4 

órás 37°C-on történő inkubálás után reszazurint (10 μl) adtunk 18 μM végkoncentrációban, 
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majd ismét 37°C-os inkubátorba helyeztük a mintákat, ezúttal 40 percre. A méréseket Victor 

V3 multi-label olvasóval (excitációs hullámhossz: 530 nm, emissziós hullámhossz: 590 nm) 

végeztük. A kísérletekben a sejtvédő hatást mutatjuk be, amit a következőképpen számoltunk. 

T: kontroll sejtek életképessége, H: hidrogén-peroxiddal kezelt sejtek életképessége, M: a 

kezelt minták sejtjeinek életképessége. Ez alapján a sejtvédő hatás %-os értéke az alábbi 

formában adható meg: (M-H)/(T-H)×100. A 30%-nál nagyobb hatékonyságú vegyületeket 

tekintettük sejtvédő hatásúnak. 

 

4.5. Reszazurin-redukción alapuló életképesség vizsgálat (kézi módszerrel) 

A vizsgálat lépései a fent leírtak szerint történtek. A kísérletekhez 96-lyukú plate-eket 

használtunk, és minden minta esetén három párhuzamos mérést végeztünk. A hidrogén-

peroxidot 800 μM végkoncentrációban alkalmaztuk, a vegyületeket pedig először 100 μM-ra 

hígítottuk, majd hígítási sort készítettünk 3 μM koncentrációig. 

 

4.6. MTT életképességi teszt 

4.6.1. MTT-teszt (kézi módszerrel) 

Az MTT-teszt a sejtek életképességének, illetve proliferációjának vizsgálatára szolgáló 

módszer. A metabolikusan aktív sejtek endocitózissal felveszik a tetrazólium-bromid 

festékmolekulát (MTT: 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólium-bromid) és elsősorban 

a NAD(P)H-függő oxidoreduktáz enzimeikkel formazán-kristályokká alakítják át, amelyek lila 

színűek. A keletkezett kristályokat sósavas izopropil-alkoholban oldjuk, a kapott oldat 

színintenzitása arányos a sejtek életképességével, illetve a rendszerben lévő élő sejtek 

számával. 

MTT-tesztet (Virag et al., 1995) a sejtek életképességének meghatározására végeztük 

az alábbi módosításokkal: a Jurkat és THP-1 sejteket szuszpenziós tenyészetben tartottuk és 

sejteket poli-D-lizin alkalmazásával kötöttük a mikroplate falához. A sejteket (105/lyuk) 96-

lyukú plate-re helyeztük és a megfelelő vegyületekkel kezeltük. A doxorubicin 24 órás 

kezelését követően a sejteket “V” aljú plate-re helyeztük. MTT hozzáadása után a plate-eket 

centrigugáltuk (1600 rpm, 5 perc), majd a médium leszívását követően 75 l DMSO-t adtunk 

a formazán kristályok oldására. Az abszorbanciát 50 l alikvot mintákból határozuk meg (Virag 

et al., 1995) lapos aljú plate-ket használva. 

  

file:///D:/wiki/Di-
file:///D:/wiki/Di-
file:///D:/wiki/Thiazole
file:///D:/wiki/Phenyl
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4.6.2. MTT-teszt (HTS változat) 

 A sejteket (7x103/lyuk) 96-lyukú plate-re helyeztük a kezelés előtt 1 nappal. A 

molekulakönyvtár vegyületeinek hozzáadását Tecan Freedom EVO robot segítségével 

végeztük (100 nl/lyuk 4 lépésben), a vegyületek végkoncentrációja 10 M volt. 30 perc 37°C 

inkubálást követően a sejteket, illetve a kontroll mintákat (sejttenyésztő folyadék, kontroll 

sejtek) doxorubicinnel (300 ng/ml végkoncentráció) kezeltük 24 órán át 37°C-on. Ezt követően 

10 μl MTT-t adtunk a mintákhoz 0,5 mg/mL végkoncentrációban. A mintákat tovább 

inkubáltuk 120 percig 37°C-on. A tenyésztő folyadékot ezt követően leszívtuk és 50 l/lyuk 

DMSO-t adtunk hozzá. Thermo multiskan készülékkel 540 nm hullámhosszon meghatároztuk 

a képződött színes vegyületet, amely arányos a sejtek életképességével. Az életképességi 

adatokat a kontroll (doxorubicin nélküli minta) százalékában fejeztük ki. Azokat a vegyületeket 

tekintettük kardioprotektívnek, amelyek hatása legalább 20 % volt. 

 

4.7. Életképesség meghatározása egyéb módszerekkel (LDH kiszabadulás, kalcein-AM 

hidrolízis) 

A sejtek életképességét laktát-dehidrogenáz (LDH) aktivitás meghatározásával is 

jellemeztük a korábban leírt módon (Lakatos et al., 2013), valamint kalcein-AM 

fluoreszcenciás festék felvételén alapuló módszerrel  (Bencsik et al., 2014) az alábbiak szerint. 

A kalcein-AM csak élő sejtekben alakul át zölden fluoreszkáló vegyületté. Kalcein-AM alapú 

életképesség meghatározást végeztünk az EODB kardioprotektív hatásának további igazolására 

a doxorubicin-indukált sejtsérüléssel szemben. Két napos neonatális kardiomiocita kultúrákat 

EODB 5-25 M oldatával 30 percig inkubáltunk, majd 24 órán át 300 ng/ml végkoncentrációjú 

doxirubicint alkalmaztunk a védő vegyület jelenlétében. Kontrollként DMSO-t (oldószert) 

használtuk. PBS mosást követően a sejteket 1 M kalcein-AM oldatával 30 percig inkubáltuk 

szobahőmérsékleten. Az élő sejtekben a sejtpermeábilis kalcein-AM hidrolizál és zöld 

fluoreszcenciát mutató kalcein képződik. Mosás után a sejtek fluoreszcenciáját 490 nm 

excitációs és 520 nm emissziós szűrőkkel határoztuk meg (Fluostar Optima, BMG Labtech, 

Ortenberg, Németország). 

 

4.8. ABTS színtelenítési teszt 

4.8.1. ABTS színtelenítési teszt (HTS változat) 

Az ABTS előállítását az ismertetett módon (Assefa et al., 1999) hajtottuk végre. Az 

ABTS oldat alap abszorbanciáját 1,2-re állítottuk, a fotometriás mérés lineáris tartományának 



29 

 

megtartása céljából. A robot 8-csatornás pipettázófejének segítségével 20 l ABTS oldatot 

mértünk 384-lyukú plate-ek lyukaiba. A tesztvegyületeket a „PIN TOOL” egység segítségével 

adagoltuk (20 nl/minta) 20 μM végkoncentrációban. A mintákat szobahőmérsékleten, 30 percig 

inkubáltuk. A dekolorizáció/színtelenedés mértékét Victor V3 mikroplate olvasóval határoztuk 

meg 405 nm hullámhosszon. A minták antioxidáns hatását a kontroll (DMSO-val kezelt) minták 

esetében kapott jel százalékában fejeztük ki. Azokat a vegyületeket tekintettük antioxidánsnak, 

melyek legalább 30 % dekolorizációt okoztak. 

 

4.8.2. ABTS színtelenítési teszt (kézi módszer) 

A meghatározás lépéseit a fent leírtak szerint végeztük. A vizsgálatokat 96-os plateken 

hajtottuk végre. Pozitív kontrollként aszkorbinsavat (C-vitamint) használtunk (20 M). 

 

4.9.  A réz(II)ion redukálásán alapuló antioxidáns-kapacitás mérése (CUPRAC) 

A módszer a réz(II)ion redukálásán alapul, a képződött réz(I)ion kolorimetriás 

meghatározásával. Az antioxidáns-kapacitások meghatározását Apak és mtsai szerint (Apak et 

al., 2007) végeztük a következő módosításokkal: 60 M trolox oldatot használtunk 

standardként, a teljes térfogatot 100 l-re csökkentettük és a mérésekhez 96 lyukú plateket 

használtunk. 

 

4.10. Amplex® Red – hidrogén-peroxid meghatározása 

Az Amplex Red reagens színtelen és 1:1 sztöchiometriával reagál a hidrogén-

peroxiddal. A képződött floreszcens termékre jellemző excitációs/emissziós maximum: 

570/585 nm. Az Amplex Red reakcióval már 10 pikomol H2O2 meghatározható 100 µl 

térfogatban, ezért legalább tízszer érzékenyebb, mint az általánosan használt hidrogén-peroxid 

meghatározások. 

 

4.11. Hidrogén-peroxid eltávolító (scavenger) aktivitás 

 A hidrogén-peroxid scavanger aktivitást sejtmentes renszerben Ampliflu red (10-acetil-

3,7-dihidroxi-fenoxazin) segítségével mértük. 12 M EODB vagy 10 M aszkorbinsav oldatát 

inkubáltuk 0,1 M H2O2, 50 mM Ampliflu Red és 0,1 E/ml torma-peroxidáz jelenlétében 

foszfát-NaCl pufferben 5 percig szobahőmérsékleten. A peroxidáz hatására az Ampliflu Red 

sztöchiometrikusan reagál vörös fluoreszkáló molekulává, reszorufinná. A fluoreszcenciát 530 
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nm excitációs és 590 nm emissziós hullámhosszon határoztuk meg Fluoroskan Ascent FL 

készülékben (Labsystems, Vantaa, Finnország). 

