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1. BEVEZETES

Munkénk sordn Ujonnan szintetizalt molekuldkat vizsgaltunk, melyek
alapszerkezete hasonld6 a mar klinikumban is ismert és alkalmazott talidomid
molekulaéhoz. A kezdetben hanyinger és a varandds kismamak reggeli rosszullétének
csillapitasara alkalmazott gyogyszerr6l hamar kideriilt, hogy stlyos teratogén
mellékhatassal rendelkezik. Az alkalmazéasa sordn csecsemdk ezrei sziilettek végtag
rendellenességgel vagy sulyos sziv malformitassal. Csak a késObbiekben fordult a
figyelem az antineoplasztikus és gyulladasgatld hatasa felé. Szamos kutatas iranyult
arra, hogy a molekula alapszerkezetét meghagyva illetve azon minimalisan modositva,
példaul egyéb oldallancok cseréjével, a hatasossagat noveljék. A kiillonboz6 kémiai
eljarasokkal végzett valtoztatdsok soran sokféle molekulat nyerhetiink, melyeket ezt
kovetden meg kell vizsgalni kiilonbozd sejt alapu szlirdrendszereken a hatékonysaguk
megallapitasa céljabol. A kimagaslo hatassal biro tagjaikat tovabbi vizsgalatoknak Kkell
alavetniink, hogy informaciot kaphassunk a hatasmechanizmusra, s csak ezt kdvetéen
lesz alkalmas arra, hogy egy vizsgalni kivant betegség in vivo modelljében is
tesztelhesstik.

Egy potencialis gyogyszer-jelolt molekula létrehozasat hosszas fejleszté munka
elézi meg, melynek soran az ismert, am kevésbé hatasosnak bizonyuld molekula
alapvazat vagy annak kiilonb6z6 oldallancait modositjak. Ez torténhet célzottan, amikor
a jobb oldodas vagy a célspecificitais novelése érdekében csak egy kis részét
valtoztatjak meg az alapvegyiiletnek. A masik lehetdség, hogy egyszerre tobb részét is
atalakitjak annak reményében, hogy az 1 molekula szélesebb koérben hasznélhato
legyen, esetleg mas betegségben is alkalmazhat6 legyen. A fejlesztési folyamat soran, a
sorozatos modositasok eredményeként akar tobb szaz molekulat is tartalmazo un.
molekulakonyvtar keletkezik, mely tagjainak hatdsat ezt kovetden meg kell vizsgalni az
adott betegséget modellezd sejtes rendszeren. Az elsé 1épés minden esetben a
citotoxicitas megallapitasa annak érdekében, hogy megbecsiilhessiik a molekula
esetleges mellékhatasat vagy éppen tumor ellenes tulajdonsagat. A kapott eredmények
alapjan a molekulaszerkezet tovabb finomithaté annak céljabol, hogy a hatasukat és
célspecifitasukat ndveljék. A hatasosabb ¢€s specifikusabb hatéoanyagok legtobb esetben
kisebb mellékhatassal rendelkeznek és mivel alacsonyabb dézisban kell alkalmazni, a
szervezet terhelése is kisebb mértékli. A sorozatos optimalizdcionak koszonhetden

molekulakonyvtarak kiemelkedd tagjai mar alkalmasak lehetnek arra, hogy
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megvizsgaljak a hatasmechanizmusat molekularis bioldgiai modszerekkel illetve
kiilonb6zé human betegségek allatmodelljeiben teszteljék. A varhatdé mellékhatasok €s
a befolyasolt intracellularis utvonalak felderitését tobbek kozott genomikai és
toxikogenomikai modszerekkel lehet tanulmanyozni.

A citotoxicitdsi  szlrdvizsgalatok  széles  korben  elterjedtek a
molekulakonyvtarak  citotoxikus tagjainak  sziirésére a  kutatdsban ¢és a
gyogyszerfejlesztésben egyarant, annak érdekében, hogy olyan molekuldkat talaljanak,
amelyek képesek csokkenteni vagy megallitani a tumorsejtek szaporodasat. A
molekuldk hatastani vizsgalatanal alapveté modszer egy kolorimetrias, végpontmérésen
alapul6 teszt hasznalata, amely eredményeibdl kovetkeztetni tudunk az ¢él6 és halott
sejtek aranyara. A kezelés hatasossagat a kezelést kovetd 48-72 ordban vizsgaljuk egy
olyan reagens alkalmazéasaval, amelyet a még ¢él0 sejtek Aatalakitanak egy szines
vegyiiletté, amit fotometridsan ki tudunk értékelni. Ilyen kolorimetrids végpontmérési
modszer tobbek kozott az MTS, MTT vagy az LDH (laktat-dehidrogenaz)
¢letképességet meghatarozd tesztek. Ezek alapja egy, a sejteck mikodésében
elengedhetetlen sejtorganellum vagy enzimrendszer érintetlenségének vizsgalata, amely
képes valamilyen miitkodésének kdszonhetden egy inaktiv reagenst fotometridsan aktiv
formava alakitani, melyet kvantitalni tudunk. Az MTS és MTT tesztek esetében az
¢letben maradt és érintetlen mitokondrialis elektron transzportlanccal rendelkezd sejtek
aranyaban torténik a szinreakcid. Ezzel szemben az LDH felszabadulas mérésén alapulo
teszt esetében a szinreakcid az elpusztult sejtek aranyaban fokozodik, mivel a laktat-
dehidrogenaz enzim az elpusztult sejtekbdl kijut a sejttenyésztd tapoldatba.

A vizsgalt vegyiiletek hatasdnak mérésére egyre elterjedtebben hasznalnak olyan
modszereket, amelyek nem igényelnek semmilyen reagens hozzaadasat. Az
eredményeket pusztan biokémiai, biofizikai illetve fizioldgiai valtozasok alapjan
monitorozzak. Eldnye, hogy a vizsgalt sejtek (immortalizalt sejtvonal, primer sejtek)
kornyezetét csak minimalisan, a vizsgaland6 anyag hozzaadasaval zavarjuk meg, ezaltal
a fiziologias vagy éppen a patofiziologias koriilmények minimélisan valtoznak csak
meg és igy a kapott eredmények kozelebb allhatnak a valosaghoz.

Doktori értekezésemben egy olyan uj, jelolésmentes in vitro molekulasziirési
eljarast mutatok be, melyre sikeresen allitottunk be citotoxicitasi vizsgalati modszert,
amellyel célzottan szintetizadlt molekula konyvtarakat szlrtiink le. A potencialis

gyogyszer-jelolt molekulakat hatékonyan vizsgaltunk tovabb toxikogenomikai
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modszerekkel, majd in vivo hatasvizsgalatot végeztink a human hepatocellularis

karcindma ragcsalé modelljén.

