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BEVEZETES

Doktori értekezésemben ujonnan szintetizalt talidomid analdégok atfogd vizsgalatat
mutatom be a hepatocellularis karcinoma (HCC) in vitro és in vivo modelljein. A potencialis
gyogyszer-jelolt molekulainkat hatékonyan vizsgaltunk meg eldszor a HCC sejtes
modellrendszerén toxikogenomikai és jelolést nem igényld modszerekkel, majd in vivo
hatasvizsgalatot végeztiink a human betegség Matn2™” egérmodelljén is.

A HCC az 6todik legelterjedtebb rakfajta a férfiak korében, mig a ndk esetében a
kilencedik helyet foglalja el vildgviszonylatban, illetve az egyik vezetdé haldlok a rakos
megbetegedések koziil [1,2]. A kialakulasa egy tobb 1épcsés folyamat eredménye, melynek
soran a kronikus gyulladast okozo kornyezeti faktorok hozzajarulnak a maj mezenchimalis és
epitelialis eredetli sejtjeinek a transzformacidjdhoz. A folyamatos sériilések ¢és
regeneralodasok, melyeknek hatterében sokszor kdzvetve vagy kozvetleniil az oxidativ stressz
allhat, olyan karosodasokat okozhatnak a ma4jsejtek genetikai allomanyaban, amelyek
kiilonboz6 onkogéneket (Ras utvonal tagjai, PI3K-Akt kindz szignalizacio, mTOR, Wnt
jelatviteli ut) aktivalnak és/vagy tumorszupresszor (PTEN, p53) géneket inaktivalnak [3-5].

A metasztazis képzés a kiilonbozd rakoknak, igy a hepatocelluléris karcinoménak is,
olyan alapveto tulajdonsaga, melynek soran lokalis attéteket vagy a véraramba belépve és mas
szervekbe eljutva tavoli attéteket képeznek a tumor progresszid késoi fazisdban. A HCC
sejtekre kivaltképp jellemz6 a fokozott motilitas és metsztazis képzés [6-7].

A reaktiv oxigén és egyéb gyokoknek (ROS) meghatarozo6 szerepiik lehet kiilonb6z6
patologias folyamatok kialakuldsaban, igy példaul a karcinogenezisben is. A reaktiv
oxigénszarmazékok karosithatjak a lipideket, fehérjéket és a DNS-t. A reaktiv oxigéngyokok
kis stabilitasuk ellenére is kolcson tudnak hatni a DNS molekuldval, amiben
bazismodositasokat, toréseket, a dezoxiribéz cukorvazat illetve a DNS javitd
mechanizmusokat is karosithatjak [8]. Emellett az endoplazmatikus retikulum (ER)
miitkodésének zavara is hozzajarul a HCC kialakulasahoz. Az ER stressz soran valamilyen
sejten beliili vagy kiviili hatds megzavarja a fehérjék felcsavarodasat az ER beliil és igy a
helytelen konformacioju fehérjék felhalmozodhatnak. Az evolicid soran olyan
mechanizmusok alakultak ki, melyek eltavolitjak a helyteleniil feltekeredett fehérjéket illetve
megkisérlik visszaallitani az endoplazmatikus retikulum homeosztazisat. Amikor az ER
stressz tartosan fennall illetve az Ujonnan termelddott fehérjék mennyisége jelentésen
meghaladja az endoplazmatikus retikulum kapacitasat, a sejt miikodésében zavar 1ép fel és

akar a sejt halalat is okozhatja. Ha az UPR (unfolded protein response) mechanizmus nem



tudja megsziintetni az ER stresszt, abban az esetben aktivalodik az apoptozis belsd (intrinsic)
és kiils6 (extrinsic) Gtvonala [9]. A rdkos sejtekben, megfigyelték, hogy az UPR mechanizmus
jelentds citoprotektiv szerephez jut [9], igy az olyan kismolekuldkkal valé kezelés, mely
hozzajarulnak az ER stressz kialakulasdhoz vagy az UPR mechanizmus mukodését gatoljak,
O stratégiat jelenthetnek a rakos sejtek elpusztitasaban.