 

4.12. Citotoxicitás meghatározása (propidium-jodid felvétel) 

Az MNNG kezelés hatására kiváltott sejtpusztulást propidium-jodid (PI) felvétellel 

határoztuk meg (Bai et al., 2001). A sejteket 2,5 μg/ml PI oldattal festettük 15 percen át, majd 

PBS mosást követően áramlási citometriával analizáltuk a mintákat. A citotoxicitást a 

következő képlet segítségével számítottuk: 100×(T-C)/(100-C), ahol a T a PI pozitív sejtek 

százalékát jelenti a mintákban, míg a C a kontroll mintában a PI pozitív sejtek százalékát. 

 

4.13. Sejtmorfológián alapuló citotoxicitás meghatározása 

 A sejteket (7x103/lyuk) 96-lyukú plate-re helyeztük a kezelés előtt 1 nappal. A sejtekhez 

a tesztelendő vegyületek oldatát adtuk 12 M végkoncentrációban. 30 perc 37°C inkubálást 

követően a sejteket, illetve a kontroll mintákat (sejttenyésztő folyadék, kontroll sejtek) 

doxorubicinnel (300 ng/mL végkoncentráció) kezeltük 24 órán át 37°C-on. A sejttenyésztő 

folyadékot lecseréltük 0,1 % Coomasie festékoldattal és azzal inkubáltuk a mintákat további 20 

percig. A mintákat PBS oldattal mostuk, majd szárítottuk. A felvételeket Leica DM IL LED 

mikroszkópra szerelt kamerával (Leica MC 120 HD) készítettük 5x nagyítással. A képanalízist 

TScratch software segítségével értékeltük, meghatározva a sejttel borított területeket. 

 

4.14. Sejtproliferáció meghatározása 

 A sejtek proliferációját szulforodamin B (SRB) módszerrel határoztuk meg (Skehan et 

al., 1990). Az SRB elektrosztatikusan és pH-függő módon kötődik a fehérjék bázikus 

aminosav-maradékaihoz TCA fixált mintákban. Gyengén lúgos közegben felszabadul, és 

mennyisége meghatározható. A sejteket (2,5x103/lyuk) 24-lyukú plate-re helyeztük, majd 5 

napon át kezeltük 12 M EODB és/vagy 300 nM doxorubicin oldatával. A kontroll mintákat 

az oldószer (DMSO) oldatával kezeltük. A sejteket 10 % TCA oldattal 1 órán át 4°C-on 

fixáltuk, majd desztillált vízzel 5x mostuk és levegőn szárítottuk. A sejteket 0,4 % 

szulforodamin B oldattal festettük 1 % ecetsavban 10 percig. A nem kötött festéket 1 % 

ecetsavval mostuk ki, a mosást ötször ismételve. A kötött festéket 10 mM Tris bázissal oldottuk, 

és mennyiségét Multiskan MS készülékkel (Labsystems, Vantaa, Finnország) 540 nm 

hullámhosszon határoztuk meg. A sejtproliferáció százalékos értékét a megfelelő oldószeres 

kontrollhoz viszonyítottuk.  
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4.15. PARP aktivitás meghatározása (DELFIA) 

A vegyületek PARP-gátló aktivitását DELFIA (Dissociation-Enhanced Lanthanide 

Fluorescent Immunoassay) kísérlettel vizsgáltuk tisztított PARP enzimmel. A 96-lyukú 

polisztirol plate-eket 0,1 % tisztított hisztonfehérjével vontuk be, majd egy éjszakára 4°C-ra 

helyeztük őket. A PARP DELFIA kísérletet a gyártók utasításai szerint hajtottuk végre, pozitív 

kontrollként a PJ34 nevű anyagot használtuk. A mérést Perkin Elmer Victor V3 multilabel 

olvasóval végeztük. 

 

4.16. PAR kimutatása 

A poli(ADP-ribóz) polimereket Western blot és immuncitokémiai eljárásokkal mutattuk 

ki. A Western blot kísérlethez a sejteket RIPA (25 mM Tris-HCl (pH 7,6), 150 mM NaCl, 1 % 

NP-40, 1 % Na-deoxikolát és 0,1 % SDS) pufferrel lizáltuk, 20 másodpercig szonikáltuk, majd 

SDS minta pufferrel kevertük össze. A lizátumokon ezután SDS-poli-akrilamid 

gélelektroforézist végeztünk 8 %-os gélen (100V, 90 perc), majd nitrocellulóz membránokra 

vittük fel (100V, 120 perc). A transzfer puffer összetétele: 25 mM Tris/HCl (pH 8,3), 192 mM 

glicerin, 0,02 % SDS és 20 % metanol. A vizsgálat során anti-PAR elsődleges antitesteket (10H 

klón), valamint peroxidázzal konjugált anti-egér IgG másodlagos antitesteket alkalmaztunk 

(Erdelyi et al., 2009). A jelet ECL reagenssel kaptuk, futtatási kontrollként aktint használtunk. 

A PAR immuncitokémiai kimutatását a fent leírtakkal azonos anti-PAR antitestekkel hajtottuk 

végre (Erdelyi et al., 2009). 

 

4.17. A kaszpáz-3 aktivitásának meghatározása 

A kaszpáz-3 aktivitást Vanags és mtsai (Vanags et al., 1996) által leírt módon végeztük 

el az alábbi módosításokkal (Virag et al., 1998) (Bai et al., 2007). Hat órával az MNNG kezelés 

megkezdése után a sejteket lízis pufferben lizáltuk (10 mM HEPES pH 7,25; 0,1 % CHAPS, 5 

mM ditiotreitol, 2 mM EDTA, 10 µg/ml aprotinin, 20 µg/ml leupeptin, 10 µg/ml pepstatin A, 

1 mM PMSF). A lizátumokhoz 1:1 arányban reakciópuffert adtunk (100 mM HEPES pH 7,25; 

10 % szacharóz, 5 mM ditiotreitol, 0,1 % CHAPS), amely 50 µM végkoncentrációban 

tartalmazta az amido-metil-kumarinnal konjugált tetrapeptid kaszpáz szubsztrátot (DEVD-

AMC), mellyel 1 órán át inkubáltunk. A keletkezett amido-metil-kumarin (AMC) 

fluoreszcenciáját Fluoroskan Ascent FL microplate fluoriméteren detektáltuk (excitációs 

hullámhossz: 390 nm, emissziós hullámhossz: 460 nm). 

 



32 

 

4.18. MAP kinázok foszforilációs szintjének meghatározása Western blottal 

A MAP-kinázok (ERK 1/2 és foszfo ERK 1/2; p38 és foszfo-p38; JNK és foszfo-JNK) 

azonosítása és aktivált (foszforilált) formáinak meghatározása Western blot módszerrel történt 

(Erdelyi et al., 2005). A kezelések elvégzése után homogenizáltuk a sejteket, majd 

gélelektroforézist végeztünk 8 % SDS-poliakrilamid gélben. Ezt követően a gélben lévő 

mintáinkat nitrocellulóz membránra transzferáltuk [transzfer puffer: 25 mM Tris/HCl, pH 8.3, 

192 mM glicin, 0,02 % SDS, és 20 % metanol] 250 mA áramerősségen, 90 percig. A membrán 

aspecifikus kötőhelyeit 5 % zsírszegény tejporoldattal blokkoltuk, melyet 0,01 % TBST-ben 

oldottunk. A mosási lépések (2x5 perc) után poliklonális nyúl antitesttekel (ERK 1/2 és foszfo 

ERK 1/2; p38 és foszfo-p38; JNK és foszfo-JNK) inkubáltuk a membránokat. A primer 

antitesteket 1 % tejport tartalmazó TBST-ben oldottuk. A membránokat 2x15 percig mostuk 

TBST-vel, majd 1 órán keresztül inkubáltuk a torma-peroxidázzal jelölt szekunder antitesttel 

(anti-nyúl-IgG) 1 % tejport tartalmazó TBST-ben oldva. A membránokat 3x20 percig mostuk 

TBST-vel, eredményeinket kemilumineszcencia előhívó oldattal (Amersham Pharmacia 

Biotech, Vienna, Austria), röntgenfilmen tettük láthatóvá. 

 

4.19. Gázkromatográfia – tömegspektrometria mérések 

Méréseinkben Agilent 7890A gázkromatográfia készülékhez csatolt 5975C 

tömegspektrométer detektort használtunk. A vegyületeket HP-5MS kapilláris oszlopon (30 m 

x 0,25 mm, 0,25 μm rétegvastagság) választottuk el. Az injektor 250°C hőmérsékletű volt és 

tisztított héliumgázt 1,5 ml/perc sebességgel alkalmaztunk. A fűtőköpeny izotermális 

hőmérséklete 80°C volt, majd 290°C-ra emeltük 15°C/perc lépésekben és 12 percen át ezen a 

magas hőmérsékleten volt. Az ionforrás hőmérséklete 230°C volt és 70 eV feszültséget 

alkalmaztunk. A tömegspektrométer beállításával 50 és 700 Da közötti mulekulatömegeket 

detektáltunk. Az adatokat MSD Chemstation programmal analizáltuk. A DMSO oxidáló 

hatására képződött vegyületeket a NIST v2.0 könyvtár adataival vetettük össze. Csak azokat az 

oxidációs termékeket vettük figyelembe, amelyeknél az egyezés (hasonlósági faktor) nagyobb 

volt, mint 900. A molekulakönyvtárunk így azonosított vegyületeit összehasonlítottuk az 

eredeti mintákkal is, mint standard molekulákkal. Ezen módszerek kivitelezésében nem vettem 

részt, az eredmények fejezetben néhány mérési eredményre hivatkozom. 
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4.20. Statisztikai analízis 

Minden kísérletet legalább három alkalommal végeztünk el, különböző napokon. A 

statisztikai eltérések megállapítására a Debreceni Egyetem molekulakönyvtár (UDM) 

vizsgálatánál a Bonferroni-tesztet alkalmaztuk és a szignifikanciát: * (p<0,05), ** (p<0,01), 

*** (p<0,001) jelöléssel a szokásos módon adtuk meg. A Chembridge Diverset Library 

eredményeinek statisztikai analízisét Tukey-teszttel végeztük: * (p<0,05) értékeket tekintettük 

szignifikánsnak. 
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5. Eredmények 

 

5.1. Nagy áteresztőképességű szűrések és az eredmények validálása 

 A Debreceni Egyetem molekulakönyvtárából (UDM) 1863 vegyület reszazurin-

redukción alapuló életképesség vizsgálatát Jurkat-sejteken végeztük HTS módszerrel. 29 

olyan vegyületet találtunk, amelyek védtek a hidrogén-peroxid által okozott stressz ellen (4. 