2. IRODALMI HATTER

2.1. Kismolekulak hatasanak vizsgalata in vitro modszerekkel

Egy kismolekula fejlesztésénél, amelybdl remélhetdleg gyogyszer-jelolt lesz,
alapvetd kivanalom a hatastani vizsgalat annak kideritésére, hogy els¢ 1épésben miként
hat a célsejtekre, hogy egyaltalan rendelkezik-e relevans bioldgiai hatassal és az
mennyire specifikus. Tovabba arra a kérdésre is keressiik a valaszt, hogy a kivaltott
hatas a késdbbi vizsgilati rendszeriinknek megfelel-e. Ezen kérdések eldontésére
kiilonb6z6 biokémiai vizsgald modszereket szoktak alkalmazni, amelyek altalaban egy
¢l6 sejt alapvetd biokémiai folyamatdnak érintettségét vizsgalja. Ilyen modszerek
példaul a mitokondridlis légzéslanc milkddésének vizsgalata vagy az €16 sejtek
energiatermelé folyamatibol szarmazé ATP mérése egy biolumineszcens reakcio
alkalmazéséval.

A biokémiai folyamatok vizsgalata mellett egyre elterjedtebbek a kiilonb6z6
jelolésmentes rendszerek alkalmazasa, melyek altalaban valamilyen fizikai/biofizikai
vagy patofizioldgias/fiziologias paraméter mérésén keresztiil adnak informaciot a sejtek
aktualis allapotarol a kezelés iddtartama alatt vagy azt kovetden. Ezek a vizsgalati
mobdszerek nem igényelnek jeloléanyag (fluoreszcens vagy radioaktiv reagensek)
hasznalatat és igy relevansabb, a fiziologids koriilményekhez kozeli éllapotot
tilkrozhetnek az eredmények. Mindemellett joval koltséghatékonyabb is a biokémiai
vizsgalatokhoz képest illetve tobbszori mintavételt és elemzést is lehetové tesz.

Egy hatéanyag vizsgalata sordn, abban az esetben, mikor mar ismert a hatas
vagy kiegészit6 informaciokra van sziikségink a mellékhatasaval kapcsolatban,
lehet6ség van a molekulak hatastani vizsgalatara genomikai modszerekkel is. Ennek
soran globalis informaciokat gylijthetiink a befolyasolt gének halmazarol, vagy pedig
koncentralhatunk olyan alapvetd gének csoportjara, melyek egy ismert patofizioldgias
allapottal, példaul gyulladas, apoptozis, citokin aktivacio, fiiggnek Ossze. Ebben az
esetben arra kaphatunk valaszt, hogy a kezelés hatasara hogyan valtoznak a kivalasztott
gének kifejezddése, milyen szignalizadciés utvonalak aktivalodnak vagy éppen

inaktivalodnak.
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A fenti vizsgélatokbdl szarmazé informéciok tikrében konnyebben
megallapithat6, hogy a vizsgalt hatéanyag miként fog viselkedni egy Osszetettebb

rendszerben, szerv és szervrendszer szintjén, €16 allatban.

2.1.1 Kismolekulak hatasanak vizsgalata biokémiai modszerekkel

Az alap- és alkalmazott kutatasban elterjedten hasznalt technika egy molekula
¢loszervezetekre kifejtett hatasanak vizsgalatkor a biokémiai folyamatok vizsgdlata,
amellyel foképpen a molekula toxikus mellékhatasat tudjuk megvizsgalni. Erre a célra
sz¢les korben alkalmazzak a kiilonboz6 végpontmérésen alapul6 technikakat kiilonb6zo
célsejteken. Ahogy azt a neve is mutatja a technikanak, az informdaciot csak a
molekulaval vald kezelés és a kivant inkubacios id6 leteltével tudjuk kinyerni. Ez
altalaban 24-72 ora a kezelés kezdetétol szamitva. Az adatok, amiket ezzel a modszerrel
kapunk foként arra vonatkoznak, hogy az alkalmazott kezelés befolyasolja-e a sejtek
¢letképességét illetve, ha higitasi sort hasznalunk kezelés soran, akkor informaciéhoz
jutunk a kezel6anyag ECsg illetve 1Csy értékeirdl is. Az ECsp, a mérheté maximalis
hatas felét kivaltd koncentraci6, amely a molekuldnak (toxin, antitest, hatoanyag) azt a
Ezzel szemben az ICsy, azaz a ,fél-maximalis gatld dozis” azt a hatdanyag
koncentraciot jelenti, amely egy biokémiai folyamat sebességét, intenzitasat a felére
csokkenti [1]. Ez utobbit leginkabb olyan ismert vagy ujonnan fejlesztett és egy
feltételezett hatas mechanizmussal rendelkezé molekula jellemzésére alkalmazzik,
mely egy konkrét biokémiai folyamatot befolyasol.

Az aldbbiakban a harom legelterjedtebben alkalmazott és a munkénk soran is
felhasznalt végpontmérésen alapuld technikat, az MTS, az MTT ¢és az LDH
felszabadulasi tesztek miikodését ismertetem. Az MTS és MTT modszerek esetében a
mitokondrialis elektrontranszportlanc intaktsagat vizsgaljuk. A  mitokondrialis
légzéslanc  mitkodésében fellépd zavarok illetve annak sériilése a sejteket
visszafordithatatlanul beletaszitja a sejthalal kiilonb6z6 formaiba. Tehat a
mitokondrialis elektron aramlas mérése megbizhatd informaciot biztosit a sejt aktualis
¢letképességérol. A mitokondriumok a sejtbe bejutdé MTT tertazolium so-t (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolium-bromid) kristalyos formazanna alakitjak,
melyet feloldva az €16 és még funkciondldo mitokondriummal rendelkezd sejtek
aranyanak meghatarozasara hasznalhatunk. A  formazan szolubilis formaja

fotometriasan mérhetd és aranyos az €16 sejtek mitokondrialis miikddésével. A technika
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hatranyaként emlithetjiik, hogy a kvantifikalhat6é termék nem vizoldékony formaju és
némi utomunka utdn lehet mérheté formava alakitani. A tapfolyadék eltavolitasat
kovetden szerves oldoszerrel, altalaban dimetil-szolfoxiddal sziikséges oldhatova tenni
a kialakult kristalyokat. Emiatt a technika idé és munkaigényes. Ez utébbi nehézségek
kiskiiszobolése céljabol fejlesztették ki az MTS tesztet, ahol a reakcidhoz egy
kiegészitd reagenst adva a mérhetd végtermék vizoldékony és a tapoldatba tavozik. Az
MTS sziir6rendszer esetében az MTS reagens (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboximetoxifenil)-2-(4-szulfofenil)-2H-tetrazolium)  PMS  (fenazin-metoszulfat)
jelenlétében formazan sot képez, mely a citoszolban feloldodik €s a sejtbdl a tdpoldatba
spontan kijut. A PMS a reakcioban koztes elektron akceptorként miikodik kozre [2-4].
Elénye a technikanak, hogy a vizoldékony formazan sé barna szinét szemmel iS
lathatjuk és a reakcido végbemenetelérdl ily modon is megbizonyosodhatunk. A
harmadik vizsgalati modszer épp az el6zd két rendszerrel ellentétes informaciokat ad.
Az LDH esszé segitségével elsésorban az elpusztult sejtek aranyat tudjuk vizsgalni a
kezelt sejtkultaraban. Az elpusztult sejtekbdl a tapfolyadékba kijutott laktat-
dehidrogenaz enzim mennyiségét az enzim szubsztratjdnak hozzdadasadval mutathatjuk
Ki. A laktat-dehidrogenaz enzim kijutasa az extracellularis kozegbe egyértelmii jele a
sejthalalnak [5].

