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1. BEVEZETES

Molekulakonyvtarak sziirése sejtalapu nagy ateresztOképességli
modszerekkel (cell-based high throughput screening: HTS) olyan hatékony
eljaras, melynek sordn nagyszamu molekula vizsgalatat (,,szlirését”)
valositjdk meg sejtes vagy kiillonboz6 betegségeket is reprezentald
modellekben. Az eljaras soran pl. sejtvédd (citoprotektiv) molekulak
keriilnek azonositasra. A sziirési eljarasban azonositott sejtvédé molekulak
alkalmasak egyes élettani vagy patofiziologiai folyamatok vizsgalatira az
alapkutatasban is.

A szervezetben a szabadgyokoknek fontos élettani szerepiik van a
redox szabalyozasban. Fokozottan képzddnek szabadgyokok kiilonbozo
gyogyszerek, antibiotikumok, tumorellenes szerek (pl. doxorubicin), az UV
sugarzas, a dohdnyzas, toxinok, xenobiotikumok hatisira. Bonyolult
védekez6 rendszer biztositja, hogy a szabadgyokos reakciok egy bizonyos
hatarig a sejtalkotok karositdsa nélkiil jatszodjanak le. Kémiailag eltérd
szerkezeti molekuldk lehetnek antioxidansok, kozds sajatsaguk, hogy
jelentdsen késleltetik vagy gatoljak a szubsztratok oxidaciojat. Az
antioxidans hatasukat a sejten beliil (intracellularis) vagy a sejtmembranban
vagy a sejtek kozotti térben (extracellularis) fejthetik ki.

Az oxidativ stressz a reaktiv oxigén és/vagy nitrogén eredetii
szabadgyokok (ROS és RNS) keletkezése és az antioxidans védé rendszerek
kozotti egyensily megbomlasa, a sejtek redox allapotinak megvaltozasa
soran 1ép fel. Az ATP keletkezése soran szamos oxidacios-redukcios 1épés
torténik, amikor redukalo agens (hidrogén) szallitodik az oxigénre. A ROS
kontrollalatlan keletkezése vagy az antioxidans rendszer mikddésének
csokkenése vezet az oxidativ stressz kialakulasdhoz. Szinte nincs olyan

betegség, ahol a szabadgyokok karositd hatdsat ne mutattdk volna ki, vagy a
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szabadgyokok tultermel6dése vagy az antioxidans rendszer karosodasa
miatt. A szabadgyokok képesek arra, hogy az antioxidans rendszerek
miikodését gatoljak, pl. gy, hogy elfogyasztjdk a rendelkezésre allo
antioxidansokat, igy pozitiv visszacsatolasos kor alakul ki. A sejtek egy
masodlagos oxidativ karosodasra érzékenyebbek lesznek. Az &nrontd kor
folytatodik, és a sejt karosodasa tovabb nd egészen akar a sejthalalig.

A sejtpusztulds  stressz-indukalt  ion-deregulacidjat  vagy
szabadgyokos folyamatait, amelyet fizikai, kémiai és biologiai valtozasok
idéznek eld, el kell valasztani az apopt6zistdl, a programozott sejthalaltol, a
genetikailag determindlt Ongyilkos folyamattol, melyek sordn a
szabadgyokos mechanizmusok fontos szerepet jatszanak.

Az oxidativ stressz szerepét tobb mint 100 betegségben, szamos
korfolyamatban feltételezik. Ezek koziil emlitjiik az atherosclerosist, a
diabetes mellitus kardiovaszkularis hatasait, a reperfizids karosodast és a
xenobiotikumok, illetve toxinok karositd hatasat. Az oxidativ stresszt
vizsgalhatjuk kozvetett modon, a védelem oldalarol, az antioxidans hatdst
komponensek mérésével vagy a tdmadas oldalarél kozvetlenill az oxidalt
metabolitok mérése révén, vagy a két modszer kombinaciojaval.

A poli(ADP-riboz)polimeraz-1 (PARP-1) a DNS koté enzimek
PARP csaladjanak tagja, mas PARP izoenzimekkel egyiitt, a sejtmagban és
a mitokondriumban helyezkedik el szamos sejttipusban, a szivizomsejteket
is beleértve. A PARP ADP-ribozt polimerizal a sejtmagban 1évé fehérjékre,
hisztonokra, transzkripcios faktorokra és 6nmagara a PARP-1 enzimre is.
Fiziologias allapotokban a poli(ADP-ribolizacid) szerepet jatszik a DNS
hibajavitasban, a genom stabilitasanak megérzésében, a sejt talélésében, a

sejtosztodasban és differencialddasban is.



Az oxidativ stressz altal kivaltott sejt és szoveti sériilésekben
nemcsak a makromolekulak karosodnak, hanem - mint lattuk - a kiilonb6z6
jelatviteli tutvonalak is. Ezek kozott emlithetjik a MAP kinazokat,
apoptozis-szabalyozott kinazokat, és PARP-1 fehérjéket. A sejtmaghban
talalhato PARP-1 enzimet DNS torések aktivaljak. Az aktivalt PARP a
javito (repair) fehérjéket a sériilt DNS-szakaszhoz iranyitja poli(ADP-riboz)
egységekkel, elésegitve a DNS javitasat. Sulyos oxidativ stresszben a
PARP-1 kimeriti a sejt NAD"-készletét és ennek kovetkeztében az ATP
tartalékot is, nekrotikus sejthalalt okozva.