ábra). 

 

 

 
 

 

 
 

 

4. ábra: Az UDM molekulakönyvtár nagy áteresztőképességű szűrése citotoxicitás elleni 

védelemre Jurkat sejtekben 

A sejteket 384-lyukú sejtkultúra plate-ekbe helyezve (az ábrán V01-V22 jelölésekkel) a 

molekulakönyvtár DMSO-ban oldott vegyületeivel kezeltük 20 μM koncentrációban, majd 30 

perc elteltével hidrogén-peroxidot adtunk hozzájuk. Az életképességüket 4 óra múlva 

reszazurin-redukción alapuló módszerrel határoztuk meg, mely során a 30 %-nál nagyobb 

hatékonyságú vegyületeket tekintettük sejtvédő hatásúnak. Az 1863 vizsgált vegyületből 29 

bizonyult sejtvédőnek. Ezt három, egymástól független kísérlet is bizonyította. A szórások a 

3D ábrázolás miatt nem kerültek az ábrára.  

 

A 4. ábrán bemutatott legjobb sejtvédő hatással rendelkező vegyületeket „kézi” 

módszerrel is vizsgáltuk reszazurin-redukción alapuló életképesség vizsgálattal. A módszer 

REAKCIÓ HELYE (A1-H11) 
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hasonló a HTS technikához, azonban a vizsgálatokat 3-3 mintával és 3-100 M koncentráció-

tartományban végeztük el (5. ábra A-F). 

 

 
5. ábra: A sejtvédő hatás megerősítése hagyományos kézi elemzéssel Jurkat sejtekben 

A nagy áteresztőképességű szűrési vizsgálatban sejtvédő hatást mutató vegyületek hatását 

meghatároztuk 3-100 μM koncentráció tartományban is. Három független mérési sorozatban 

96-lyukú plate-ekben dolgoztunk. A sejtvédő hatást a hidrogén-peroxiddal kezelt minták 

életképességéhez hasonlítottuk, kivonva ennek értékét az adott vegyületre meghatározott 

adatból. A százalékos értékek a kezeletlen sejtekhez képest (100 %-os életképesség) értendők 

± SEM.  
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Az ABTS gyökfogó módszerrel is tanulmányoztuk a könyvtár vegyületeinek 

antioxidáns hatását és 123 molekulának mutattuk ki hatékony – legalább 30 %-os – gyökfogó 

képességét (6. ábra).  

 

 

 
 

 

 

 
 

 

6. ábra: Az UDM molekulakönyvtár nagy áteresztőképességű szűrése antioxidáns 

hatásra 

A molekulakönyvtár vegyületeinek antioxidáns hatását ABTS gyökfogó assay-vel vizsgáltuk. 

ABTS oldatot pipettáztunk egy 384 lyukú plate-re, ezután hozzáadtuk a vizsgált vegyületeket 

20 M végkoncentrációban (a kontroll mintákat DMSO-val kezeltük, oldószer kontroll). A 

minták abszorbanciáját 20 perc elteltével, szobahőmérsékleten történő inkubáció után 

határoztuk meg. Az eredményeket az eredeti ABTS oldathoz viszonyítva százalékban tüntettük 

fel. Azokat a vegyületeket tekintettük antioxidánsnak, amelyek hatásfoka 30 % fölött volt. Az 

1863 vizsgált vegyületből 123 bizonyult antioxidáns tulajdonságúnak. Ezt három, egymástól 

független kísérlet is bizonyította. A szórások a 3D ábrázolás miatt nem kerültek az ábrára. 
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A HTS módszerrel (6. ábra) meghatározott sejtvédő hatásokat kézi szűréssel is 

megerősítettük (7. ábra). A 29 sejtvédő hatású vegyület közül 11 molekula rendelkezett jelentős 

antioxidáns aktivitással. 

 

 

7. ábra: A sejtvédő vegyületek antioxidáns hatásának megerősítése hagyományos kézi 

elemzéssel 

A meghatározás lépéseit a HTS módszerben leírtak alapján végeztük. A vizsgálatokat 96-os 

plateken hajtottuk végre. Pozitív kontrollként aszkorbinsavat (az ábrán ASC.AC. jelöléssel) 

használtunk (20 M). Három független kísérlet eredménye ± SEM. A csillagok szignifikáns 

különbséget jelölnek a kontrollhoz képest: *** p<0,001. 

 

 

 

5.2. A PARP aktivitását gátló sejtvédő-vegyületek azonosítása 

 Az oxidatív stressz által kiváltott sejthalálban a PARP-1 enzim aktiválódása 

meghatározó. Ezért vizsgáltuk mintegy harminc sejtvédő hatású vegyület PARP-1 aktivitást 

gátló képességét sejtmentes rendszerben. Két vegyület: 863 és 1862 rendelkezett érdemi PARP-

1 aktivás gátlással 20 M koncentrációban (8. ábra). 
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8. ábra: Sejtvédő vegyületek PARP-1 enzimgátló hatásának vizsgálata 

A sejtvédő vegyületeket (20 μM koncentrációban alkalmazva) PARP aktivitásmérő módszerrel 

teszteltük. Szubsztrátként biotinnal jelzett NAD+-ot használtunk, az akceptor fehérje pedig 

tisztított H1 hiszton fehérje volt. A módszer a biotinnak a plate-hez rögzített hiszton fehérjékre 

való beépítésén alapul, melyet a PARP-1 enzim végez. Így a jel intenzitása arányos a PARP-1 

enzim aktivitásával. A vizsgálat során pozitív kontrollként a PARP-gátló PJ34-et használtuk. 

Az ábrán a három független mérési eredményből számított átlagértékek láthatók ±SEM. Két 

vegyület (863 és 1862) és a PJ34 bizonyult PARP-gátló hatásúnak: *** p<0,001. 

 

  

Ezen két vegyület koncentrációfüggő gátló hatását is tanulmányoztuk. Az EC50 érték az 

1862-es vegyületre 0,99 M, míg a 863-as vegyületre 0,16 M volt (9. ábra). 
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9. ábra: Két vegyület (863 és 1862) fél-maximális gátlásához szükséges koncentráció 

(EC50) meghatározása 

A 8. ábra szövegében leírt kísérleti protokollt alkalmaztuk. A vegyületek fél-maximális 

gátlásához szükséges koncentrációt (EC50) a dózis-hatás görbék alapján, Sigmaplot szoftver 

segítségével határoztuk meg. A diagramokon a jobb szemléltethetőség érdekében csak az 

ezekhez közel eső koncentrációtartományt ábrázoltuk. A mérési adatok 3 független kísérlet 

átlagát szemléltetik. Feltüntettük a két hatékony gátlószer szerkezeti képletét is. 

 
 A két hatásos vegyület PARP-1 aktivitást gátló hatásának igazolására Jurkat (10. ábra) 

és A549 (11. ábra) sejtvonalakat használtunk. A sejteket 30 percig kezeltük a vegyületekkel, 

majd hidrogén-peroxid hozzáadásával stimuláltuk a PARP aktivitását, a PAR termék 

szintézisét. Az oxidatív stressz (hidrogén-peroxid kezelés) jelentős PARP aktiválódást okozott, 

amelyet a 10. ábrán bemutatott Western-blot PAR-polimerjének intenzív festése igazol. A 

denzitometriás kiértékelés alapján a 863-as vegyület hasonló védő hatást fejtett ki, mint a 

széleskörűen alkalmazott PJ34. A másik vegyület (1862) védő hatása lényegesen kisebb volt. 
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10. ábra: PARP-gátló hatás vizsgálata Western blot módszerrel Jurkat sejtekben 

A 800 M hidrogén-peroxiddal kezelt sejtekben termelődő ADP-ribóz polimerek mennyiségét 

Western blot-tal határoztuk meg (A), melyet denzitometria segítségével kvantifikáltunk (B). 

Három független kísérlet eredménye ± SEM jellemzi a relatív denzitás értékeit. A kontrollal 

(CTL) való összehasonlítás során a hidrogén-peroxid jelentősen (***p<0,01) növelte a PARP-

aktivitást. A PJ34 (10 M) és a 863-as vegyület (20 M) pedig számottevően (###p<0,001) 

csökkentették a PARP-aktivációt. Az 1862-es vegyület (20 M) PARP-gátló kisebb mértékű 

(##p<0,01). 

 

Az A549 sejtvonal immuncitokémiai vizsgálata (11. ábra) megerősítette a Jurkat 

sejtekkel kapott eredményeinket. Rövid (5 perc) hidrogén-peroxid kezelés a PAR mennyiségét 

jelentősen fokozta. A 863-as és az 1862-es vegyület (gyengébben) egyaránt védett az oxidatív 

stresszel szemben. 