A végpontmérésen alapuld biokémiai vizsgalati médszerek eldnye az alacsony
koltség és a viszonylag nagy ateresztOképesség. A kapott adatokbol kovetkeztethetiink a
kezelés toxikus hatdsainak mértékére ¢és a kiilonb6zd biokémiai paraméterekre.
Mindemellett azonban hatranyuk, hogy a hataskinetikarol, a kezelés kezdete és vége
kozotti idétartamrol, a sejtek aktualis életképességérél nem szolgaltat adatokat. Emellett
a kezelés hatasarol csak ugy kaphatunk informaciokat, ha a sejtes rendszert valamilyen
vegyiilettel (MTS/PMS illetve MTT) megkezeljiik, igy fenn all a veszélye annak, hogy
a vizsgalni kivant molekula és az el6hivashoz hasznalt vegyiilet egymadssal is reakcioba
Iéphet és ezzel félrevezetd eredményeket kaphatunk. Tovabb4a, maguk a biokémiai
tesztekben hasznalt reagensek is befolyasolhatjak a vizsgalt sejtes rendszert. Az elmult
években a hatdanyagok sejtes rendszereken vald tesztelésére egyre szélesebb korben
alkalmaznak olyan jeldlésmentes technikékat, melyek nem a metabolikus utvonalak
vizsgalatan keresztiil, hanem fizikai paraméter mérésével adnak informacidt a

kezelGanyag hatasarol [6].
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2.2.2. Kismolekulak hatasanak vizsgalata jelolésmentes modszerekkel

Egy molekula sejtekre kifejtett hatdsanak vizsgalataban alapveté kovetelmény,
hogy a vizsgalati modszer a lehetd legminimalisabban befolyésolja a sejtek mukodését
¢s ezaltal tisztdn az anyaghatisra adott valaszt regisztraljuk. Ennek céljabol a
kisérleteinkre €s az Ujonnan szintetizalt molekuldk vizsgalatara optimalizaltunk egy
olyan moédszert, amely amellett, hogy nem igényel jel6l6 molekulak alkalmazasat, még
valos id6ben is képes informaciot adni egy sejtpopulacido aktualis allapotardl,
osztoddasuk {itemérdl, kezelésre adott valaszarol, viabilitasarol vagy migracios
hajlamardl. A jelenlegi in vitro technikak nagy része, amellyel a citotoxikus molekulak
hatasat szlirni lehet, valamilyen jel6lést igénylé modszerrel miikddnek. A klasszikus
detektalasi technikdk fluoreszcens, lumineszcens vagy pedig radioizotdpos jeldlésen
alapulnak, vagy pedig optikai abszorbancia mérésén, amely pedig egy jelolt ligand vagy
enzim szubsztrat hasznalatat igényli [4-8]. Ezek a technikdk nem csak koltségesek,
anyag ¢s iddigényesek, hanem mivel a jel6l6 anyag kdlesonhatasba 1éphet a vizsgalando
molekulaval vagy akér fehérjékkel a sejtben, ezért nem zarhato ki, hogy a jelolés
kiilonboz6 sejtélettani folyamatokat is befolyasol, s igy akar félrevezetd eredményeket
adhat.

A valos idejli sejtéletképesség mérés vagy mas néven RT-CES (real-time cell
electronic sensing system) modszer (XCELLigence; ACEA-Roche, Magyarorszag) a
sejtek altal képviselt impedancia (valtakozo aramu ellenallas) értéket illetve annak az
anyagkezelésre vagy barmely mas kornyezeti illetve ¢élettani feltételnek a
megvaltozasara bekovetkezo valtozast regisztralja és elemzi nem-invaziv médon. Mivel
pusztan a mikroelektronikai paraméterek aktualis eltérése alapjan érzékeli a sejtek
pillanatnyi &llapotat és kémiai vagy radiologiai jelolést nem igényel, a kinyert
informaciok kozelebb allnak a fizioldgias koriilmények k6zott mérhetokhodz. Tovabba
informaciot szolgaltat a kezel6 anyag hatasanak kinetikajardl is [9-11], melynek
birtokéban a hatdsmechanizmus konnyebben prediktalhato.

A technika alapja egy mikroelektronikai sejtszenzor rendszer, amely egy
specialis 96-lyukt mikrotiter lemez, az E-plate aljaba van integralva. A fizioldgias
koriilmények biztositasa érdekében a feliilet zselatinnal van el6kezelve. Ahogy a sejtek
elkezdenek letapadni a zselatinnal eldkezelt feliiletre, szigetel6ként viselkednek, amitdl
a mért impedancia novekedni fog. A rendszer a megndvekedett impedanciat egy
mértékegység nélkiili paraméterré, sejt index (CI, cell index) értékké alakitja at. Azok a
letapadt sejtek, amelyeknek a kornyezet megfeleldnek bizonyul, megfigyelték, hogy a
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tenyészté edény feliiletén szétteriilnek és a feliilettel szoros kontaktust alakitanak ki. A
letapadt sejtek szamanak novekedésével a mért impedancia egyenes aranyban
novekszik, melyet a sejtek feliileten valo szétteriilése tovabb fokoz. Ennek eredd
értékébol kovetkeztetni lehet a sejtek aktualis allapotara. Azzal, hogy a sejtek a
mikroelektroda feliiletén letapadnak, osztodnak, adhéziojuk erdsségét valtoztatjak,
egyuttal tovabb novelik az elektréd impedancidjat, amely egyenes aranyban all a sejtek
¢letképességével [7, 8]. Tehat minél tobb sejt tapad a feliilethez, vagy azon minél
jobban elteriil, annal jobban emelkedik az impedancia (1. abra).

A vezérldszoftver elére meghatarozott €és altalunk programozott idokdzonként,
néhany milliszekundum alatt megméri az aktualis impedancia értékeket és azt sejt index
formajaban folyamatosan kijelzi a vezérl6 feliileten.

A kisérletek soran a sejteket ért barmilyen kornyezeti hatds (hé sokk vagy
anyagkezelés) befolyésolja a sejtek aktudlis allapotat, melyet az impedancia gérbében
bekovetkez valtozasok alapjan nyomon kévethetiink. Igy a valos idejii sejtéletképesség
mérésen alapuld technika megbizhatéan alkalmazhaté kiilonboz6 hatdanyagok
tesztelésére letapadd sejteken. Tovabba az adott hatdsmechanizmus karakterisztikus
impedancia gorbével jol jellemezhetd [11-12].

Azaltal, hogy az RT-CES technika a masodperc tort része alatt megméri a sejt
indexet, a leheté legminimalisabb mértékben befolyasolja a sejtek élettani paramétereit.
fgy az elektrodak vezetSképességének meghatarozasa, alkalmas arra, hogy a sejtek

crer

sejtes kisérleti rendszerekben.
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1. abra. Sejtproliferdcio vizsgalatinak technikai hadttere. Az elektrod feliiletre letapadt
sejtek névelik a mikroelektrodak kozotti impedanciat (Z), amely egyenes ardanyban
valtozik a sejtek letapadasanak erdsségével, a sejtproliferacio sebességének
valtozasaval, vagy a sejtek szamanak novekedésével. Az alapellenallasban bekévetkezo
eltérést a rendszer sejt indexnek nevezett mertekegység nélkiili paraméter formdajaban
jelzi ki idéegységekre lebontva. Forras: http://www.aceabio.com/theory.aspx Elérés
ideje: 2015. oktober 5.