A PARP inhibitorok alkalmazésaval és a PARP génhianyos egerek
vizsgalatdval kimutattdk, hogy a PARP talmikodése szamos oxidativ
stressz altal kozvetitett korfolyamatban részt vesz: szivizom iszkémia-
reperfaziés karosodas, gyulladas, diabetes mellitus, diabetes okozta
kardiovaszkularis betegségek, keringési shock, stroke, szivizomhipertofia,
szivelégtelenség, traumas kozponti idegrendszeri karosodas, arthritis,

colitis, allergias encefalomyelitis és a gyulladasok mas formaiban.

Oxidativ stressz és sejtvédé (citoprotektiv) anyagok

A jelatviteli (szignal transzdukcioés) folyamatokban a sejtek kiilsé
jelekre valaszolnak és egymassal is kommunikalnak. A jelatvitel a sejt
kiilonb6z6 valaszadd fehérjéiben valtozasokat indit el, elsésorban
hormonok, ndvekedési faktorok, citokinek és neurotranszmitterek hatasara.

A ROS nemcsak sejtkarosito hatast, hanem fontos élettani szerepet
jatszik a jelatvitelben és annak szabalyozasaban. A sejtek ismert
sajatossaga, hogy folyamatosan termelnek ROS-t, amelyek a szignal
transzdukciés mechanizmusok segitségével modositjdk pl. a sejtek

osztodasat vagy differencialodasat. Szamos sejttipus gyors ROS

5



képzddéssel valaszol, amikor citokinek (pl. interleukin-13, 6 vagy 3, tumor
nekrozis faktor: TNF-a), novekedési faktorok (pl. PDGF, NGF, FGF, GM-
CSF) és hormonok (pl. inzulin, angiotenzin II) stimulaljak. Nagyszamu
kisérleti megfigyelés alakitotta ki azt az elképzelést, hogy az
intracellularisan képz6d6 ROS hatésa élettanilag is jelentds a jelatvitelben, a
ROS molekulak ,,masodlagos hirvivének™ is tekinthetek.

Szamos citokinr6l és novekedési faktorrol igazoltadk, hogy
kotédnek kiilonbozo jelatviteli receptorokhoz nem-fagocitald sejtekben. A
novekedési hormonreceptor tirozin kinazok kiemelkedé szerepet jatszanak
az intracellularis jel tovabbitdsaban a citoplazma és sejtmag felé, az
informacio a receptorokrol az intracellularis MAPK jelatviteli ttra
terelodik. Szdmos tanulmany igazolja, hogy a MAPK enzimcsalad tagjainak
aktivitasat a ROS szabalyozza. Ezek az extracelluléris-jel regulalt ERK
enzimek, a c-Jun-N-terminalis kinaz (JNK), p38 MAPK ¢s BMAPK (,,big”
MAPK). Errdl a jelentds enzimcsoportrél mutattdk ki, hogy mddositod
hatasaival kozremiikodik a sejtosztodas, a differencialodas vagy a sejthalal
(apoptozis) szabalyozasaban.

Az oxidativ stressz-indukalt sejthalal szerepét szamos stlyos
betegségben igazoltak: neurodegenerativ betegségek, miokardialis infarktus,
stroke, iszkémids reperfuzids seriilések. Kiilonb6zo kisérleti rendszerekkel
és eljarasokkal probalkoznak a betegségek kezelésében, mindegyikben
azonos a cél, vagyis a sejtek, szervek integritdsanak megérzése. Ilyenek az
antioxidans tulajdonsagli sejtvédé anyagok, PARP inhibitorok, JNK
inhibitorok, kaliumcsatorna nyité vegyliletek. Ezekr6l sikeriilt igazolni,
hogy hatasosan védik a szoveteket az oxidativ sériilésektdl. Bar biztatd
eredmények vannak és folytatnak klinikai vizsgalatokat is, tjabb kezelések

bevezetése elésegitheti a sulyos korképek kezelését. Munkank egyik célja

6



olyan 1) sejtvédé molekuldk azonositasa, amelyek kedvezé terapias

lehet6ségekkel rendelkeznek.

A doxorubicin kardiotoxikus mellékhatasai

A doxorubicin antraciklin  antibiotikumok kozé tartozo
kemoterapias készitmény. A klinikumban nagy népszerliségre tett szert a
rendkiviil lipofil, a szervezetben hossz( féléletidével rendelkez6 gyogyszer.
A doxorubicint a rosszindulatii daganatok szdmos valtozatanak kezelésére
alkalmazzak: akut leukémia, Wilms-tumor, neuroblasztoma, mellrak,
Hodgkin ¢és non-Hodgkin limfomak, hepatdmak, pajzsmirigydaganatok,
petefészekrak a doxorubicin adasanak indikacios korébe tartoznak. Ezen
kiviil gyomor-, nyaki-, here-, endometrium és méhnyakrakoknal, valamint
mieldomaban is alkalmazhato.

A doxorubicin hatdsmechanizmusa teljes mértékben maig
felderitetlen, azonban a szakirodalom nagy része ugy véli, hogy a
daganatellenes hatast a doxorubicin molekula kromofor planaris rész DNS-
szalak kozotti beé¢keldodésének kdszonheti, mig az aminocukor rész a DNS
kis arkéban, a beékelddési hely kdzvetlen szomszédsagban 1évo bazisokkal
1ép kolcsdnhatasba, s ezaltal a topoizomeraz-2-t gatolja.