 

 
 

11. ábra: PARP-gátló hatás vizsgálata immuncitokémiával A549 sejtekben 

A PAR-polimerek jelenlétét immuncitokémiai módszerrel is meghatároztuk. Ezekben a 

kísérletekben az A549-es sejteket 30 percig előkezeltük a 863 és 1862 vegyületek 20-20 μM 

oldatával. Pozitív kontrollként 10 μM PJ34-t alkalmaztunk. A sejteket ezután 800 μM H2O2-

dal kezeltük 5 percig. PAR-specifikus antitesttel kimutatható a PAR polimerek felhalmozódása, 

elsősorban a sejtmagban.  

 

  

A B 
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5.3. Dibenzoil-metán származékok azonosítása: nagy áteresztőképességű szűrések 

eredményeinek értékelése 

 Áttekintve azon vegyületek szerkezetét, amelyek nem bizonyultak PARP 

inhibitoroknak vagy antioxidánsnak kiderült, hogy legtöbbjük indolvázat tartalmaz. 

Gázkromatográfiás és tömegspektrometriás módszerekkel Prof. Patonay Tamás és munkatársai 

(Debreceni egyetem, TTK Szerves Kémiai Tanszék) kimutatták, hogy a molekulakönyvtár 

eredeti mintái lebomlottak és mindegyikében izatin (1H-indol-2,3-dion) található jelentős 

mennyiségben. A vizsgálatokat közleményünk (Hegedus et al., 2013) kiegészítő mellékletében 

adtuk közre http://dx.doi.org/10.1016/j.phrs.2013.03.002 

 Kimutattuk, hogy izatin bomlásterméket tartalmazó vegyületek a reszazurin redukciót 

zavarják, hibás pozitív eredményeket adnak, és nem erősíthetőek meg más módszerrel végzett 

sejthalál kísérletekben (ld. a fenti közlemény mellékletének S1 és S2 ábráit). Az izatin nem 

gátolta a kaszpáz-3 aktivitását, az LDH felszabadulását és a PI felvételét sem. Nem rendelkezett 

citoprotektív hatással az MTT tesztben sem (ld. a fenti közlemény S2 ábráját). Ezért az 

elsődlegesen kapott citotoxitási adatokat újra mértük MTT-tesztel is (1. táblázat). 

 A táblázatban bemutatott 29 vegyület a reszazurin-redukción alapuló életképességi 

tesztben citoprotektív volt, azonban csak 16 bizonyult ilyennek az MTT-tesztben. A 16 

molekula közül két szerkezetileg rokon családot lehet felismerni: dibenzoil-metán (DBM) 

származékok (1193, 1200, 1201 és 1226) és flavanon-származékok (996, 1041 és 1044). 

http://dx.doi.org/10.1016/j.phrs.2013.03.002
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1. táblázat: Sejtvédő hatással rendelkező vegyületek EC50 értékének meghatározása 

reszazurin-redukcióval és MTT-teszttel Jurkat sejtekben 

Félkövér kiemeléssel jeleztük azon 16 vegyületet, melyek mindkét módszerrel sejtvédő 

hatásúnak bizonyultak. 

 

Vegyület száma   EC50 reszazurin (M) EC50 MTT (M) 

 

 48    4    2 

49    4    3 

 52    1    3 

456    93    nem sejtvédő 

508    61    nem sejtvédő 

511    54    nem sejtvédő 

 513    73    nem sejtvédő 

516    73    nem sejtvédő 

518    52    nem sejtvédő 

863    10    50 

996    37    21 

 1041    40    25 

1044    35    22 

1193    60    52 

1200    21    28 

 1201    28    30 

1213    25    nem sejtvédő 

1214    77    >100 

1219    16    >100 

 1226    23    26 

1243    99    50 

1274    55    nem sejtvédő 

1275    40    nem sejtvédő 

 1310    87    nem sejtvédő 

1334    95    62 

1656    20    nem sejtvédő 

1844    42    nem sejtvédő 

 1852    64    65 

1862    98    nem sejtvédő 

 

 

 

 

5.4. DBM vegyületek sejtvédő hatása 

A dibenzoil-metán és a flavanon származékok antioxidáns hatását három módszerrel 

tanulmányoztuk (12. ábra). Az Amplex Red mérés a hidrogén-peroxid titrálásával, így 

közömbösítésével jár, ezért a vizsgált vegyületek antioxidáns hatásának szempontjából a 

legalkalmasabb módszernek tekinthető. A DBM származékok antioxidáns hatását a CUPRAC 
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és Amplex Red módszerek nem erősítették meg. A flavanon származékok a CUPRAC és 

Amplex Red szerint hatásosabbnak bizonyultak az ABTS színtelenítési teszttel szemben. 

 

 
 

12. ábra: DBM és flavanon származékok antioxidáns hatása 

 

A DBM és flavanon származékok 20 M kocentrációinak antioxidáns tulajdonságát három 

különböző módszerrel vizsgáltuk. Az ABTS színtelenítő mérés mellett a CUPRAC (réz-II-ion 

redukálása) és Amplex Red (hidrogén-peroxid fluoreszcenciás meghatározása) módszereket is 

alkalmaztuk. Zöld oszlopok: ABTS; sárga oszlopok: CUPRAC és piros oszlopok: Amplex Red 

mérés által meghatározott relatív antioxidáns hatásokat mutatják. Aszkorbinsavat (ASC. AC) 

pozitív kontrollként alkalmaztunk. Három független kísérlet eredménye ± SEM. A csillagok 

szignifikáns különbséget jelölnek a kontrollhoz képest: *** p<0,001. 

 

 

Az Amplex Red módszerrel kapott adatok alapján a DBM származékok kevésbé 

antioxidáns tulajdonságúak, mint a flavanon vegyületek. A szakirodalom számos antioxidáns 

vegyületet ismer, de kutatásaink szempontjából a sejtvédő hatás értékesebb biológiai 

alkalmazások lehetőségét veti fel. Ezért a továbbiakban a DBM származékokat tanulmányoztuk 

humán sejtvonalakban (13. ábra). 

 Kimutattuk, hogy a DBM származékok nem befolyásolják a Jurkat sejtek kaszpáz 

aktivitását (apoptózis marker), de szignifikánsan csökkentik a propidium-jodid felvételét 

(nekrotikus sejthalál marker) hidrogén-peroxid kezelés során anélkül, hogy befolyásolnák a 

mitokondriális membránpolarizációt (13. ábra A, B és C). A tüdő epitéliális A549 sejteket pedig 

védik a DBM vegyületek a citotoxikus hidrogén-peroxid ellen (13. ábra D), rámutatva arra, 

hogy a sejtvédő hatás nem sejttípus függő. 

DBM származékok           flavanon származékok
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13. ábra: DBM származékok sejtvédő hatása 

Mindegyik vegyület csökkentette a Jurkat sejtek hidrogén-peroxid által kiváltott PI-felvételét 

(A), de nem volt hatásuk a kaszpáz-3 aktivitására (B) és az oxidálószerrel (H2O2) indukált 

mitokondriális membrán depolarizációra sem (C). A vegyületek sejtvédő hatását igazolták az 

A549 tüdősejtvonalon kapott eredményeink is (D). A DBM származékokat 20 M 

koncentrációban alkalmaztuk a mérésekben. Három független kísérlet eredménye ± SEM. A 

csillagok szignifikáns különbséget jelölnek a kontrollhoz képest: ***p<0,001. ###Szignifikáns 

különbség a hidrogén-peroxid kezelt sejtekhez képest (p<0,001). A vizsgált DBM származékok 

szerkezetét az (E) rész mutatja be. 
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5.5. DBM vegyületek hatása a mitogén-aktivált kinázok aktivitására 

 Tanulmányoztuk a mitogén-aktivált protein kinázok (MAPK) közé tartozó ERK 1 és 2 

(ERK 1/2), p38 és JNK (c-jun N-terminális protein kináz) aktivitások, illetve foszforilációs 

állapotok változását DBM származékok jelenlétében (14. ábra). 

 

 

 
14. ábra: DBM vegyületek hatása MAP kinázok: ERK 1/2, p38 és JNK aktivitására 

(foszforilált formáinak mennyiségére) 

A549 sejteket 30 percig 10 M DBM származékkal kezeltük, majd 15 percig 800 M hidrogén-

peroxiddal. A mitogén-aktivált protein kinázok aktivitását Western blot segítségével mutattuk 

ki. A hidrogén-peroxid kezelés az ERK 1/2 (A) és p38 (B) jelentős növekedését váltotta ki. 

DBM származékok gátolták az ERK 1/2 foszforilációját (A), de nem befolyásolták a foszfo-

p38 mennyiségét (B). JNK aktiválását, foszfo-JNK képződését nem detektáltunk (C). Az 

eredményeket denzitometriával is értékeltük, amelyek három független kísérlet adatát ± SEM 

mutatják be. A csillagok szignifikáns különbséget jelölnek a kontrollhoz képest: *p<0,05, 

**p<0,01, ***p<0,001. Szignifikáns különbség a hidrogén-peroxid kezelt sejtekhez képest: 
###(p<0,001). 
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 Western blot módszerrel kimutattuk, hogy hidrogén-peroxid jelenlétében az ERK 1/2 és 

p38 enzimek aktiválódtak, a JNK nem. A DBM származékok hatékonyan csökkentették az ERK 

1/2 aktiválódását (foszfo-ERK 1/2 képződését), nem befolyásolták viszont a p38 foszfo-

formájának a mennyiségét. Adataink arra utalnak, hogy a DBM-származékok elsődleges 

célpontjai az ERK 1/2 enzimek lehetnek a nekrotikus sejthalál útvonalon. 
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5.6. HTS szűrés doxorubicin toxicitás ellen védő kardioprotektív vegyületek azonosítására   

Munkánk során a Chembridge Diverset molekulakönyvtár 9680 vegyületét vizsgáltuk, 

a sejtek életképességét mérő MTT-teszt segítségével. Kísérleteinkhez H9C2 patkány 

kardiomiocita sejtvonalat használtunk (15. ábra). 