Mindezek mellett, a sejtek a kisérlet teljes ideje alatt a 96-lyuka E-plate
mikrotiter lemezzel egyiitt a sejttenyészté inkubatorban tartdzkodnak, ami tovabb
csokkenti a sejteket ért nem kivant és nem tervezett inzultusok mértékét, ezzel is
ideji mérése nem igényel jelold anyag alkalmazasat, igy a sejteken végzett
beavatkozasokat kovetd ellenallasbeli valtozasok tisztan a sejtvalaszt tiikrozik [6]. A
kapott karakterisztikus impedancia gorbe alapjan pedig a kezelés id6beni kinetikaja jol
vizsgélhato.

A mért sejt index értékeket az RT-CES vezérld szoftvere, az ACEA 4ltal a
rendszerhez biztositott felhasznaloi kézikonyv 43. oldalan kozzétett képlet alapjan, a
mért impedancia értékekbdl szdmolja. A program 3 frekvencia tartomanyban mér,

melyek a kovetkezok: Cell Index-1: 10 kHz, Cell Index-II: 25 kHz és Cell Index-111: 50
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kHz. Az alkalmazott képlet: Cell Indexij= (Rin —Rt0)/Fi, ahol i=1, 2 vagy 3; F1=15,
F2=13 és F3=10; n= 0, 1, 2, ..., N (id6pontok). Az Ry érték a Ty id6pontban mért
ellenallas értéket jelenti, mig az Ry, @ T idOpontban mért ellenallas érték. A képlet
értelmezése alapjan a szarmaztatott sejt index érték egyenlé a mérés aktudlis
idopontjaban mért és a nulladik idOpontban mért (tehat hattér) ellenallas értékek
kiilonbsége, és a sejtindex mérésére éppen alkalmazott frekvencia értékhez tartozo (F1

vagy F2 vagy pedig F3) szam hanyadosaval.

A rékos daganatok fontos tulajdonsaga daganatsejtek migracios képessége
illetve a tavoli metasztazis képzés. Ahhoz, hogy a tumorok metasztatizaljanak a
neoplasztikus  sejteknek  migralniuk  kell a  kornyez6  szovetekbe. A
tumormetasztazisokat teszik foként feleldssé a rak okozta haladlokok dontd tobbségénél
kemoterapias szerek sejtmigraciora kifejtett hatasanak vizsgalata elengedhetetlen 1épés
a rak elleni kiizdelemben.

Az RTCA-DP migraciés mérd rendszere az RTCA-SP rendszernél ismertetett
mikroelektronikai érzékeld rendszer egy tovabbfejlesztett valtozatat alkalmazza a rédkos
sejtek vandorldsdnak detektdlasdra. A sejtek migracidja borjisavo koncentracid
gradiens mentén torténik, tehat a miikodési elve megegyezik a Boyden kamraéval, ahol
a sejtek és a kemoattraktans kozott egy olyan pordzus, polikarbonat membran allja az
utat, amelyen a sejt csak aktiv mozgéssal, a citoszkeleton atrendezddéssel és
lamellipodia képzéssel tud csak atjutni [13, 14]. Szemben a Boyden kamrat alkalmazo
sejtmigraciot vizsgalé modszerrel, az RTCA-DP migracios rendszer nem igényli a
sejtek fixalasat, sem festési eljarast. A rendszer alapja egy két részre 0sztott, specialis
mikrotiter lemez konstrukcio. A lemez also része tartalmazza a kemoattraktanssal is
kiegészitett tapoldatot, mig a fels6é részébdl, ahova a sejteket szélesztjiik és ahol a
kezeléseket végezziik, hianyzik a kemoattraktans (2.b abra). Az fels6 lemezrész aljan
mikropor6zus polikarbonat membran talalhatd, amibe integralva van a sejtek also,
kemoattkatanst tartalmazo térrészbe vald atjutasat érzékelé mikroelektroda halozat. A
sejtmigracios vizsgalataink soran a mikrotiter lemez felsé részében, ahonnan a sejtek
megfeleld tapoldat tartalmazta azt. A mikroelektroda haldzat, ami regisztralja az atjutott
sejtek mennyiségét, a savot is tartalmazo térfélen taldlhat6. A sejtek mozgasat az

RTCA-SP rendszernél ismertetett modhoz hasonldoan detektaljuk, de ennek a
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modszernek az esetében a sejtindex nem a sejtek életképességét, hanem az atjutott

sejtek mennyiségét jelenti (2.a abra).

Fedé
Seitek

Fels6 kamra
Kollagén réteg

Mikroporézus membran
Mikroelektroda
Atmigralt sejt

Alsé kamra
Kemoattraktans

2. dbra: Sejtmigrdcio vizsgdlatinak technikai hattere. (3.) A sejtek a felsé lemezrészbe
vannak szélesztve, ahol a sejttenyésztd tapoldat borjui savot nem tartalmaz. A sejteknek
az also, rezevodrkeént is miikodo lemezrészbe kell atjutnia, ahol a tapoldat borju savot is
tartalmaz, ami kemoattraktansként szolgal. Az also és felsé térrészt egy pordzus
polikarbondt membran és az abba integralt érzékeld elektroda halozat valasztia el. (b.)
A migracios vizsgadlatot megelozoen a vizsgadlo lemez két részre szedheto szét, mely
megkonnyiti a felso lemez rész feltoltését borju savot nem tartalmazo tapfolyadékkal,
mig az also lemez részbe borju savoval kiegészitett tdapoldat keriilhet. A sejtek
szélesztését és a mérést megeldzéen a két fél egyesithetd. [15]

2.2.3. Kismolekulak hatasanak vizsgalata toxikogenomikai
modszerekkel

Egy hatéanyag szervezetbe keriilésekor az elsddleges valaszreakciot
génexpresszios szinten valtja ki. A sejtekkel taldlkozva specifikusan vagy éppen
aspecifikusan kolcsonhatasba 1ép kiilonbozé membran-integralt vagy intracellularis
receptorokkal, amelyek kozvetett vagy kozvetlen uton megvaltoztatjdk a célsejt
génjeinek kifejezddését. Attol fliggden, hogy a hatdéanyag altalanosan befolyésolja a sejt
miikodését illetve annak csak egy bizonyos miikodésére hat vagy az anyag

természetébdl fakaddan karositd intracellularis folyamatokat indit be, kiilonb6z6 gének

csoportjat aktivalja, melyek egy 4ltalanos, sejtszintli védelmi mechanizmusban
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jatszanak szerepet vagy egy szignalizacidés kaszkadra flizhetéek fel (pl. apoptozis,
gyulladas, hésokk valasz).