A HCC allatokban torténd tesztelésére tobb olyan allatmodellt is kialakitottak, mellyel
jol tanulmanyozhaté a karcinogenezis kialakulasanak 1épései és megfelel6 modellt jelenthet
kiilonb6z6 rakellenes hatéanyag vizsgalatra. Munkank soran a kémiai tumorigenezissel
kialakitott modellt alkalmaztuk, melynek sordan az allatokat olyan kémiai agenssel kezeljik,
melyet a mdj enzimei bioldgiailag aktiv, karcinogén forméva alakit, ami mar képes a m4j
sejtjeit karositani, DNS adduktokat képezni vagy enzimmikddést befolyasolni. Ilyen
vegyiiletek a szén-tetraklorid (CCl,) vagy dietilnitrozaminnal (DEN) [10 49]. Kisérleteinkhez
a DEN indukalta modellt alkalmaztuk, egy olyan transzgenikus modellel, amelyben a
Matrillin-2 génje mesterségesen ki van {iitve. Ennek a modellnek a kombinalasa egy
karcinogén tulajdonsaggal rendelkez6 vegyiilettel (DEN) val6 kezeléssel megfeleld kisérletes
modellt jelent a HCC tanulményozasara. A 2 hetes allatoknak intraperitonealisan beadott DEN
a 8. honapra tumorokat alakit ki a majban [11]. A DEN-nek 6nmagaban nincs karcinogén
hatasa, a majban a citokrom-P450 enzim alakitja at aktiv formavéa, ami méar képes
tumorigenezisre. Az aktiv formaja DNS adduktokat képez a majsejtekben, amely alkilacion

megy keresztiil és preneoplasztikus régio kialakulasahoz vezet [12].



CELKITUZES

Doktoranduszi munkéam soran célul tiiztiik ki Gjonnan szintetizalt talidomid analdégok
hatastani vizsgalatit a HCC kiilonb6z6é modelljein. A végpontmérésen alapuld biokémiai
tesztekkel kisziirt, hatdsosnak bizonyulé molekuldk kinetikéjat egy valdsidejii mérést lehetové
tevd citotoxicitasi panelen (RTCA SP, Real-time Cell Analizer; Roche) is tesztelni kivantuk.
Majd végiil a leghatasosabb molekuldkat in vivo, egér tumor modellen is terveztiik

megvizsgalni.

Célkituizéseink a kovetkezoek voltak:

e Ujonnan szintetizalt talidomid analég vegyiiletek sziirése végpontmérésen alapuld
biokémiai tesztekkel

e Hatasos talidomid analogok vizsgalata valds idejii, jelolésmentes mérési technikaval
(RT-CES)

e Ac-915 talidomid anal6g hatéstani vizsgéalata toxikogenomikai modszerrel

e Talidomid analégok intracellularis lokalizacidjanak ¢és kolcsonhatd partnereinek
vizsgalata

e Talidomid analdgok in vivo hatasanak vizsgélata hepatocelluléris karcindma Matn2”"

egér modellen



ANYAGOK ES MODSZEREK

e Talidomid analdgok sziirése MTS alapu kolorimetrias végpont esszé segitségével

e HCC sejtek életképességének (RTCA-SP) és migracios képességének (RTCA-DP)
mérése valos idoben

e RNS izolalasa toxikogenomikai vizsgalatokhoz

e Génexpresszios profil vizsgéalat nagy ateresztOképességli nanokapillaris QRT-PCR
modszerrel

e A talidomid anal6gok molekularis kdlcsonhaté partnereinek mérése hullamhossz
rezonancia eltolédason alapul6 bioszenzor technika segitségével

e Reaktiv oxigén gyokok (ROS) meghatarozasa FACS mddszerrel

e AHCC sejtek glutation tartalmanak mérése GSH-Glo assay segitségével

e Talidomid analdégok intracellularis lokalizdciojanak vizsgéalata konfokalis lézer
szkenning elektronmikroszkopos technikaval

e Talidomid analégok tumorellenes hatésanak vizsgalata a HCC in vivo Matn2” egér

modelljén



EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Munkank soran beallitottunk egy olyan valds idejlii mérésen alapuld technikat a
citotoxikus talidomid analég anyagok hatdsanak sziirésére, amely a sejtek
vezetoképességének mérésén keresztiil ad informéciot a sejtek kezelésre adott valaszardl. Az
igy kapott eredmények jol korreldlnak a standard, végpontmérésen alapuld technikdk
eredményeivel. Osszefoglalasként elmondhato, hogy a valos idejii sejt életképesség méréssel
sikeresen vizsgaltuk tovabb a biokémiai vizsgalati rendszerrel eldsziirt talidomid analdégok
hatésait. Az anyaghatds iddbeli kinetikdjdnak vizsgélataval tigy taladltuk, hogy a vizsgalt
molekuldk 10 uM feletti koncentracidban révid idon belill a sejtek halalat okozza, amelyet
biokémiai paraméterek és a mikroelektronikai ellenallas valtozas mérésén keresztiil is
tapasztaltunk. Ezzel szemben az alacsonyabb koncentraciok esetében a mért ellenallas
értekekben nem tortént drasztikus csokkenés, am feltételezziik, hogy a sejtekben morfologiai
valtozasok kovetkeztek be, felkerekedtek, a lemez aljan elfoglalt fajlagos teriiletiik
lecsokkent, am a feliilett6l nem valtak el. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az anyagkezelés
hatasara hosszabbtdvii események indulnak el, melynek végpontja tobbek kozott a
programozott sejthaldl is lehet. Az eldsziirési kisérleteink soran két olyan analég molekulat, az
Ac-915-6t és Ac-2010-et, sikeriilt azonositanunk, melyek hatasa jelentdsen kimagaslott a
az RTCA-DP sejtmigraciés méréstechnikdval meértiik, amely szintén a mikroelektronikai
paraméterek mérése alapjan ad informaciot a sejtmigracié iitemérél. Az Ac-2010 mar olyan
koncentracioban (250 nM) is csokkentette a sejtmigracio iitemét a HepG2 sejtek esetében,
amely el6zetes mérések alapjan nem talaltuk toxikusnak [13].