 

15. ábra: Kardioprotektív anyagok szűrése doxorubicin toxicitás ellen 

Az előző napon kiszélesztett H9C2 sejteket a molekulakönyvtár 10 M koncentrációjú 

vegyületeivel 30 percig kezeltük, majd 300 ng/ml doxorubicinnel történő kezelést végeztünk a 

vegyületek jelenlétében 24 órán át. A sejtek életképességét MTT-teszttel határoztuk meg. A 

diagram a doxorubicin hatásával szembeni védelmet mutatja. A méréseink során a 20 %-nál 

nagyobb védelmet nyújtó vegyületeket tekintettük hatékonynak. Ezek alapján, 15 vegyületet 

jelöltünk ki további vizsgálatra (1-15). A szórásokat a 3D ábrázolás miatt nem tüntettük fel. 

 

Kezeléseinket szubkonfluens (kb. 80 %) kultúrákkal indítottuk, azok 24 órán át 

tartottak. A mérés kiértékelése során a húsz százaléknál nagyobb sejtvédő hatású vegyületeket 

tekintettük kardioprotektív hatásúnak. A vizsgált vegyületek közül 15 teljesítette a fenti 
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kritériumokat (ld. 15. ábra, 1-15 vegyületek). További vizsgálatainkat már ezekkel a 

vegyületekkel végeztük. 

 

5.7. Kardioprotektív hatás megerősítése morfológiai vizsgálatokkal 

A nagy áteresztőképességű vizsgálatokra használt módszerek kiválasztásánál fontos 

szempont a módszer egyszerűsége és könnyű reprodukálhatósága. A dehidrogenáz-enzimek 

aktivitásán alapuló életképesség-mérő módszereket ezért széles körben alkalmazzák HTS 

szűrésekre. Korábbi eredményeink alapján az MTT-teszt vagy más dehidrogenáz-

aktivitásmérésen alapuló módszer hamis pozitivitást mutathat. Ezért a szűrés során pozitívnak 

bizonyult vegyületek esetében elvégeztük a doxorubicinnel kezelt sejtek morfológiai 

vizsgálatát, melyhez Coomassie festéket alkalmaztunk. Mintáinkról felvételeket készítettünk 

(16. ábra A), majd a TScratch képanalizáló szoftver segítségével meghatároztuk a sejtekkel 

borított felület százalékos arányát (16. ábra B).  

A szignifikáns kardioprotektív hatást egyetlen vizsgált vegyület (10-es számú) esetében 

tudtuk megerősíteni. A vegyület szerkezeti képlete:  

 

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

bromid, a továbbiakban a 10-es vegyületre EODB névvel hivatkozunk. 
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16. ábra: A kardioprotektív hatás morfológiai vizsgálata 

H9C2 sejteket a molekulakönyvtár 10 M koncentrációjú vegyületeivel 30 percig kezeltük, 

majd 24 órán át 300 ng/ml doxorubicinnel végeztünk további kezelést a vegyületek 

jelenlétében. A H9C2 sejteket coomassie festékkel tettük láthatóvá, majd fénymikroszkópra 

(Leica DM IL LED) szerelt kamerával (Leica MC 120 HD) 5x nagyításon készítettük 

felvételeinket (A). A kezelés után a sejtekkel borított konfluencia értékeket a TScratch nevű 

szoftverrel értékeltük (B). A B ábrán 3 kísérlet átlagát ábrázoltuk ± SEM. A szűrés eredményeit 

a 10-es vegyület esetében tudtuk megerősíteni. *p<0,05 a kontrollhoz képest; # p<0,05 a 

doxorubicinnel kezelt mintákhoz képest. C: kontroll, DOX: doxorubicin. 
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5.8. Az EODB védi a H9C2 sejteket az apoptotikus és nekrotikus sejthaláltól 

Életképességi és morfológiai vizsgálataink nem szolgáltattak információt azzal 

kapcsolatban, hogy a doxorubicin milyen típusú sejthalált okoz a H9C2 sejtekben. Először 

igazoltuk az EODB sejtvédő hatását (17. ábra A), megállapítva, hogy jelentős védelmet nyújt a 

doxorubicin toxikus hatásával szemben. Tanulmányoztuk a doxorubicin hatását a sejtek 

apoptotikus és nekrotikus paramétereire (Andrieu-Abadie et al., 1999) és (Rosenoff et al., 1975) 

EODB jelenlétében is. Mértük a kaszpáz-3 enzim aktivitását (apoptotikus paraméter, 17. ábra 

B), valamint a sejtek felülúszójából meghatároztuk a nekrotikus sejthalálra jellemző laktát-

dehidrogenáz aktivitást (17. ábra C). Az EODB előkezelés gátolta az LDH felszabadulását és a 

kaszpáz-3 enzim aktivációját, védelmet nyújtva az apoptózis és nekrózis ellen. 

 

 

    

17. ábra: A doxorubicinnel kiváltott sejthalál jellemzése 

H9C2 sejteket az EODB 12 M koncentrációjú oldatával 30 percig kezeltük, majd 300 ng/ml 

doxorubicint adtunk a sejtek szuszpenziójához a vegyület jelenlétében 24 órán át. A sejtek 

életképességét kalcein-AM hidrolízissel mértük (A rész). A sejthalál jellemzését a kaszpáz-3 

(apoptózis, B rész) és a laktát-dehidrogenáz (nekrotikus paraméter, C rész) aktivitásokkal 
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határoztuk meg, 24 órával a doxorubicin kezelést követően. A doxorubicin kezelés hatására a 

kaszpáz-3 enzim aktivitásának emelkedését tapasztaltuk (B), melyet az EODB vegyülettel 

történő előkezelés jelentős mértékben csökkentett. A laktát-dehidrogenáz felszabadulásban (C) 

is tapasztaltunk csekély mértékű emelkedést, ami szintén szignifikánsan csökkenthető volt 

EODB kezeléssel. Az adatok 3 kísérlet átlagát szemléltetik ± SEM. *p<0,05 a kontrollhoz 

képest; # p<0,05 a doxorubicinnel kezelt mintákhoz képest. 

 

 

5.9. Az EODB kardioprotektív hatása primer kardiomiocitákon   

Az immortalizált sejtvonalak a legtöbb esetben jó modelljei a szöveti eredetüknek 

megfelelő sejttípusnak, nagyrészt megőrzik annak tulajdonságait. A nagy áteresztőképességű 

mérésekhez is praktikusan használhatóak, hiszen korlátlanul szaporodnak, jól reprodukálható 

eredményeket szolgáltatnak. Viszont néhány esetben különböző kezelésekre adott válaszuk, 

illetve érzékenységük a primer sejtektől eltér. Ezért tanulmányoztuk az EODB hatását 

doxorubicinnel kezelt, újszülött patkányok szívéből izolált sejtekben. 12 M EODB 

szignifikáns védelmet nyújtott a toxicitással szemben mind az MTT, mind a kalcein-AM 

életképességi vizsgálatokban (18. ábra A és B). A kalcein életképességi teszt arra is rámutatott, 

hogy 25 M EODB már nem rendelkezett sejtvédő hatással, feltehetőleg a vegyület citoxicitása 

következtében. Az EODB jelentős védelmet fejtett ki a doxorubicinnel kiváltott kaszpáz-3 

aktiválással szemben is (18. ábra C). 
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18. ábra: Az EODB kardioprotektív hatása primer kardiomiocitákban 

Az EODB kardioprotektív hatását újszülött patkányokból izolált primer kardiomiocitákban 

vizsgáltuk. A sejteket 30 percig kezeltük 12 M (A és C panelek) vagy különböző 

koncentrációjú EODB oldatával (B panel), melyet 24 órás 300 ng/ml doxorubicin kezelés 

követett. Az FeTPPS [Fe-porfirin komplex: 5,10,15,20-tetrakisz(4-szulfonsav-fenil)porforinát-

vas(III)klorid] hatékony peroxinitritbomlást katalizáló anyag, pozitív kontrollként alkalmaztuk 

A sejtvédő hatást MTT (A) és kalcein-AM tesztek (B) segítségével határoztuk meg. A kaszpáz-

3 aktivitást, mint apoptózis markert mértük (C). A bemutatott adatok 3 kísérlet átlagát 

szemléltetik ± SEM. EODB szignifikáns védelmet nyújtott a doxorubicinnel kezelt mintákhoz 

képest. *p<0,05 a kontrollhoz képest; # p<0,05 a doxorubicinnel kezelt mintákhoz képest. 