A toxikogenomika, mely a hatéanyagok toxikus tulajdonsagaira jellemzo,
génexpressziora kifejtett hatasat vizsgaldo tudomanyteriilet, alkalmas arra, hogy az
altalanosan alkalmazott technikak (biokémiai tesztek, affinitas kromatografia, ELISA)
elétt adjon informaciot a kezeléanyagok kiilonboz6é mellékhatasairol. A modszer
alapjaban véve a kiilonb6zé genomi biomarkerekben bekovetkezd valtozasokat
vizsgalja joval azeldtt, hogy az a sejtekben és magédban a hatdsnak kitett szervben
barmi, mas modszerrel is detektalhatd elvaltozast okozna. A modszer segitségével mar
az anyagkezelések korai szakaszaban megbizhatéan kimutathatoak a varhatod
mellékhatasok, ellentétben a hagyomanyos patoldgiai vizsgalatokkal.

A génexpresszid vizsgalata kiilonbozé vegyiileteknek, hatéanyagoknak és
xenobiotikumoknak kitett sejtekben vagy szervekben alapvetd modszerré 1épett eld az
utobbi idében a toxikologiai analizis sordn és fontos szerephez jutott tobbek kozott a
gyogyszerbiztonsagi, preklinikai és klinikai vizsgalatokban egyarant. A technika
segitségével olyan attekintd informacidk nyerhetdk, mellyel jobban értelmezhetdek a
hatdasmechanizmusok illetve azonosithatdéak azok a molekuldris Gtvonalak, amelyeket a
gyogyszermolekuldk befolydsolnak, vagy éppen megakadalyozzak a kivant hatés
kialakulasat. A legfontosabb eldnye a toxikogenomikai vizsgalatoknak, hogy mar korai
idopontban meghatarozhatd ¢és megjosolhatd a hatdanyag hatasira bekovetkezd
részleges valtozasok a kiilonbozd biomarker gének vizsgélata alapjan, még a szoveti
karosodas el6tt. A legtobb kutatas eddig csak egy-egy szervre dsszpontositott, igymint
maj [16-19], vese [20], 1ép [21], tid6 [22], agy [23] vagy pedig a toxicitas egyes fajtait
vizsgalta, mint példaul genotoxicitas vagy karcinogenitas [24]. Ezzel szemben az
elvarhato kovetelmény egy anyaghatés toxikogenomikai vizsgalata soran, hogy a korai
fazisban aktivalodd géneket nagy ateresztoképességgel, egyszerre tobb szerven
péarhuzamosan €s szamos, egymassal 0sszefliggd markergénre vizsgalhat6 legyen.

A toxikogenomikai vizsgalatok soran alkalmazott technikak koziil a QRT-PCR
nyljtja a legjobban hasznosithatd eldnydket, mint példaul reprodukalhatésag, nagy
érzékenység €s esetenként a viszonylag nagy ateresztOképesség. Azaltal, hogy akar 50-
100 gént is lehet vizsgalni a QRT-PCR technikaval, nagy hatékonysaggal hasznéalhato a
szervspecifikus toxicitas vizsgalatiban. Habar a DNS-chip technika is alkalmas arra,

hogy meghatdrozzuk a genom teljes génjének kifejezddését, a kdzepes
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ateresztoképessége €s a magasabb koltsége hatranyt jelent a QRT-PCR modszerrel
szemben.

A hagyomanyos QRT-PCR technika jelenleg az arany standard a génexpresszio
valtozds  mértékének  meghatarozdsdban. A nagy  érzékenységének, a
reprodukalhatosdganak koszonhetéen pontosan vizsgalhatdé 10-20 gén expresszios
valtozasa, am a toxikogenomikai vizsgalatok szempontjabol hatranya, hogy az
ateresztOképessége alacsony illetve viszonylag kevés gén vizsgalhatd egyidében tobb
szerven. Ennek kikiiszobolésére Kifejlesztettek egy olyan nagy ateresztoképességi,
nano-kapillaris alapt QRT-PCR rendszert, mely a nanokapillaritas elvét kihasznalva
egyidében akar 12800 reakciot is képes nagy precizitassal és pontossaggal futtatni
parhuzamosan. Az extrém moddon lecsokkentett reakcido térfogatnak (33 nL)
koszonhetden az egyszerre futtathatd reakciok szama jelentésen megndvelhetd és a

csokkentett anyagigény miatt sokkal gazdasagosabban is Kivitelezhetd.

2.3. Az oxidativ stressz jelentosége a majsejtek patofiziologiai folyamataiban

A reaktiv oxigén és egyéb gyokoknek (ROS) meghatarozo szerepiik lehet
kiilonbdz6 patologias folyamatok kialakuldsdban, mint példaul a karcinogenezisben, a
sziv és érrendszeri megbetegedésekben vagy a kiilonb6z6 neurodegenerativ
elvaltozasokban. A reaktiv oxigénszarmazékok karosithatjak a lipideket, fehérjéket, a
DNS-t ¢és ezaltal a kiillonbozd sejtalkotokat. Az oxidativ stressz abban az esetben tud
kialakulni, ha felborul az egyensuly a gyoktermel6 folyamatok és az ezt kompenzald
antioxidans rendszerek kozott, ami bekovetkezhet kiilsd behatds, mint példaul
kemoterapids szer adasa vagy olyan iszkémia/reperfiizioval jar6 nem kornyezeti
behatasra, mint az infarktus.

Az esetek nagy részében a citokrom rendszeren keresztiil torténd reaktiv
oxigéngyok szivargas miatt a mitokondriumot tartjak a legjelentésebb gyokforrasnak. A
mitokondrialis 1égzési- vagy elektrontranszportlanc a mitokondriumok belsé membran
rendszeréhez kothetok, ahol annak komponensei, a redox folyamatokra képes
prosztetikus csoportokat tartalmazd fehérjék talalhatdak. A folyamatban a két
elektrondonor a NADH + H”, illetve a FADH,, amelyek egyszerre két elektront
juttatnak a lancba. A biologiai oxidacio egységének ezt a két redukald ekvivalenst
tekintjiik. A elektronok ezt kovetéen a hem-csoportot tartalmazo citokrom molekulakon
keresztiil haladnak at, mig a protonok kijutnak a mitokondrium plazmaallomanyaba és