Klinikai felhasznalhatésaganak azonban gatat szab kardiotoxikus
mellékhatasa: irreverzibilis kardiomiopatia és sulyos szivelégtelenség
alakulhat ki. Ezek a szovédmények szoros Osszefliggést mutatnak a
doxorubicin alkalmazott dézisaval. Doxorubicin kardiotoxikus hatisa
komplex, de szoros kapcsolatot mutat a ROS mennyiségével. A ROS
jelatviteli rendszer és a doxorubicin okozta szivelégtelenség kozti

kapcsolatra szamos allatkisérlet is felhivta a figyelmet.
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A nagyszamu, mellékhatasokat csokkentd gyogyszer, illetve
kezelési stratégia keriilt megismerésre és kidolgozasra a doxorubicin tobb
mint négy évtizedes terapias alkalmazdsdval parhuzamosan, hogy
csokkentsék a doxorubicin karos mellékhatasait. Tovabbi protokollok
bevezetéséhez Gjabb molekuldk megismerése és €lettani hatasuk felderitése
elengedhetetlen, ezzel a klinikum tovabbi lehetdséget kaphat a doxorubicin

tumorellenes kezelését kiséré mellékhatasok kivédésére.



2. CELKITUZESEK

Molekulakonyvtarak szlirése sejtalapu nagy ateresztoképességii
modszerekkel az egyik leghatékonyabb eljaras. Az értekezés célja
egyetemi-kutatoi hattérrel, sejtes modelleken végzett molekulakonyvtarak
szlirési eljarasanak bemutatasa, azon célbol, hogy sejtvédé molekulakat
azonositsunk  és/vagy a  védoOhatassal  rendelkezé  vegyiiletek
hatasmechanizmusat vizsgaljuk.
A specifikus céljaink a kovetkezok voltak:

1. Olyan ¢ldsejtes modelleket hasznalni, amelyek alkalmasak
nagyszamu vegyiilet antioxidans és/vagy sejtvédd hatasanak gyors
vizsgalatara.

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

3. A molekulakonyvtarak tesztelését végezve a sejtvédd/antioxidans
hatasu vegyiiletek kivalasztasa.

4. A HTS szirési eljarassal nyert sejtvédd  agensek
hatasmechanizmusainak felderitése, egyes molekulatipusok jobb
megismerése.

5. Az eredmények megerdsitése mas modszerekkel és kiilonbozo
sejtvonalakban.

6. A doxorubicin kardiotoxikus hatasanak kivédhet6sége ujabb
molekulakkal sejtes rendszerekben.

7. A kivalasztott vegyiiletek kardioprotektiv hatdsanak igazolasa

primer kardiomiocitakban.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Molekulakényvtarak

DiverSet 10.000 compound library (molekulakonyvtar) a
Chembridge (San Diego, CA, USA) Gsszeallitasa. A vegyiiletek valogatasa
eltéré molekulaszerkezet alapjan torténik, ezért valtozatos farmakologiai
hatasokkal rendelkeznek a kdnyvtarban talalhatd 6sszesen 9680 vegylilet. A
konyvtar dsszeallitasarol bovebb informaciokkal szolgalo internetes forras:
http://www.chembridge.com/screening_libraries/diversity_libraries/diverset
/

A Debreceni Egyetem molekulakonyvtarat (UDM) a Szerves
Kémia Tanszék hozta létre, és tartja fenn. A konyvtar kb. 2600 nagy
tisztasagi (> 95%) vegyiiletet tartalmaz, emellett nagyszam( oxigén-
heterociklusos vegyiiletet, valamint azok prekurzorait. A vegyiileteket
hagyomanyos szintetikus modszerekkel allitottak eld, és azok nagymértékii

valtozatossagot mutatnak.

Sejtvonalak

Jurkat sejtek immortalizalt human T limfocitak, mig az Ab549
human alveolaris epitélsejt eredetli adenokarcinoma sejtek. A H9C2
patkdny embriondlis sziv/miokardium eredeti, mig a SAOS-2 human
oszteoszarkoma. Az Gsszes sejtvonalat ATTC (UK) szereztiik be.

A Jurkat sejtvonalat és az A549 sejtvonalat RPMI 1640-es
médiumban tenyésztettiik, amihez 10 % FBS-t és 2 mM glutamint adtunk.
A H9C2 sejtvonalat és a primer patkany kardiomiocitakat DMEM (10 %
FBS — 2 mM glutamin - 5g/L gliikéz) médiumban tenyésztettik, ill.
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tartottuk. Az SAOS-2 sejtvonalat a fentivel azonos DMEM médiumban

tenyésztettiik, azonban a kdzeg csak 1 g/L gliikozt tartalmazott.

Primer neonatalis patkany kardiomiocita

1-3 napos Wistar patkanyokbol allitottuk el6 a primer
kardiomiocita kultarat. Az allatok gerincének atvagasa utan a sziveket
eltavolitottuk, és jéghideg PBS oldattal oblitettiik. A billentytiket kivettiik és
0,25 % tripszinnel emésztettiik. A kardiomioblaszt mennyiségének novelése
érdekében 90 percig 10 % FBS tartalmic DMEM oldatban tartottuk. A
sejteket 96-lyuku sejtkultira plate-ekbe helyeztiik (1,5x10* sejt/lyuk) és 10
% FBS DMEM oldatban (kiegészitve 1 % glutaminnal ¢és
antibiotikum/antimikotikum eleggyel) tartottuk az inkubatorban (37°C, 5 %
CO,), 24 6ra utan a kdzeget 1 % FBS DMEM oldatra cseréltiik elésegitve a

kardiomioblasztok differencialodasat.