 

 

5.10. Az EODB nem rendelkezik antioxidáns hatással, de gátolja a JNK aktivitását 

A doxorubicin kardiotoxikus hatását elsősorban a kezelés hatására fokozódó oxidatív 

stressznek: ROS és RNS képződésének tulajdonítják (Chatterjee et al., 2010). A doxorubicin 

kardiotoxicitását ellensúlyozó vegyületek nagy része rendelkezik antioxidáns hatással 

(Simunek et al., 2009). Az EODB antioxidáns tulajdonságait két különböző módszerrel 

vizsgáltuk (19. ábra). Az ABTS színtelenítési teszt a vizsgált vegyület szabadgyökfogó 
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képességét, míg a CUPRAC módszer a vegyület redukálóképességét detektálja. Méréseinkben 

Trolox pozitív kontrollt használtunk, és megfigyeltük, hogy EODB sem az ABTS (19. ábra A), 

sem az antioxidáns képességet mérő CUPRAC-tesztben (19. ábra B) nem bizonyult antioxidáns 

hatásúnak. Vizsgáltuk a vegyület hidrogén-peroxid scavanger aktivitását is sejtmentes 

rendszerben Ampliflu red segítségével. A pozitív kontrollként alkalmazott aszkorbinsav 

hatékonyan gátolta a fluoreszcens festék hidrogén-peroxid-indukált oxidációját, az EODB csak 

csekély védőhatással rendelkezett (19. ábra C). Ebből arra következtetünk, hogy az EODB 

sejtvédő hatása nem a molekula antioxidáns képességének tulajdonítható. 

 

19. ábra: Az EODB antioxidáns hatásának vizsgálata 

Az EODB antioxidáns hatását sejtmentes rendszerben ABTS (A) és CUPRAC (B) tesztek 

segítségével vizsgáltuk. Az EODB-t a sejtes vizsgálatoknál is alkalmazott 12 M 

koncentrációban teszteltük. Mindkét vizsgálatban 12 M Troloxot alkalmaztunk pozitív 

kontrollként. A DMSO nem befolyásolta a teszteket, az EODB oldószer kontrollként mutatjuk 

be. A hidrogén-peroxid scavanger aktivitást (C) sejtmentes renszerben Ampliflu red 

segítségével mértük. 12 M EODB vagy 10 M aszkorbinsav (VitC) oldatát inkubáltuk 0,1 M 

H2O2, 50 mM Ampliflu Red és 0,1 E/ml torma-peroxidáz jelenlétében foszfát-NaCl pufferben 

5 percig szobahőmérsékleten. A diagramokon 3 kísérlet átlagát ábrázoltuk ± SEM. *p<0,05 a 

kontrollhoz képest. 
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Tanulmányoztuk az EODB potenciális sejtvédő hatásának érvényesülését a mitogén-

aktivált protein kinázok (MAPK) közé tartozó p38 és JNK (c-jun N-terminális protein kináz) 

aktivitásokra, illetve foszforilációs állapotainak változására. A vegyület nem befolyásolta a p38 

kináz funkcióját (adatokat nem közöljük), de a JNK aktiválása módosult (20. ábra). A JNK 

aktiválása (P-JNK/JNK arány) jelentősen fokozódott doxorubicinnel kezelt sejtekben, és az 

EODB hatékonyan csökkentette a kináz akiválódását. 

 

 

20. ábra: Az EODB hatása a doxorubicin-indukált JNK aktiválásra 

Az EODB hatását H9C2 sejteken vizsgáltuk. A sejteket 30 percig kezeltük 12 M EODB 

oldatával melyet 24 órás 300 ng/ml doxorubicin kezelés követett. JNK aktiválását, foszfo-JNK 

képződését Western blot segítségével mutattuk ki. Az eredményeket denzitometriával is 

értékeltük, amelyek három független kísérlet adatát ± SEM mutatják be. Szignifikáns különbség 

a kontrollhoz (CTL) képest: *p<0,05, szignifikáns különbség a doxorubicin-kezelt sejtekhez 

képest: #p<0,05. 

 

 

5.11. Az EODB nem befolyásolja a doxorubicin tumorellenes hatását 

Doxorubicinnel kombináltan alkalmazható kardioprotektív vegyületekkel szemben 

támasztott elengedhetetlen követelmény, hogy ne vagy csak kis mértékben befolyásolják a 

doxorubicin tumorellenes hatását. A doxorubicint a tumorok igen széles spektrumában 

alkalmazzák, így tüdő (Kenis et al., 1972), illetve csont tumorok (Sinks and Mindell, 1975) és 

leukémiák (Bassan et al., 1996) esetében is. Ezért vizsgálatainkhoz a tüdőepitél eredetű A549, 

SAOS-2 osteosarcoma sejtvonalat, Jurkat T-sejtes leukémia sejteket és THP-1 monocita 

leukémia sejtvonalat használtunk (21. ábra). Az EODB nem befolyásolta a doxorubicin sejtölő 
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(tumorellenes) hatását. Érdekes, hogy az EODB önmagában is toxikus volt mindegyik általunk 

vizsgált tumor sejtvonalban, ilyet a H9C2 sejtekkel nem tapasztaltunk. 

 

 

 

 
 

21. ábra: Az EODB nem befolyásolja a doxorubicin tumorellenes hatását 

Az EODB hatását A549 (A), SAOS-2 (B), Jurkat (C) és THP-1 (D) sejtvonalakon vizsgáltuk. 

A sejteket 30 percen keresztül kezeltük 10 M EODB oldatával, melyet 24 órás 300 ng/ml 

doxorubicin kezelés követett. A sejtek életképességét MTT életképességi teszt segítségével 

meghatároztuk. A bemutatott adatok 3 kísérlet átlagát szemléltetik ± SEM. Eredményeinket a 

kezeletlen kontroll (100 %) mintákhoz viszonyítottuk. *p<0,05 a kontrollhoz képest. 
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Tanulmányoztuk a doxorubicin hatását A549 és SAOS-2 sejtek proliferációjára is (22. 

ábra). Az EODB nem befolyásolta a doxorubicin jelentős proliferációt gáló hatását. 

Megjegyezzük, hogy az EODB a tüdő epitél eredetű A549 sejtek proliferációját sokkal 

kifejezetebben gátolta, mint a SAOS-2 osteosarcoma sejtvonalat. 

 

 
 

 

22. ábra: Az EODB nem befolyásolja a doxorubicin sejtproliferációt gátló hatását 

Az EODB sejtproliferációra gyakorolt hatását A549 (A) és SAOS-2 (B) sejtvonalakon 

vizsgáltuk. A sejteket 30 percen keresztül kezeltük 10 M EODB oldatával, melyet 24 órás 300 

ng/ml doxorubicin kezelés követett. A proliferációt szulforodamin B teszt segítségével 

határoztuk meg. A bemutatott adatok 3 kísérlet átlagát szemléltetik ± SEM. Eredményeinket a 

kezeletlen kontroll (100 %) mintákhoz viszonyítottuk. *p<0,05 a kontrollhoz képest. 
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6. Megbeszélés 

A molekulakönyvtárak szűrése nagy áteresztőképességű (HTS) módszerekkel az egyik 

leghatékonyabb eljárás új kémiai szerkezetek biológiai hatásosságának felismerésére. Az értekezés 

molekulakönyvtárak szűrési eljárásait mutatja be sejtes modellekben azon célból, hogy sejtvédő 

molekulákat azonosítsunk és/vagy a védőhatással rendelkező vegyületek hatásmechanizmusát 

vizsgáljuk.  

 

6.1. Sejtvédő vegyületek antioxidáns hatásának vizsgálata 

Reaktív oxigén gyökök (ROS) és nitrogéntartalmú szabadgyökök (RNS) a szöveti 

károsodások következtében számos betegség okozói, többek között stroke, miokardiális 

iszkémia-reperfúzió, sokk és gyulladásos kórfolyamatok (Loeper et al., 1991b); (Loeper et al., 

1991a); (Bragt and Bonta, 1980). Az elmúlt évtizedekben nagyszámú protokollt vezettek be 

ezen betegségek kezelésére, de hatásos gyógymódok felismerése még mindig várat magára.  

A jól ismert, de nem célzottan alkalmazható antioxidáns vegyületek (pl. A, C és E-

vitaminok) értékes biológiai hatásait in vitro és állatkísérletekben in vivo is igazolták, de 

klinikai tanulmányok ezt kevésbé támasztják alá (Farbstein et al., 2010); (Bansal et al., 2011). 

A kutatás változatlan kihívása, hogy új, lehetőleg kis molekulatömegű (ezért 

gyógyszerfejlesztés céljaira jobban alkalmazható) sejtvédő vegyületeket ismerjenek meg a ROS 

és RNS által kiváltott sejtkárosodások és sejthalál megelőzésére.  

A Debreceni Egyetem molekulakönyvtárát (UDM) a Szerves Kémia Tanszék hozta létre és 

tartja fenn. A könyvtár kb. 2600 nagy tisztaságú vegyületet tartalmaz, szerkezetileg eltérő típusokat. 

A molekulakönyvtár nagy áteresztőképességű (HTS) szűrésével 29 sejtvédő és 123 antioxidáns 

vegyületet találtunk. Az utóbbiakat ABTS szabadgyök kimutatási módszerrel azonosítottuk (ld. 4.-

6. ábrák). Az UDM molekulakönyvtár vegyületei közül 11 molekula bizonyult mind sejtvédő, mind 

antioxidáns hatásúnak (ld. 7. ábra).  

Az oxidatív stressz által indukált sejthalálban a PARP-1 aktivitásának jelentős 

fokozódását figyelték meg a vizsgált sejtes rendszerek szinte mindegyikében (Jagtap et al., 

2002), ezért tanulmányoztuk a HTS szűréssel sejtvédő hatásúnak bizonyult vegyületeket a 

PARP-1 aktivitására. Két vegyület: 863 (flavanon-származék) és 1862 (kinolin-származék) 

rendelkezett kiemelkedő PARP-1 aktivitás gátlással 20  koncentrációban hidrogén-

peroxiddal kezelt Jurkat sejtekben is (ld. 8-11. ábrák). Adatunk összhangban van Geraets és 

mtsai. (Geraets et al., 2007) megfigyelésével: a táplálékban található flavonok és flavonolok 

(pl. kvercetin, fizetin, tricetin) gátolják a PARP aktvitását tüdő epitélsejtekben. Eredményeik 
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arra is rámutatnak, hogy a táplálék flavon-jellegű vegyületei a krónikus gyulladásos betegségek 

kezeléséhez is hozzájárulhatnak. 