ott felhalmozodnak. A légzésilancon athalado elektronok energiaja lépésrdl 1épésre
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csokken, s ez az energia arra forditodik, hogy a mitokondrium plazmaallomanyabol a
protonok a két membran kozotti térbe jussanak. A mitokondrium belsé membranjanak
két oldala kozott koncentracio kiilonbség alakul ki, melyet az ATP-szintaz molekula
ATP szintézise kozben csokkent. A mitokondridlis 1égzéslancban a végso
elektronakceptor az oxigénmolekula, melynek vizzé redukalasahoz négy-négy elektron
és proton sziikséges. Végsé soron az oxigén redukalasa vizzé jelentGs energia
felszabadulassal jar, melynek egy része hd formajaban felszabadul, mig jelentds
hanyada ADP molekuldk ATP-vé alakitdsara hasznalodik fel az ATP-szintaz
miikodtetése soran. Az ATP szintézis soran tobb oxigén szarmazék is keletkezik [25,
26]. A reaktiv oxigéngyokok tehetok felelGssé tobb patologias elvaltozas kialakulasaért
[27]. A szuperoxid gydkok viszonylagosan hosszii féléletidejiik (10™° sec) [28] miatt
lehetévé valik, hogy a sejten beliil olyan helyekre eljussanak, ahol egyéb molekulakkal
kolcsonhatasba tudnak Iépni. Ilyenek példaul a lipidek, enzimek vagy olyan
makromolekuldk, mint a DNS. A sejtmembran reaktiv oxigéngyokokre adott
érzékenysége nagyban fligg a telitetlen zsirsav tartalmatol. A kettés kotések a
tobbszordsen telitetlen zsirsavakban bizonyos szintig megvédik a membrant a
lipidperoxidacio kdrosité hatasaitol azaltal, hogy a kettds kotés felbomlasaval egy
elektront atad a gyoknek, ezzel stabilizalva azt. Ha az oxigén gyokok koncentracioja
meghaladja a kettds kotések altal biztositott védelem szintjét, a lipidperoxidacié tovabb
képes haladni €s ezzel kérositani a membrant. A kettds kotés nélkiili vagy csak egy
kettds kotést tartalmazo zsirsavak is oxidalédhatnak, de esetiikben a lipidperioxidacios
reakciolanc nem tud elindulni [29]. A fehérjék szintén célmolekulai lehetnek a reaktiv
oxigéngyokoknek. A fehérjéket ért oxidativ karosodas lehet kozvetlen vagy kozvetett,
attol fiiggden, hogy a gyokos reakcid egy konkrét, tiol (-SH) csoportot tartalmazo
aminosavat ért vagy pedig a ROS hatasara a fehérje negyedleges szerkezetében all be
valtozas, vagy degradalodik illetve fragmentalodik az. A gyokos reakeio végiil a fehérje
enzim funkciojanak karosodasdhoz vezet. A reaktiv oxigéngyokok stabilitdsuk ellenére
kolcson tudnak hatni a DNS molekulaval i1s, amiben bazismodositasokat, toréseket, a
dezoxiriboz cukorvazat illetve a DNS javité mechanizmusokat is karosithatjak [28].

A sejtek folyamatosan ki vannak téve a szabadgyokok karositod hatasainak, ezért
a kiilonboz06 antioxidans védomechanizmusok alakultak ki, amellyel hatékonyan tudnak
védekezni. Az antioxidans rendszerek olyan kismolekuldk illetve enzimek, melyek
képesek kijavitani a gyokos reakciok okozta karosoddsokat vagy pedig kiilonféle

reakciokban megeldzik, hogy a szabadgyokok a célmolekuldkkal kolcsonhatdsba
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1épjenek. Két nagy csoportjat kiilonboztethetjiik meg, az antioxidadns enzimrendszereket
¢s a kis molekulasulyl antioxidansokat. Az enzimrendszerek olyan kozvetlen hatasu
fehérjéket foglalnak magukba, mint példaul a katalaz vagy a szuperoxid dizmutdz
(SOD). Ez utobbi az eukariotak esetében két alegységbdl épiil fel és mindkét egységnek
aktiv antioxidans miikkodése van. Reakcid centrumukban réz és cink atomok foglalnak
helyet. A szuperoxid dizmutaz az oxigéngyokoket eliminalo reakcidban két szuperoxid
gyokbol HyOp-ot allit eld. A keletkezett H,O,-ot a katalaz enzim illetve a glutation
peroxidaz semlegesiti. A katalaz enzimnek viszonylag alacsony az affinitasa a HyO,-
hoz, melyet csak annak magasabb koncentracidja esetén képes eltavolitani a sejtbol.
Ezzel szemben a glutation peroxidaznak mar nagyobb az affinitasa H,0O,-hoz, igy azt
mar annak alacsonyabb koncentracioban valo jelenlétekor is képes eliminalni. Ebben a
reakcioban az elektron donor altalaban a glutation nevii kismolekula, amely a glutation
peroxiddz kofaktora. A glutation kozel millimolaris mennyiségben fordul eld az allati és
novényi sejtekben. A glutation peroxiddz a reakcio sordn két glutation felhasznalasa
mellett képes egy H>O, molekulat semlegesiteni [29]. A glutation, mely a Kkis
molekulastlyt antioxidans csoport egyik képviseldje, egy tiol-t tartalmazo tripeptid
(glutaminsav-cisztein-glicin) redukalt formaja. Oxidacioja soran két glutation molekula
alakit ki egy diszulfid hidat a ciszteinjeik kozott. Emellett fontos szerepet jatszik a
fehérjék pontos felcsavaroddsanal, az intramolekularis kotések kialakitasanal és
degradaciojanal is [28, 30].

Az antioxidans rendszerek elengedhetetlenek a normalis sejtmiikodés
biztositasdhoz aerob koriilmények kozott. Az oxidativ és reduktiv folyamatok
szubcellularisan egy jol szabalyozott egyenstlyi allapotban miikddnek, melynek
megbomlasa a sejt reverzibilis vagy irreverzibilis kdrosod4sahoz vezethet. Ennek a
rendszernek a befolyasolasa hatékony lehet példaul a rakos sejtek elpusztitasaban illetve
a mar fennall6 oxidativ stressz soran fellépd egyensulyzavar visszaforditasa megvédheti

az olyan fontos szerveket, mint az agy vagy a sziv.

2.4. Endoplazmatikus retikulum stressz
Az endoplazmatikus retikulum (ER) egy vakon végz6dé csovekbdl felépiild
sejtalkotd, melyen zsakszeri kitiiremkedések figyelhetdk meg, amik széles, egymassal

Osszefliggd lemezrendszerré allnak Ossze. Formaja €s mérete jelentdsen fiigg a sejt

crcr

transzlacidés modositasaiért, tovabba a lipid anyagcserében is jelentOs szerepet tolt be.
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Ez utobbi sziikséges példaul ahhoz, hogy a fehérjék a Golgi-apparatusba szallitodjanak,
ahonnan vezikuldkba csomagoldodva a célhelyre szallitddnak. Az endoplazmatikus
retikulum mikodésének zavara okozza az endoplazmatikus retikulum stresszt, melyrdl
abban az esetben beszéliink, amikor valamilyen sejten beliili vagy kiviili hatés
megzavarja a fehérjék felcsavarodasat az endoplazmatikus retikulumon beliil és igy a
helytelen konformacioji fehérjék felhalmozodnak. Az evolucié soran olyan
mechanizmusok alakultak ki, melyek eltavolitjak a helyteleniil feltekeredett fehérjéket
illetve megkisérlik visszaallitani az endoplazmatikus retikulum homeosztazisat. Ennek
a kulcsfolyamata az angol szakirodalomban az UPR, ,,unfolded protein response”.
Amikor az ER stressz tartésan fennall illetve az Ujonnan termel6dott fehérjék
mennyisége jelentésen meghaladja az endoplazmatikus retikulum kapacitasat, a sejt
mikodésében zavar 1ép fel és akar a sejt halalat is okozhatja. Ha az UPR mechanizmus
nem tudja megsziintetni az ER stresszt, abban az esetben aktivalodik az apoptozis belsd
(intrinszik) és kiils6 (extrinszik) Gtvonala [31].