Nagy ateresztoképességii mérések (HTS)

A Tecan Freedom EVO robotjaval végeztiik. A Tecan robot
kiépitése lehetové tette a 96 vagy 384-lyuku plate hasznalatat is. A mintak
adagolasa, reagensek hozzdadéasa, keverése, inkubalasa, valamint a
megfeleld HTS mérés elvégzése teljesen automatizalt volt. Ezért az altalunk
hasznalt kétféle molekulakonyvtar HTS-szlirése megfelelé pontossaggal
volt kivitelezhetd, és a nagyszaml adat szamitogépes értékelése lehetové

tette a hatékony vegyiiletek kivalasztasat.

Sejtek életképességének meghatarozasa
A sejtek életképességét egyrészt reszazurin-redukcion alapulo

méréssel végeztik. A sejtvédd hatast kovetkezOképpen szamoltunk. T:
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kontroll sejtek életképessége, H: hidrogén-peroxiddal kezelt sejtek
¢életképessége, M: a kezelt mintdnk sejtjeinek életképessége. Ez alapjan a
sejtvédd hatas %-os értéke az alabbi formaban adhatdo meg: (M-H)/(T-
H)x100. A 30%-nal nagyobb hatékonysagi vegyiileteket tekintettiik
sejtvédo hatastinak.

A sejtek  életképességét  laktat-dehidrogendz  aktivitas
meghatarozasaval is jellemeztikk, valamint kalcein-AM fluoreszcencias
festék felvételén alapulé modszerrel. A kalcein-AM csak ¢€l6 sejtekben
alakul 4t zolden fluoreszkald vegytiletté.
vizsgalatara szolgalé modszer. A metabolikusan aktiv sejtek endocitdzissal
felveszik a tetrazolium-bromid festékmolekulat, és elsésorban a NAD(P)H-
fliggd oxidoreduktdz enzimek hatasara formazan-kristalyokka alakitjak at,
amelyek lila szintieck. A keletkezett kristalyokat oldjuk, a kapott oldat
szinintenzitasa aranyos a sejtek életképességével, illetve a rendszerben 1€vo

sejtek mennyiségével.

Sejtmorfologian alapulo citotoxicitas meghatarozasa

A sejteket (7x10% sejt/lyuk) 96-lyuku plate-re helyeztiik a kezelés
elétt 1 nappal. A sejtekhez a megfeleld vegyiiletek oldatat adtuk 12 uM
végkoncentracidoban. 30 perc 37°C inkubalast kdvetden a sejteket, illetve a
kontroll mintakat doxorubicinnel (300 ng/mL végkoncentracid) kezeltiik 24
oran at 37°C-on. A sejttenyésztd folyadékot lecseréltiik 0,1 % Coomassie
festékoldattal, mostuk, majd szaritottuk. A felvételeket Leica mikroszkopra
szerelt kameraval készitettik 5x nagyitassal. A képanalizist TScratch

software segitségével értékeltiik, meghatarozva a sejttel boritott teriileteket.
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Gyokfogé/antioxidans hatis meghatarozasa

ABTS szintelenitési teszt. Az ABTS oldat alap abszorbanciajat
1,2-re allitottuk, a fotometrids mérés linedris tartomanydnak megtartasa
céljabol. A robot 8-csatornas pipettazofejének segitségével 20 ul ABTS
oldatot mértiink 384-lyuku plate-ek lyukaiba. A tesztvegyiileteket a ,,PIN
TOOL” egység segitségével adagoltuk (20 nl/minta) 20 pM
végkoncentracidban. A mintakat szobahémérsékleten, 30 percig inkubaltuk.
A dekolorizéacid/szintelenedés mértékét Victor V3 mikroplate olvasoval
hataroztuk meg 405 nm hullamhosszon. A mintdk antioxiddns hatasat a
kontroll (DMSO-val kezelt) mintak esetében kapott jel szazalékaban
fejeztiik ki. Azokat a vegyiileteket tekintettilk antioxidansnak, melyek
legalabb 30 % dekolorizaciot okoztak.

A réz(Il)ion redukalasan alapulé antioxidans-kapacitias mérése
(CUPRAC). A mobdszer a réz(Il)ion redukalasan alapul, a képzodott
réz(I)ion kolorimetrids meghatarozasaval. Az antioxidans-kapacitasok
meghatarozasanal 60 uM trolox oldatot hasznaltunk standardként, a
mérésekhez 96 lyuku plateket hasznaltunk.

Amplex® Red - hidrogén-peroxid meghatirozasa. Az Amplex
Red reagens szintelen és 1:1 sztdchiometridaval reagal a hidrogén-
peroxiddal. A képzodott floreszcens termékre jellemz6 excitacios/emisszios
maximum: 570/585 nm. Az Amplex Red reakciéval mar 10 pikomol H,0,
meghatarozhatd 100 pl térfogatban, ezért legalabb tizszer érzékenyebb,
mint az altalanosan hasznalt hidrogén-peroxid meghatarozasok.

Hidrogén-peroxid eltavolito (scavenger) aktivitas. A hidrogén-
peroxid scavanger aktivitast sejtmentes renszerben Ampliflu red (10-acetil-
3,7-dihidroxi-fenoxazin) segitségével mértik. 12 uM EODB vagy 10 uM
aszkorbinsav oldatat inkubaltuk 0,1 uM H,0,, 50 mM Ampliflu Red és 0,1
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E/ml torma-peroxidaz jelenlétében foszfat-NaCl pufferben 5 percig
szobahOmérsékleten. A  peroxiddz hatdsara az  Ampliflu  Red
sztochiometrikusan reagal vords fluoreszkald molekulava, reszorufinnd. A
fluoreszcenciat 530 nm excitaciés és 590 nm emisszidés hulldmhosszon

hataroztuk meg.