A sejtvédő vegyületeket közül azokat választottuk ki, amelyek nem bizonyultak 

antioxidánsnak és a PARP aktivitását sem gátolták. Számos szerkezetileg hasonló 

indolszármazékot ismertünk fel, amelyek rendelkeznek a fenti tulajdonságokkal. 

Együttműködő partnereink (Prof. Patonay Tamás és munkatársai, Debreceni Egyetem, TTK 

Szerves Kémiai Tanszék) tömegspektrometriás módszerrel kimutatták, hogy ezekben a 

mintákban az eredeti vegyületek azonos bomlásterméke az izatin (1H-indol-2,3-dion) található 

jelentős mennyiségben. Kimutattuk, hogy a HTS szűrésekben (reszazurin-redukció) felismert 

„sejtvédő” hatás döntően az izatinnak tulajdonítható. A HTS szűrés adatait nem tudtuk igazolni 

más módszerekkel: pl. izatin nem gátolta a kaszpáz-3 aktivitását, az LDH felszabadulását és a 

PI felvételét és nem rendelkezett citoprotektív hatással az MTT-tesztben sem [ld. 

közleményünk S1 és S2 ábráit a kiegészítő mellékletben (Hegedus et al., 2013)]. Ezért az izatin 

bomlásterméket tartalmazó vegyületeket nem vizsgáltuk tovább. Adataink arra is felhívják a 

figyelmet, hogy a HTS-módszerek közt nagy népszerűségnek örvendő reszazurin-redukció 

óvatossággal értékelendő, és csak megfelelő kontrollok alkalmazásával lehet kiszűrni a hibás 

pozitív eredményeket, illetve párhuzamosan más módszert is kell alkalmazni. 

A vegyületek újabb szűrésével (MTT életképességi meghatározás, CUPRAC és Amplex 

Red mérések) a dibenzoil-metán (DBM) származékok bizonyultak sejtvédő hatásúnak (ld. 12. 

ábra). A DBM származékok különböznek az antioxidáns tulajdonságú vegyületektől, ugyanis 

nem védik a hidrogén-peroxiddal kezelt Jurkat sejteket a kaszpáz-mediált apoptotikus 

sejthaláltól, és nem befolyásolják a hidrogén-peroxid által kiváltott mitokondriális 

membránpolarizációt. Valójában a nekrotikus sejthalál útvonalat módosítják, mert 

szignifikánsan csökkentik a propidium-jodid felvételét hidrogén-peroxid kezelés során, ami 

arra utal, hogy a plazmamembrán megőrizte integritását (ld. 13. ábra). 

 

6.2. Dibenzoil-metán származékok lehetséges sejtélettani szerepe   

 A DBM vegyületek antinekrotikus hatásának lehetséges célfehérjéi az ERK1/2 kinázok, 

aktivitásuk gátlása elősegíti a sejtek túlélését. Az ERK fehérjékről korábban kimutatták, hogy 

részt vesznek a hidrogén-peroxid által kiváltott nekrotikus sejthalálban (Zhuang et al., 2008), 

ezért kísérleti megfigyelésünk (ld. 14. ábra) molekuláris magyarázatát is jelenthetik. A DBM 

vegyületek antinekrotikus hatása értékes, mivel a nekrotikus sejthalál a legáltalánosabb és 

legveszélyesebb sejtpusztulás pl. stroke vagy miokardiális iszkémia-reperfúziós kórképekben.  
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 Felismerték, hogy a DBM jótékony hatású az iszkémiás kórképekben, mivel stabilizálja 

a sejt adaptív hypoxiáért felelős „master” génjét a hypoxia-indukáló faktort: HIF-1 fehérjét 

(Mabjeesh et al., 2003). Az általunk igazolt sejtvédő effektus (13. ábra) további megerősítését 

jelenti a DBM származékok kedvező felhasználásának iszkémiás betegségekben, mivel 

ezeknek a vegyületeknek a toxikus hatása elenyésző (Kockler et al., 2013). 

 A dibenzoil-metán molekulának két tautomer formája van és a keto ↔ enol egyensúly 

jelentős mértékben az enol irányába tolódik el. A DBM és származékainak fotostabilitását a 

hidrogénhíd-kötés biztosítja, ezért több származékot (pl. Avobenzone®) napvédő 

készítményekben, mint kémiai szűrőket alkalmaznak. 

 A DBM származékok felkeltették a gyógyszerkutatók és fejlesztők érdeklődését is. A 

vegyület több származékát alkalmazzák tumorok (pl. bél, mell és bőr) kezelésében, mivel a 

detoxifikáló enzimek (pl. glutation-transzferázok, epoxi-hidrolázok) indukcióját a tumorok I. 

stádiumában (Dinkova-Kostova and Talalay, 1999); (Singletary and MacDonald, 2000) és II. 

stádiumában is megfigyelték (Ebert et al., 2007). Ezek a detoxifikáló enzimek védenek az 

oxidatív stressz ellen is, továbbá számos toxikus és/vagy karcinogén anyagot is képesek 

hatékonyan eliminálni. 

A gyomor-béltraktus tumoraival kapcsolatban megfigyelték, hogy a táplálék DBM 

tartalma csökkentette a szervezet prosztaglandin E2 vagy leukotrién B4 szintjét, gátolta a sejtek 

túlélését és több növekedési faktor által közvetített jelátviteli folyamatot (Shen et al., 2007). A 

DBM gátolta az emlő és a prosztata tumorokat is: az ösztrogén-receptor kötődésének 

elősegítésével a válaszadó eleméhez (Lin et al., 2006),  illetve csökkentve az androgén-receptor 

expesszióját (Frazier et al., 2004); (Jackson et al., 2007). 

A DBM-ról és származékairól kimutatták, hogy sejtosztódást is gátolnak (Anand et al., 

2011). Az egyik hasonló szerkezetű molekulának [1,3-bisz-(2-acetofenil)-propán-1,3-dion] 

gyulladáscsökkentő hatását figyelték meg a forbol-észter-indukált fül ödémában egerekben, 

ami nagymértékben hasonlít az Aspirin jól ismert védő hatásához (Lin et al., 2011). 

 

6.3. A DBM és a sejthalál kapcsolata 

 A DBM és a sejthalál kapcsolata ellentmondásos. A DBM különböző hidroxilált 

származékai kaszpáz-függő apoptotikus sejthalálhoz vezetnek A549 és CH27 sejtekben, 

amelyet a mitokondriális membránpotenciál csökkenése is igazol (Weng et al., 2009). A 

hidroxi-DBM apotózist váltott ki HL-60 sejvonalban, fokozta a ROS termelődést és gátolta az 

ornitin-dekarboxilázt, ami nélkülözhetetlen a sejtek növekedéséhez, mivel a DNS-t stabilizáló 

poliaminok szinézisének egyik kulcsenzime (Pendeville et al., 2001). 
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 Egy másik DBM származék (2,2’-dimetoxi-dibenzoil-metán) neuroprotektív hatású volt 

oxidatív stresszben, sejtvédő hatása korrelált a vegyület antioxidáns kapacitásával (Takano et 

al., 2007). 

 Eredményeink több DBM származék új, sejtvédő hatásának felismeréséhez vezetett és 

igazoltuk, hogy a sejtvédő hatás csak részben tulajdonítható antioxidáns képességüknek. 

Megállapítottuk azt is, hogy DBM származékok a hidrogén-peroxid által kiváltott oxidatív 

stresszben elsősorban a nekrotikus sejthalál útvonalat befolyásolják, az apoptózist alig. 

 

6.4. A doxorubicin citotoxikus hatása 

 A doxorubicin széleskörűen használt gyógyszer a tumorterápiában. A vegyület 

citotoxikus, ezért alkalmazása a kemoterápiában nagy elővigyázzatosságot igényel. A 

kemoterápiás gyógyszerek közül többnek is van olyan mellékhatása, ami a szívsejtekben 

diszfunkciót és sejthalált okoz. ROS és RNS képződik antraciklinvázat tartalmazó kemoterápiás 

gyógyszerek intracelluláris redox folyamatában, amelyek a kérdéses gyógyszer toxikus 

mellékhatásának fő kiváltói. Szuperoxid aniongyök, hidrogén-peroxid, hidroxilgyök és 

peroxinitrit képződése okozza elsősorban a doxorubicin kardiotoxikus hatását (Doroshow, 

1986) és (Pacher et al., 2003). A redox-stressz által indukált jelátviteli útvonalak is szerepet 

játszanak, mint pl. p38 MAP kinázok, PARP-1, mátrix metalloproteinázok, továbbá 

anyagcsereváltozások is hozzájárulhatnak a doxorubicin kardiotoxicitásához (Volkova and 

Russell); (Pacher et al., 2002); (Bai et al., 2004) és (Szanto et al., 2011). 

 A HTS szűréseket elsősorban olyan farmakológiailag jelentős targetek vizsgálatában 

alkalmazzák, amelyekben nagy populációkat érintő beteségcsoportok patomechanizmusát 

kívánják jobban megérteni és eredményes gyógyszerjelölt fejlesztést elindítani. Ismereteink 

szerint a doxorubicin káros mellékhatását kivédeni képes kardioprotektív vegyületek 

felismerésére még nem használtak HTS módszert. 