Az endoplazmatikus retikulum a kalcium f6 tarolo sejtorganelluma, mely fontos
szerepet jatszik kiillonbozo jelatviteli titvonalakban, igy az ER stresszben is. Az mar
bizonyitott, hogy az ER-bdl felszabadulo kalcium olyan jelatviteli Gtvonalakat indit be,
amelyeknek a végsé eredménye a sejthalal mitokondrialis uton keresztiil megvalosulo
utvonala [31].

A tumorsejtek jelentésebb noévekedési titemet mutatnak a normal sejtekhez
viszonyitva, mely fokozott anyagcserével, metabolizmussal és a fehérjeszintézis
felgyorsulasaval parosul. Mindemellett a tumorok mikrokdrnyezetére jellemzé az
elégtelen vaszkularizacid, melynek kovetkezménye az alacsonyabb oxigénnel valo
ellatottsag illetve az intra- és extracellularis kémhatas savas iranyba valo eltolodasa.
Ezek mind hozzéjarulnak az endoplazmatikus retikulum stressz kialakulasahoz. Annak
érdekében, hogy elkeriiljék a helyteleniil felcsavarodott fehérjék felhalmozodasat, a
gyorsan novekvo rakos sejtekben, megfigyelték, hogy az UPR mechanizmus jelentds
citoprotektiv szerephez jut [31]. Ezek a sejtek jellemzden érzékenyebbek is az UPR
rendszert érintd karosodasokra is, igy az olyan kismolekuldkkal valo kezelés, mely
hozzajarulnak az ER stressz kialakulasahoz vagy az UPR mechanizmus mikodését

gatoljak, jo stratégidja lehet a rakos sejtek elpusztitasdnak.
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2.5. Hepatocellularis karcinéma

A hepatocellularis karcinoma (HCC) az 6todik legelterjedtebb rakfajta a férfiak
korében, mig a nok esetében a kilencedik helyet foglalja el vilagviszonylatban, illetve
az egyik vezeté halalok a rakos megbetegedések koziil [32, 33]. A hepatocellularis
karcindmak jelentés része idiilt hepatitisz B vagy hepatitisz C fert6zés altal okozott
kronikus hepatitisszel vagy majcirrézissal is tarsul [34]. A szamos terapias megoldas
ellenére vilagviszonylatban a hepatocelluldris karcindma a harmadik helyen all a rdkos
megbetegedések altal okozott halalokok kozott, melynek eléfordulasa és mortalitasa a
nyugati tarsadalomban folyamatosan né. A vezet6 rizikofaktorok kozott szerepelnek a
kiilonbozd hepatitiszfertdzések, igymint a hepatitisz B és hepatitisz C, a nagymértékii
alkoholfogyasztds és az altala okozott cirrdzisok, a nem alkoholos zsirmaj
(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD), elhizas vagy szamos kornyezeti tényezo,
mint példaul a rakkeltd nitrozamin szarmazékok. A hepatocellularis karcindbma
kialakuldsa egy tobb Iépcsds folyamat eredménye, melynek hatterében nemcsak
kornyezeti faktorok, hanem genetikai elvaltozasok is allnak, melyek végsé soron
egylittesen okozzak a szerv koros elvaltozasat [35]. Jellemzbéen a hepatocellularis
karcindma rosszul reagal a kiilonb6z6 a kemoterdpias eljardsokra, és gyakran kitjul az
érintett majlebeny eltavolitasat kovetden is. A klinikai gyakorlatban a hepatocellularis
karcinoma kezelésére az egyik leggyakrabban alkalmazott kemoterapias szer a
doxorubicin. Emellett 6nall6 és kombinacids kezelések formdjaban alkalmazzdk a
ciszplatin és fluorouracil szereket is. A kezelések ellenére is csak 10-20% kozott mozog
a sikeresnek tekinthet6 kezelések aranya [36].

A m3ajtumorokat csoportosithatjuk az alapjan, hogy milyen sejttipusbol
alakulnak ki. Sejttipust tekintve a mezenchimalis illetve az epitelialis sejtekre jellemzo,
hogy valamilyen kiils6 vagy belsd hatasra transzformaldédnak. A hepatocellularis
karcinoma a gyulladasos rék tipusok kozé sorolhatd. A kronikus gyulladast okozo
kornyezeti faktorok hozzajarulnak a maj mezenchimalis és epitelialis eredetii sejtjeinek
hatterében sokszor kozvetve vagy kozvetleniil az oxidativ stressz allhat, olyan
karosodasokat okozhatnak a madjsejtek genetikai alloméanydban, amelyek kiilonb6zd
onkogéneket aktivalnak és/vagy tumorszupresszor géneket inaktivalnak. Ilyen
utvonalak lehetnek tobbek kozott azok a szignalizacidés kaszkadok, amelyek egy

receptor tirozin kindz aktivacidjan keresztiil beinditja Ras mitogén aktivalta protein
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kindz (MAPK) és a foszfatidil-inozitol-3 kinaz- Akt-kinaz (PI3K-Akt) ttvonalakat.
Ezen kaszkdd mechanizmusok aktivalodasa a Ras-Raf-ERK ttvonalat inditja be és
aktivalja a c-Fos protoonkogént illetve az AP-1 transzkripcids faktort és igy okoz
fokozott sejtosztodast. Ez az ttvonal aktivalodik a hepatocellularis karcinomak tobb
mint 50%-aban. Emellett az esetek 40-50%-ban igazoltak a PI3K-Akt kinaz
szignalizacio aktivalodasat inzulin vagy inzulinszerii novekedési faktor receptoron
keresztiil (pl.: IGFR1), amely az mTOR (mammalian target of rapamycin) utvonalat
gatolja és igy inaktivalja a PTEN tumorszupresszort és a karcinogenezist timogatja. Es
végiil, de nem utols6 sorban a B-katenint aktivalé mutacid, amely aktivalja a Wnt
a pluripotens és progenitor sejtek megujulasaért és fenntartasaért is egyarant, ezzel
hozzajarulva a majsejtek karcinogeneziséhez [37-39]. Mindezek mellett fontos szerep
jut a karcinogenezisben, igy a HCC kialakulasaban is a p53 tumorszupresszor
gyokok DNS karositdé hatasa jol ismert, melynek sordn a p53 génje sériilhet és
onkogénné valhat. A p53 és a hozzd kothetd intracellularis mechanizmusok fontos
szerepet jatszanak az apoptdzis indukcioban, a DNS sériilését kovetd javitd
mechanizmusok szabalyozasdban illetve a keletkezett mutdciok fennmaradasanak
kivédésében. Miikodése szigoruan szabalyozott tobbek kozott a Ras szignal utvonal
iranyabol és szorosan kapcsolodik a sejtciklus szabalyozasahoz is. Fiziologias
korlilmények kozott a kismértéklit DNS karosodas hatasara a p53 fehérje indukélja a
sejteiklus leallitasat és serkenti a karosodas javitasahoz sziikséges fehérjék
kifejez0dését €s meginditja a DNS javitast. Jelentésebb mértékiit DNS torés hatasara a
p53 serkenti a proapoptotikus fehérjék kifejez0dését ¢€s elinditja az apoptozis
folyamatat. Patologids koriilmények kozott a pS3 muticidja hozzdjarul a mutaciok
genomban valé felhalmozodasahoz és a klonalis novekedéshez azaltal, hogy
megakadalyozza az apoptozisba valo belépést. Emellett ndveli a genom instabilitasat €s

hozzajarul a sejtnovekedés szabalyozas elvesztéséhez [40, 41].