Kaszpaz-3 aktivitaisinak meghatarozasa

A kaszpaz-3  aktivitdst amido-metil-kumarinnnal konjugalt
tetrapeptid kaszpaz szubsztrattal végeztik. A keletkezett amido-metil-
kumarin  fluoreszcenciajat  fluoriméteren  detektaltuk  (excitacios

hullamhossz: 390 nm, emisszios hullamhossz: 460 nm).

Laktat-dehidrogenaz felszabadulas meghatirozasa

A laktat-dehidrogenaz enzim (LDH) a piruvat laktatta valo
atalakitasat katalizalja. A folyamat soran a NADH oxidalodik NAD'-d4. A
NADH fogyasa aranyos az LDH aktivitassal, ami fotometridsan mérhetd.
Az LDH a sejtek citoplazmajaban talalhato, sejtsériilés vagy sejthalél esetén

bekeriil a feliiliszoba, meghatarozasa mértéke lehet a sejtek lizisének.

PARP aktivitas meghatarozasa

A vegyiiletek PARP-gatlo aktivitaisit DELFIA (Dissociation-
Enhanced Lanthanide Fluorescent Immunoassay) kisérlettel vizsgaltuk. A
96-lyuk polisztirol plate-eket 0,1 % tisztitott hisztonfehérjével vontuk be,
majd egy éjszakara 4°C-ra helyeztiik 6ket. A PARP DELFIA kisérletet a
gyartok utasitasai szerint hajtottuk végre, pozitiv kontrollként a PJ34 nevii
anyagot hasznaltuk. Az eredmények kiértékelését Perkin Elmer Victor V3

multilabel olvasoval végeztiik.
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Western blot

A MAP-kinazok (ERK 1/2 és foszfo ERK 1/2; p38 ¢és foszfo-p38;
JNK és foszfo-JNK) azonositdsa ¢és aktivalt (foszforilalt) formainak
meghatarozasa Western blot modszerrel tortént. A kezelések elvégzése utan
homogenizaltuk a sejteket, majd gélelektroforézist végeztiink. Ezt kovetéen
a gélben 1évé mintainkat nitrocelluloz membranra transzferaltunk. A
membran aspecifikus kotéhelyeit blokkoltuk. Az elvalasztott fehérjéket
poliklonalis nyul antitestekkel (ERK 1/2 és foszfo ERK 1/2; p38 és foszfo-
p38; IJNK és foszfo-JNK), majd torma-peroxidazzal jelolt szekunder
antitesttel (anti-nyul-1gG) kezeltiik. Az eredményeinket
kemilumineszcencia elohivé oldattal rontgenfilmen tettiik lathatova.
Statisztikai analizis

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

értékeket tekintettiik szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Molekulakonyvtarakban - kiilondsen a célzottan, kémiai szerkezet
és kombinatorikus kémiai eljarasokkal ~modositott vegyliletekbdl
Osszeallitott konyvtarakban - taldlhatdé molekuldk vizsgédlata nagy
ateresztOképességli (HTS) modszerekkel az egyik leghatékonyabb eljaras 0j
kémiai szerkezetek biologiai hatdsossaganak felismerésére. Az értekezés
célja  molekulakdnyvtarak  sziirési  eljardsanak  bemutatdsa  sejtes
modellekben azon célbol, hogy sejtvéddé molekulakat azonositsunk és/vagy

a védohatassal rendelkez6 vegyliletek hatasmechanizmusat vizsgaljuk.

4.1. Sejtvédo vegyiiletek antioxidans hatasanak vizsgalata

A Debreceni Egyetem molekulakdnyvtarat (UDM) a Szerves
Kémia Tanszék hozta létre és tartja fenn. A konyvtar kb. 2600 nagy
tisztasagli vegyiiletet tartalmaz, szerkezetileg eltéré tipusokat. A
molekulakonyvtar nagy ateresztoképességli (HTS) szlirésével 29 sejtvédo és
123 antioxidans vegyiiletet talaltunk, utobbiakat ABTS szabadgyok
kimutatdsi modszerrel azonositottuk. Az UDM molekulakdnyvtar
vegyiiletei koziil 11 molekula bizonyult mind sejtvédd, mind antioxidans
hatasunak.

Az oxidativ stressz altal indukalt sejthalalban a PARP-1
aktivitasanak jelentOs fokozodasat figyelték meg a vizsgalt sejtes rendszerek
szinte mindegyikében, ezért tanulmanyoztuk a HTS sziréssel sejtvédd
hatastnak bizonyult vegyiileteket a PARP-1 aktivitasara. Két vegyiilet: 863
(flavanon-szarmazék) és 1862 (kinolin-szarmazék) rendelkezett kiemelkedd
PARP-1 aktivitas gatlassal 20 uM koncentracidban hidrogén-peroxid kezelt

Jurkat sejtekben is.
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A két hatasos vegyiilet PARP-1 aktivitdst gatlo hatdsadnak
igazolasara Jurkat és A549 sejtvonalakat hasznaltunk. A sejteket 30 percig
kezeltiik a vegytiletekkel, majd hidrogén-peroxid hozzdadasaval stimulaltuk
a PARP aktivitasat, a PAR termék szintézisét. Az oxidativ stressz
(hidrogén-peroxid kezelés) jelentés PARP aktivalodast okozott, amelyet a
Western-blot PAR-polimerjének intenziv festése igazol. A denzitometrias
kiértékelés alapjan a 863-as vegyiilet hasonld védoé hatast fejtett ki, mint a
széleskoriien alkalmazott PJ34. A masik vegyiilet nem bizonyult védo

hatasunak.