 

6.5. A doxirubicin kardiotoxikus hatásának csökkentése 

 Az értekezésben bemutatott vizsgálatainkben HTS módszerrel kívántunk kiválasztani 

olyan molekulákat, amelyek megvédik a szívsejteket a doxorubicin toxicitásától. A DiverSet 

10.000 molekulakönyvtár (Chembridge, USA) változatos szerkezetű, ezért feltehetően eltérő 

farmakológiai hatásokkal rendelkező vegyületeket tartalmaz. A 9680 molekula kardioprotektív 

hatását elsődlegesen a doxorubicin citotoxicitására vizsgáltuk életképességet mérő MTT-

teszttel HTS módszerként alkalmazva (ld. 15. ábra). Ebben a tesztben 15 molekula bizonyult 

hatásosnak. Szem előtt tartva, hogy a citoprotektív hatás felismerése, különösen doxorubicin-
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indukált kardiotoxicitásban (Calvert and Vohra, 2013) nem egyértelműen igazolja a vegyületek 

hatékonyágát, ezért a kiválasztott molekulákat újabb, morfológiai vizsgálatokkal elemeztük (ld. 

16. ábra). A H9C2 sejtekkel borított felület nagyságának meghatározásával egyetlen vegyület, 

az EODB (kémiai elnevezése: 3-[2-(4-etil-fenil)-2-oxoetil]-1,2-dimetil-1H-3,1-benzimidazol-

3-ium-bromid) esetében tudtuk megerősíteni a sejtvédő hatást. 

 A doxorubicin mellékhatását csökkentő kísérleti rendszerek a ROS és RNS 

képződésének csökkentésére fókuszálnak. Így pl. egy E-vitamin származék (Nagata et al., 

1999), flavonoidok (Xiao et al., 2012) és (Subburaman et al., 2014) vagy a peroxinitrit bomlását 

katalizáló ferroporfirin vegyület (Pacher et al., 2003) és további antioxidáns szerek bizonyultak 

hatásosnak a doxorubicin által kiváltott szívkárosodások megelőzésében (Mukhopadhyay et al., 

2009). Az EODB valószínűleg nem hat közvetlenül a ROS vagy RNS különböző fajtáira, mivel 

sem az ABTS színtelenítési tesztben, sem a CUPRAC módszerben nem bizonyult antioxidáns 

hatásúnak (ld. 19. ábra). Nagyon valószínű, hogy EODB kardioprotektív hatása közvetett: a 

sejtsérülésekre érzékeny jelátviteli útvonalakat befolyásolja. 

 A doxorubicin kardiotoxicitását kivédő modellekben az antioxidáns hatás hiánya nem 

kivételes, mivel PARP (Pacher et al., 2002), topoizomeráz és angiotenzin-II receptor (Zhang et 

al., 2012) inhibitorok sem rendelkeznek antioxidáns tulajdonsággal. Kimutattuk (ld. 17. ábra), 

hogy az EODB mind az apoptotikus, mind a nekrotikus sejthaláltól véd, feltehetőleg a 

doxorubicin citotoxikus hatás kialakulásának egyik kezdeti lépését befolyásolja és nem 

valamelyik sejthalálhoz vezető jelátviteli folyamatot. Az EODB "közvetett" hatása klinikai 

szempontból jelentősebb lehet, mint a közvetlen szabadgyök koncentáció csökkentése, mert az 

antioxidáns szerek (pl. N-acetil-cisztein vagy Fe-komplexek) nem bizonyultak hatásosnak 

preklinikai és klinikai vizsgálatokban (Dresdale et al., 1982) és (Hasinoff et al., 2003). 

 

6.6. Az EODB kardioprotektív hatása 

 A vegyület kémiai szerkezete magyarázhatja sejtvédő tulajdonságát és mellékhatásait 

is. Elsősorban az EODB benzimidazol része tekinthető felelősnek, mivel ilyen gyűrűt 

tartalmazó származékok farmakológiailag jelentős családot képeznek igazolt antivirális (De 

Palma et al., 2008) és (O'Sullivan et al., 1967), antimikrobiális [(Rajanarender et al., 2008; 

Tuncbilek et al., 2009)], valamint antidiabetikus (Kwak et al., 2013) tulajdonságokkal. A 

telmisartan egy angiotenzin-II receptor blokkoló és két benzimidazol részt is tartalmaz. 

Patkányokban a telmisartan hemodinamikai adatokkal alátámasztva csökkentette a doxorubicin 

kardiotoxicitását, és jelentősen redukálta több mátrix metalloproteináz [p22(phox), p47(phox) 

és p67(phox)] vagy az NFB és Nox4 expresszióját, továbbá mérsékelte az oxidatív DNS 
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károsodást, a lipid peroxidációt és a sejthalált [(Iqbal et al., 2008) és (Arozal et al., 2010)].  

 Feltételezhető, hogy EODB is angiotenzin-II receptor blokkoló, ez okozhatja a 

jelentékeny kardioprotektív hatását. Több benzimidazol származék antitumor hatását is 

igazolták, ami elsősorban a topoizomerázok gátlásának a következménye [(Galal et al., 2010); 

(Hasinoff et al., 2012) és (Rashid et al., 2014)]. Ez azért jelentős, mert magyarázhatja az EODB 

kardioprotektív hatását a doxorubicin kezelés során. Az EODB ugyanakkor nem befolyásolta a 

doxorubicin citotoxicitását tumor (A549, SAOS-2, Jurkat és THP-1) sejtvonalakban, bár 

citotoxikusnak bizonyult önmagában is (ld. 21. és 22. ábrák). Normál sejtvonalban (H9C2) nem 

tapasztaltunk EODB citotoxicitást, míg primer patkány kardiomiocitákban igen, ami 

korlátozhatja az EODB sejtvédő szerként történő felhasználását (ld. 18. ábra). 

 Összefoglalóan megállapíthatjuk, hogy a nagy áteresztőképességű szűrési (HTS) 

módszeren alapuló vegyületkiválasztás alkalmas a doxorubicin kardiotoxikus hatása elleni 

molekulák azonosítására. H9C2 sejtvonalban és primer patkány kardiomiocitákban az EODB 

kivédte a doxorubicin kardiotoxikus hatását anélkül, hogy csökkentette volna a kemoterápiás 

szer tumorellenes hatékonyságát. Az EODB alkalmasnak tűnik további kémiai szerkezet 

módosításokra, ún. "vezérmolekula" (lead molecule) kialakítására gyógyszerfejlesztési 

kísérletekben. További szerkezet-hatás vizsgálatok azonosíthatják a molekula sejtvédő és a 

toxikus hatásaiért felelős szerkezeti elemeket, melynek révén fokozottan sejtvédő és kevésbé 

toxikus származékok előállítása is lehetővé válhat. 
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7. Összefoglalás 

 

 A Debreceni Egyetem kutatói által létrehozott molekulakönyvtár 1863 vegyületéből 29 

védett a hidrogén-peroxid által indukált citotoxicitás ellen Jurkat sejtekben. Ezen vegyületek 

közül 11 antioxidáns aktivitással is rendelkezett, és kettőt találtunk hatékony PARP gátlónak. 

Négy sejtvédő dibenzoil-metán (DBM) származékot részletesen is tanulmányoztunk, mert nem 

rendelkeztek antioxidáns hatással, és nem gátolták a PARP enzim aktivitását.  

 A négy DBM származék védelmet nyújtott a nekrotikus sejthalállal szemben, míg nem 

befolyásolta az apoptotikus útvonalra jellemző kaszpáz aktivitását. A hidrogén-peroxid fokozta 

az extracelluláris jellel szabályozott kinázok közül az ERK 1/2 és p38 MAP kinázok foszforilált 

formájának mennyiségét, de nem módosította a c-Jun kináz hatását. A DBM származékok csak 

a hidrogén-peroxid által fokozott foszfo-ERK 1/2 mennyiségét csökkentették. 

 A vegyületek sejtvédő hatását A549 tüdő epitélsejtekben is igazoltuk bizonyítva, hogy 

hatásuk nem sejtspecifikus. Az új típusú DBM vegyületek a sejtvédő anyagok új osztályát 

alkotják, mert gátolják az ERK 1/2 kinázt és védenek a nekrotikus sejthaláltól anélkül, hogy 

módosítanák a PARP aktvitását.  

 Az egyik legáltalánosabban használt tumorellenes antraciklin a doxorubicin, amit 

sikeresen alkalmaznak a legkülönbözőbb szervek tumorellenes kemoterápiájában. A gyógyszer 

alkalmazásának egyik hátránya súlyos kardiotoxikus hatása, mert a doxorubicin kezelés a beteg 

teljes életciklusában kumulálódik. A doxorubicin tumorellenes hatása és kardiotoxicitása eltérő 

molekuláris mechanizmusokon alapszik, ezért lehetőség van arra, hogy a súlyos mellékhatás 

kiküszöbölésével érintetlenül hagyjuk tumorellenes hatását.  

 A Chembridge Diverset molekula könyvtár 9680 vegyületét vizsgáltuk H9C2 patkány 

kardiomiocitákban a doxorubicin kezeléssel kiváltott sejthalálban. Életképességi és 

sejtmorfológián alapuló módszerekkel választottuk ki a vegyületeket. A leghatékonyabb 

molekula jelentősen csökkentette a doxorubicin által kiváltott apoptotikus és nekrotikus 

sejthalált, ugyanakkor nem rendelkezett szabadgyökfogó képességgel, és nem befolyásolta a 

doxorubicin tumorellenes hatását. A benzimidazolt tartalmazó vegyületünk – további kémiai 

szerkezet optimalizálással – alkalmasnak tűnik gyógyszerjelölt fejlesztésre, ami a szívizom 

doxocubicin által okozott sérüléseit 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 PARylation.  

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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