Toxikogenomikai vizsgalataink soran arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az Ac-915
talidomid analoggal vald kezelés hatasara jelentdsen kevesebb gén aktivalodott
Osszehasonlitva a referencia molekuldkként alkalmazott ciszplatinnal és doxorubicinnel,
melyek mellékhatasai kozismertek. A két kemoterapias szer tobb létfontossagu szervben is
jelentdsen megvaltoztatta a génkifejezddési mintdzatot. Ezzel szemben az Ac-915 hatasa
inkabb a maj és emellett a szivszovetre koncentralodott [14].

Jelen tanulmanyunkban megvizsgaltuk az Ac-915 és Ac-2010 kapcsolatat kiilonb6zo
dajka-fehérjékkel. Azt talaltuk, hogy a talidomid analdgjaink a citotoxikus hatasukat
dajkafehérjékkel valé kolcsonhatdson keresztiil, reaktiv oxigén gyokok termelésével és az
intracellularis glutation szint csokkentésével érik el. Hullamhossz rezonancia eltolodas

mérésén alapuld technikaval kozvetlen kdlcsonhatast tudtunk kimutatni a HSP70 és HSP90



fehérjék illetve a két vizsgalt talidomid analogunk kozott. A talidomid analogjaink relativ
szoveti eloszlasdnak vizsgalata soran célszervekként foleg a majat és a vesét azonositottuk,
mely jol korreldlt a toxikogenomikai méréseink eredményével, mivel a legjelentésebb
génkifejezOdésbeli valtozasokat foképp a majban és masodsorban a vesében tapasztaltuk. A
leghosszabb ideig tart6 dusulds a majban volt kimutathatdo. A szivben, agyban ¢&s
izomszovetben nem vagy csak minimalis dusulast talaltunk, amely gyorsan le is csengett [13].

Az in vivo hatistanulmanyainkhoz Matn2”" egereket alkalmaztunk, melyekben 15
napos korukban egyszeri dozis DEN adasaval maj tumor képzddést indukaltunk, majd az
indukci6 utan 4 hoénappal Ac-915-tel 3 honapig vagy Ac-2010-zel 1 honapig kezeltlink
intraperitonealisan. A kisérlet kiértékelése soran szignifikansan kevesebb daganatot talaltunk a
kezelt csoportban a kezeletlen kontroll csoporthoz viszonyitva. A kezelt csoportokban
nemcsak a tumorok szdma volt alacsonyabb, de a tumor méret is kisebb volt, mely a
valtozasokat a majstly index szamitasaval is ala tudtunk tamasztani [13].

Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a talidomid analdgjaink a
majszovetben a lipid cseppecskékben felhalmozddva serkentik az oxidativ  és
endoplazmatikus stressz kialakulasat, mely a hepatocellularis karcinoma egér modelljében

hozz4jarul a tumor méret és tumor szam jelentds csokkenéséhez.
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Doktori iskola: SZTE TTIK, Bioldgiai Doktori Iskola

Kozlemény cime: A cell-microelectronic sensing technique for the
screening of cytoprotective compounds

Szerz6i: Dr. Ozsvari Béla, Dr. Puskas Lészlo, Nagy Lajos Istvan, Dr.
Kanizsai Ivan, Dr. Gyuris Marié, Madéacsi Ramoéna, Dr. Fehér Lilidna
Zsuzsanna, Dr. Ger6 Domokos, Dr. Szab6 Csaba

Megjelenés helye, ideje: INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR
MEDICINE 25:(4) pp. 525-530.; 2010

Tarsszerzoi nyilatkozat

Alulirott tarsszerzOk kijelentjilk, hogy a fenti kdzlemény eredményeinek
elérésében a jelolt szerepe meghatarozd fontossagu. A jelolt altal a Szegedi
Tudoményegyetem Bioldgiai Doktori Iskoldjéhoz benyujtott tézisében és az
értekezésben szerepld, valamint a kdzdsen publikélt eredmények eddig nem
szerepeltek mas Ph.D. értekezés eredményei kozott. Tudomésul vessziik,
hogy az értekezés tudoményos eredményei a jovoben nem hasznalhatéak fel
mas tudomanyos fokozat megszerzésére inditott eljaras soran.
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Jel6lt neve: Nagy Lajos Istvan
Doktori iskola: SZTE TTIK, Bioldgiai Doktori Iskola