4.2. Dibenzoil-metan szarmazékok azonositasa: nagy
ateresztoképességii sziirések eredményeinek értékelése

A sejtvédo vegylileteket koziil azokat valasztottuk ki, amelyek nem
bizonyultak antioxidansnak és a PARP aktivitasat sem gatoltak. Szamos
szerkezetileg  hasonlé indolszarmazékot ismertiink fel, amelyek
rendelkeznek a fenti tulajdonsagokkal. Tomegspektrometrias modszerrel
egyliittmiikodo partnereink (Prof. Patonay Tamas és munkatarsai, Debreceni
Egyetem, TTK Szerves Kémiai Tanszék) kimutattdk, hogy ezekben a
mintdkban az eredeti vegyiiletek azonos bomlasterméke az izatin (1H-indol-
2,3-dion) talalhat6 jelentés mennyiségben. Kimutattuk, hogy a HTS
szlirésekben (reszazurin-redukcid) felismert ,,sejtvédd” hatds dontden
izatinnak tulajdonithato. A HTS sziirés adatait nem tudtuk igazolni mas
modszerekkel: pl. izatin nem gatolta a kaszpaz-3 aktivitasat, az LDH
felszabadulasat és a PI felvételét és nem rendelkezett citoprotektiv hatassal
az MTT-tesztben sem. Ezért az izatin bomlasterméket tartalmazo
vegyiileteket nem vizsgaltuk tovabb. Adataink arra is felhivjak a figyelmet,

hogy a HTS-moédszerek kozt nagy népszeriiségnek oOrvend$ reszazurin-
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redukcid  Ovatossaggal értékelendd és csak megfeleld kontrollok
alkalmazasaval lehet kiszlirni a hibas pozitiv eredményeket, illetve
parhuzamosan mas modszert is kell alkalmazni.

A vegyiiletek ujabb sziirésével (MTT ¢életképességi meghatarozas,
CUPRAC ¢és Amplex Red mérések) a dibenzoil-metan (DBM) szarmazékok
bizonyultak sejtvédé hatastinak. A DBM szarmazékok kiilonboznek az
antioxidans tulajdonsagu vegyiiletektdl, ugyanis nem védik a hidrogén-
peroxiddal kezelt Jurkat sejteket a kaszpaz-medialt apoptotikus sejthalaltol,
és nem befolyasoljak a hidrogén-peroxid altal kivaltott mitokondrialis
membranpolarizaciét. Valdjaban a nekrotikus sejthaldl  utvonalat
modositjak, mert szignifikdnsan csokkentik a propidium-jodid felvételét
hidrogén-peroxid kezelés soran, ami arra utal, hogy a plazmamembran

megOrizte integritasat.

4.3. Dibenzoil-metan szarmazékok hatasa a mitogén-aktivalt kinazok
aktivitasara

A DBM vegyiiletek antinekrotikus hatasanak lehetséges célfehérjéi
az ERKI1/2 kinazok, aktivitdsuk gatlasa el6segiti a sejtek talélését.
Tanulmanyoztuk a mitogén-aktivalt protein kindzok (MAPK) koz¢ tartozod
ERK 1 és 2 (ERK 1/2), p38 és JNK (c-Jun N-terminalis protein kindz)
aktivitasok, illetve foszforilacios allapotok valtozasit DBM szarmazékok
jelenlétében.

Western blot modszerrel kimutattuk, hogy hidrogén-peroxid
jelenlétében az ERK 1/2 és p38 enzimek aktivalodtak, a INK nem. A DBM
szarmazékok hatékonyan csokkentették az ERK 1/2 aktivalodasat (foszfo-

ERK 1/2 képzddését), nem befolyasoltak viszont a p38 foszfo-formajanak a
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mennyiségét. Adataink arra utalnak, hogy a DBM-szdrmazékok elsédleges
célpontjai az ERK 1/2 enzimek lehetnek a nekrotikus sejthalal Gitvonalon.
Az ERK fehérjékr6l korabban kimutattdk, hogy részt vesznek a
hidrogén-peroxid 4altal kivaltott nekrotikus sejthaldlban, ezért kisérleti
megfigyelésiink molekularis magyarazatat is jelenthetik. A DBM
vegyiiletek antinekrotikus hatasa értékes, mivel a nekrotikus sejthalal a
legaltalanosabb és legveszélyesebb sejtpusztuldas pl. stroke vagy

miokardialis iszkémia-reperfuzios korképekben.

4.4. A dibenzoil-metan szarmazékok sejtélettani szerepe

Felismerték, hogy a DBM jotékony hatdsu az iszkémias
korképekben, mivel stabilizdlja a sejt adaptiv hypoxiaért felelds ,,master”
génjét a hypoxia-indukald faktort: HIF-1fehérjét. Az altalunk igazolt
sejtvédd effektus tovabbi megerdsitését jelenti a DBM szarmazékok
kedvezé felhasznalasanak iszkémias betegségekben, mivel ezeknek a
vegytileteknek toxikus hatasa elenyészd.

A dibenzoil-metan molekulanak két tautomer forméaja van és a keto
<> enol egyensuly jelentds mértékben az enol iranyaba tolodik el. A DBM
és szarmazékainak fotostabilitdsat a hidrogénhid-kotés biztositja, ezért tobb
szarmazékot (pl. Avobenzone®) napvédd készitményekben, mint kémiai
szlirbket alkalmazzak.

Eredményeink tobb DBM szarmazék 1j, sejtvédé hatasanak
felismeréséhez vezetett és igazoltuk, hogy a sejtvédd hatas csak részben
tulajdonithatd antioxidans képességiiknek. Megallapitottuk, hogy DBM
szarmazékok a hidrogén-peroxid 4altal kivaltott oxidativ stresszben

elsésorban a nekrotikus sejthalal Gitvonalat befolyasoljak, az apoptozist alig.
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4.5. A doxorubicin kardiotoxikus hatasa

A doxorubicin széleskortien hasznalt gydgyszer a tumorterapiaban.
A vegyiilet citotoxikus, ezért alkalmazdsa a kemoterapidban nagy
elévigyazatossagot igényel. A kemoterapias gyogyszerek koziil tobbnek is
van olyan mellékhatasa, ami a szivsejtekben diszfunkciot és sejthalalt okoz.
ROS ¢és RNS képzddik antraciklinvazat tartalmazo kemoterapias
gyogyszerek intracellularis redox folyamataban, amelyek a kérdéses
gyogyszer toxikus mellékhatasanak kivaltéi. Szuperoxidgyok-anion,
hidrogén-peroxid, hidroxilgydk és peroxinitrit képzddése okozza elsdsorban
a doxorubicin kardiotoxikus hatasat. A redox-stressz altal indukalt jelatviteli
utvonalak is szerepet jatszanak, mint pl. p38 MAP kinazok, PARP-1,
polimeraz-1, matrix metalloproteindzok és anyagcsere-valtozasok is
hozzajarulhatnak a doxorubicin kardiotoxicitasahoz.

A HTS sziliréseket elsésorban olyan farmakolodgiailag jelentGs
targetek vizsgalatdban alkalmazzak, amelyekben nagy populacidkat érintd
betegségcsoportok patomechanizmusat kivanjak jobban megérteni és
eredményes gyogyszerjelolt fejlesztést elinditani. Ismereteink szerint a
doxorubicin karos mellékhatasat kivéd6 kardioprotektiv vegyiiletek

azonositasara még nem hasznaltak HTS modszert.

4.6. Kardioprotektiv vegyiiletek sziirése doxorubicin toxicitas ellen

Az értekezésben bemutatott vizsgalatainkban HTS modszerrel
kivantunk kivalasztani olyan molekulakat, amelyek megvédik a szivsejteket
a doxorubicin toxicitasatol. A DiverSet 10.000 molekulakdnyvtar
(Chembridge, USA) valtozatos szerkezetli, ezért feltehetéen eltérd
farmakologiai hatdsokkal rendelkezé vegyiileteket tartalmaz. A 9680

molekula  kardioprotektiv ~ hatasat  els6dlegesen a  doxorubicin
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citotoxicitasara vizsgaltuk életképességet mér6 MTT-teszttel HTS
modszerként alkalmazva. Ebben a tesztben 15 molekula bizonyult
hatasosnak.

Szem el6tt tartva, hogy a citoprotektiv hatas felismerése, kiillondsen
doxorubicin-indukalt kardiotoxicitdsban nem egyértelmlien igazolja a
vegyiiletek hatékonyagat, ezért a kivalasztott molekulakat ujabb,
morfologiai vizsgalatokkal elemeztik. A HIC2 sejtekkel boritott feliilet
nagysaganak meghatarozasaval egyetlen vegyiilet az EODB (kémiai
elnevezése: 3-[2-(4-etil-fenil)-2-oxoetil]-1,2-dimetil-1H-3,1-benzimidazol-

3-ium-bromid) rendelkezett.

4.7. Az EODB védi a HI9C2 sejteket az apoptotikus és nekrotikus
sejthalaltol

Eletképességi és morfologiai vizsgalataink nem szolgaltattak
informaciot azzal kapcsolatban, hogy a doxorubicin milyen tipusu sejthalalt
okoz a H9C2 sejtekben. Tanulmanyoztuk a doxorubicin hatasat a sejtek
apoptotikus és nekrotikus paramétereire EODB jelenlétében is. Mértiik a
kaszpaz-3 enzim aktivitasat (apoptotikus paraméter), valamint a sejtek
feliilisz6jabol meghataroztuk a nekrotikus sejthalalra jellemz6 laktat-
dehidrogenaz aktivitast. Az EODB elékezelés mindkét enzim aktivitasat

csokkentette, védelmet nyujtva az apoptozis és nekrozis ellen.

4.8. Az EODB kardioprotektiv hatasa primer kardiomiocitakon

Az immortalizalt sejtvonalak a legtobb esetben j6 modelljei a
szoveti eredetiiknek megfeleld sejttipusnak, nagyrészt megérzik annak
tulajdonsagait. A nagy ateresztoképességli mérésekhez is praktikusan

hasznalhatéak, hiszen korlatlanul szaporodnak, jol reprodukalhato
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eredményeket szolgaltatnak. Viszont néhany esetben kiilonb6z6 kezelésekre
adott valaszuk, illetve érzékenységiik a primer sejtektdl eltér. Ezért
tanulmanyoztuk az EODB hatdsdt doxorubicinnel kezelt, ujsziilott
patkanyok szivébdl izolalt sejtekben, melynek soran 12 uM EODB
szignifikans (18 %) védelmet nyujtott a toxicitassal szemben.