Kozlemény cime: A cell-microelectronic sensing technique for the
screening of cytoprotective compounds

Szerzbi: Dr. Ozsvari Béla, Dr. Puskas Laszlo, Nagy Lajos Istvan, Dr.
Kanizsai Ivan, Dr. Gyuris Maéri6, Madacsi Ramoéna, Dr. Fehér Lilidna
Zsuzsanna, Dr. Gerd Domokos, Dr. Szabé Csaba

Megjelenés helye, ideje: INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR
MEDICINE 25:(4) pp. 525-530.; 2010

Tarsszerz6i nyilatkozat

Alulirott tarsszerzok kijelentjiik, hogy a fenti kdzlemény eredményeinek
elérésében a jeldlt szerepe meghatarozé fontossagn. A jeldlt 4ltal a Szegedi
Tudomanyegyetem Bioldgiai Doktori Iskoldjahoz benyujtott tézisében és az
értekezésben szerepld, valamint a kézdsen publikélt eredmények eddig nem
szerepeltek mas Ph.D. értekezés eredményei kozott. Tudomasul vessziik,
hogy az értekezés tudomanyos eredményei a jovében nem hasznalhatéak fel
mas tudomanyos fokozat megszerzésére inditott eljards sordn.

Dr. Ozsvari Béla

Dr. Puskds Laszlo
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Jelolt neve: Nagy Lajos Istvan
Doktori iskola: SZTE TTIK, Biolégiai Doktori Iskola

Kozlemény cime: High-Density Real-Time PCR-Based in Vivo Toxicogenomic Screen to
Predict Organ-Specific Toxicity

Szerzéi: Dr. Fabian Gabriella, Dr Faragd Nora, Dr. Fehér Lilidna Zsuzsanna, Nagy Lajos
Istvan, Dr. Kulin Sandor, Dr. Kitajka Kléra, Dr. Bité Tamés, Dr. Tubak Vilmos, Dr. Katona
Rébert, Dr. Tiszlavicz Laszlo, Dr. Puskas Laszlo

Megjelenés helye, ideje: INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR SCIENCES 12:(9)
pp. 6116-6134.; 2011

Tarsszerzoi nyilatkozat

Alulirott tarsszerz6k kijelentjiik, hogy a fenti kozlemény eredményeinek elérésében a jelolt
szerepe meghatdrozé fontossagu. A jelolt altal a Szegedi Tudoméanyegyetem Bioldgiai Doktori
Iskoldjahoz benytjtott tézisében és az értekezésben szerepld, valamint a kézosen publikalt
eredmények eddig nem szerepeltek mas Ph.D. értekezés eredményei kozott. Tudomésul
vessziik, hogy az értekezés tudomanyos eredményei a jovoben nem hasznélhatéak fel mas
tudoményos fokozat megszerzésére inditott eljards sordn. _
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Jel6lt neve: Nagy Lajos Istvan
Doktori iskola: SZTE TTIK, Biol6giai Doktori Iskola
Kozlemények cimei:

e Lipid droplet binding thalidomide analogs activate endoplasmic
reticulum stress and suppress hepatocellular carcinoma in a chemically
induced transgenic mouse model; LIPIDS IN HEALTH AND DISEASE
12:(1) Paper 175. 11 p.; 2013

e High-Density Real-Time PCR-Based in Vivo Toxicogenomic Screen to
Predict Organ-Specific Toxicity; INTERNATIONAL JOURNAL OF
MOLECULAR SCIENCES 12:(9) pp. 6116-6134.; 2011

e A cell-microelectronic sensing technique for the screening of
cytoprotective  compounds; INTERNATIONAL JOURNAL OF
MOLECULAR MEDICINE 25:(4) pp. 525-530.; 2010

Tarsszerzéi nyilatkozat

Alulirott Dr. Puskas LészI6, mint témavezetd kijelentem, hogy Nagy Lajos
Istvan, doktorjeldlt, a fentebb felsorolt kozleményekben kozzétett
eredmények elérésében a meghatarozé munkat végzett. Valamint igazolom,
hogy a jelolt altal a Szegedi Tudoményegyetem Biolégiai Doktori
Iskolajahoz benyujtott tézisében és az értekezésben szerepld eredmények
eddig nem szerepeltek mas Ph.D. értekezés kozott és a tobbi tarsszerzd a
jovében nem kivanja felhasznalni doktori eljaras kezdeményezésére.
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