Az EODB valosziniileg nem hat kdzvetlenil a ROS vagy RNS
kiillonb6zé fajtaira, mivel sem az ABTS szintelenitési tesztben, sem a
CUPRAC moddszerben nem bizonyult antioxiddns hatasinak. Nagyon
valdszinti, hogy az EODB kardioprotektiv hatasa kdzvetett: a sejtsériilésekre
érzékeny jelatviteli utvonalakat befolyasolja.

A doxorubicin kardiotoxicitasat kivédé modellekben az antioxidans
hatas hianya nem kivételes, mivel PARP, topoizomedz és angiotenzin-l|
receptor inhibitorok sem rendelkeznek antioxidans tulajdonsaggal.
Kimutattuk, hogy az EODB mind az apoptotikus, mind a nekrotikus
sejthalaltol véd, feltehetbleg a doxorubicin citotoxikus hatas kialakulasanak
egyik kezdeti 1épését befolyasolja és nem valamelyik sejthalalhoz vezetd
jelatviteli folyamatot. Az EODB "kozvetett" hatasa klinikai szempontbdl
jelentésebb lehet, mint a kozvetlen szabadgyok koncentracié csokkentése,
mert az antioxidans szerek (pl. N-acetil-cisztein, vagy Fe-komplexek) nem
bizonyultak hatasosnak preklinikai és klinikai vizsgalatokban.

Osszefoglaléan megéllapithatjuk, hogy nagy ateresztdképességii
szirési modszeren alapuld vegyiilet-kivalasztas alkalmas a doxorubicin
kardiotoxikus hatasa elleni molekuldk azonositasara. H9C2 sejtvonalban és
primer patkany kardiomiocitdkban az EODB kivédte a doxorubicin
kardiotoxikus hatasat anélkiil, hogy csokkentette volna a kemoterapias szer
tumorellenes hatékonysagat. Az EODB alkalmasnak tlinik tovabbi kémiai

szerkezet modositasokra, un. "vezér molekula" (lead molecule) kialakitasara
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gyogyszerfejlesztési  kisérletekben. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek
igéretes gyogyszerjeldlt meghatdrozasahoz, ami segitséget nyujthat a

doxorubicin mellékhatdsainak kikiiszobolésére.

5. OSSZEFOGLALAS

A Debreceni Egyetem kutatoi altal 1étrehozott molekulakonyvtar
vegyiiletei koziil 29 védett a hidrogén-peroxid altal indukalt citotoxicitas
ellen Jurkat sejtekben. Ezen vegyiiletek koziil 11 antioxidans aktivitassal is
rendelkezett, és kett6t talaltunk hatékony PARP gatlonak. Négy sejtvédd
dibenzoil-metan (DBM) szarmazékot részletesen is tanulmanyoztunk, mert
nem védtek a hidrogén-peroxid indukalt citotoxicitas ellen, ¢s nem gatoltak
a PARP enzim aktivitasat.

A két DBM szarmazék védelmet nyjtott a nekrotikus sejthalallal
szemben, mig nem befolyasolta az apoptotikus Utvonalra jellemzé kaszpaz
aktivitasat. A hidrogén-peroxid fokozta az extracellularis jellel szabalyozott
kinazok koziil az ERK 1/2 és p38 MAP kinazok foszforilalt formajanak
mennyiségét, de nem moédositotta a c-Jun kindz hatasat. A DBM
szarmazékok csak a hidrogén-peroxid altal fokozott foszfo-ERK 1/2
mennyiségét csokkentették.

A vegyiletek sejtvédd hatasat AS549 tiid6 epitélsejtekben is
igazoltuk bizonyitva, hogy hatasuk nem sejtspecifikus. Az altalunk
felismert, 0j tipusi DBM vegyiiletek a sejtvéd6é anyagok 1j osztalyat
alkotjak, mert gatoljak az ERK 1/2 kinazt és védenek a nekrotikus
sejthalaltol anélkiil, hogy modositanak a PARP aktvitasat.

Az antraciklinek hatékony tumorellenes szerek, az egyik

legaltalanosabban hasznalt antraciklin a doxorubicin, amit sikeresen

cre s
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gyogyszer alkalmazasanak egyik hatrdnya stlyos kardiotoxikus hatasa, mert
a doxorubicin kezelés a beteg teljes életében kumuldlodik. A doxorubicin
tumorellenes hatasa és kardiotoxicitasa eltéré molekularis mechanizmusokat
hasznal, ezért lehet6ség van arra, hogy a stlyos mellékhatas
kikiiszobolésével érintetleniil hagyjuk tumorellenes hatasat.

A Chembridge Diverset molekula konyvtar 9680 vegyiiletét
vizsgaltuk H9C2 patkany kardiomiocitdkban a doxorubicin kezeléssel
kivaltott  sejthalalban.  Eletképességi és  sejtmorfologian  alapuld
modszerekkel valasztottuk ki a vegytileteket. A leghatékonyabb molekula
jelentdsen csokkentette a doxorubicin altal kivaltott apoptotikus és
nekrotikus  sejthalalt, ugyanakkor nem rendelkezett szabadgyokfogd
képességgel, és nem befolyasolta a doxorubicin tumorellenes hatasat. A
benzimidazolt tartalmazd vegyiiletink — tovabbi kémiai szerkezet
optimalizalassal — alkalmasnak tiinik gyogyszerjelolt fejlesztésre, ami a

szivizom doxorubicin altal okozott sériiléseit kivédheti.
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