2.5.1. Attétek képzédése a hepatocellularis karcinéma soran

A metasztazis képzés a kiillonboz6 rakoknak, igy a hepatocellularis
karcindmanak is, olyan alapvetd tulajdonsaga, melynek soran az eredeti tumorbol egy
vagy tobb daganatos sejt elszabadul és a szdveten beliili, lokalis attéteket vagy a

véraramba belépve és mas szervekbe eljutva tavoli attéteket képeznek a tumor
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progresszio késoi fazisaban, amikor a daganat integritasa mar konnyen megbomlik [42].
A hepatocellularis karcindma egyarant képez intra- és extrahepatikus metasztazisokat,
mivel a transzformalodott hepatocitdknak nemcsak a proliferacids, hanem az invazios
képessége és motilitdsa is kimagasld. A betegséget okozo elsddleges tumor legtobb
esetben a tiidébe ad tavoli attéteket [43].

A sejtinvazid és migracid végbemenetelének alap feltétele nem csak a
citoszkeleton aktiv és jol szabalyozott atalakuldsa, hanem az extracellularis matrix
atalakitasa is. A daganatos illetve a transzformalddott sejtek képesek megvaltoztatni a
kozvetlen kornyezetiik extracelluldris struktirajat, amely lehetévé teszi azt, hogy a
metasztazisképzes soran a daganatrdl levald sejtek a szoveten beliil invazivva valjanak.
Ennek soran ezek a sejtek a citoszkeletonjukat atrendezve kiilonb6z6 sejtnyulvanyokat,
lamellipodiumot  és  filopodiumot  képeznek, melyek feliiletén jellemzden
membrankotott proteazok és sejtadhézios fehérjék talalhatok. A migralo sejtek a
sejtnyulvanyaikat  menetirdnynak  megfeleléen  eldreterjesztve  emésztik  az
extracellularis matrix fehérjéket és alakitanak ki ujabb és ijabb sejt-matrix kapcsolatot,
majd aktiv citoszkeleton atrendezéssel mozdulnak elére. Ez a tulajdonsag nem csak a
metasztatikus sejtekre jellemz6, hanem egészséges, motilis sejtek esetében is

megfigyelheté [44]. Az utdbbi id6k kutatasai azt mutattak, hogy az emlés sejtek,
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crer

proliferacidjanak szabdlyozasdban jelentds szerepe lehet az mTOR jelatviteli
utvonalnak. Az mTOR egy evoltucidsan rendkiviil konzervalt, szerin/treonin kindz,

melynek alapvetd szerepe van a sejtndvekedésben, sejtosztddasban, a sejtek

crcr
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funkcidja van, mely két kiillon komplexhez kotheté (mTORC1 és mTORC2). Az
MTORC1 szignalut felel6s a sejtnovekedésért, a sejtek taléléséért és a sejt motilitasért,
mig az mTORC?2 a sejt talélés mellett az aktin citoszkeleton felépitéséért [45, 46].

A metasztazis kialakuldsa egy sor egymadssal atfedd folyamat eredménye,
melynek soran az elsddleges tumorbol sejtek valnak ki és a szdvetkozti térben
vandorolni kezdenek. A vér- €s nyirokereket elérve beléphetnek a keringésbe, majd a
szervezet egy tavoli pontjan egy kapillarisban csapdazodhatnak €s ott mikrometasztazist
képezhetnek. Ha a koriilmények megfeleldek a kitapadt sejteknek, kolonizalhatnak és

makrometasztazist képezhetnek. A daganatos sejtek mozgasa hasonloképpen folyik,

27



mint amit az egészséges sejteknél megfigyelhetiink olyan fiziologias miikodések soran,
mint az embridgenezis, a sebgydgyulds vagy az angiogenezis. Am a tumor sejtek
esetében nem milkddnek azok a gatld folyamatok, amelyek az egészséges sejtek
esetében leallitjak a sejtek mozgasat, amikor mar arra nincs sziikség. A tumorsejtek
esetében olyan faktorok termel6dése indul be, melyek elésegitik és fenntartjak a
migracié folyamatat. Ezek olyan autokrin fehérjék, melycket a daganatos sejtek
onmaguknak termelnek, hogy a migracios miikodés fennmaradjon. Ezaltal tudnak
folyamatosan invazivva valni és migralni [47, 48]. Emellett sziikséges egyéb
szignalizacios molekulak aktivalodasa illetve integrinek és egyéb adhézids fehérjék
kozremiikddése is. Tobb olyan fehérjét és szignalizacidés utvonalat azonositottak
napjainkig az mTOR mellett, amelyeknek szintén jelentés szerepe van a sejtek
motilitasaban. Ilyenek tobbek kozott a Ras jelatviteli Gtvonal foszfatidilinozitol-3-kinaz
utvonal, vagy protein-kinaz B/Akt utvonalak is, melyek kozvetlen vagy kozvetett aton

aktivaljak a Rho tvonal fehérjéit, mint a RhoA vagy B, Cdc42 vagy Rac [44].

2.6. Hepatocellularis karcinoma in vivo modellrendszerei

A hepatocellularis karcinoma allatokban torténd tesztelésére tobb olyan
allatmodellt is kialakitottak, mellyel jol tanulméanyozhaté a karcinogenezis
kialakulasédnak 1épései és megfeleld kiillonbozd rakellenes hatéanyag vizsgdlatara. Az
allatmodelleknek két nagy csoportjat kiilonboztethetjilk meg. A kémiai tumorigenezis
soran az allatokat olyan kémiai agenssel kezelik, melyet a maj enzimei biologiailag
aktivva és igy mutagénné €s karcinogénné tesznek. Ez képes a m4j sejtjeit karositani
azaltal, hogy DNS adduktokat képez, vagy enzimmiikodést befolyasol. Ennek soran
valamilyen karcinogén vegyiilettel, szén-tetrakloriddal (CCl,) vagy dietilnitrozaminnal
(DEN) indukaljak a hepatocellularis karcindmat. Mind a CCls, mind pedig a DEN
vegyliletekkel valo kezelés esetében a majban torténd biokonverzid eredményeként
létrej6vO metabolit az, amely a majban gyulladasos elvéltozasokat és a késdbbiekben
karcinogenezist okoznak. Ezek a modellek jol kombinalhatok a betegség transzgenikus
modelljeivel is [49].

A masik nagyobb allatmodell a hepatocellularis karcindma tanulmanyozésara,
amikor majtumorbdl izolalt sejteket iiltetlink be az allat szervezetébe. A beiiltetésre
keriil6 sejtek lehetnek allogén illetve xenogén tipustiak. Az allogén eredetli sejtek
esetében a tumoros sejt a modell allattal fajazonos. Ezzel szemben a xenogén eredetli

rakos sejtekkel kialakitott modellben a beiltetett sejtek fajidegenek. A
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xenotranszplantacio esetén van lehetdség arra, hogy immunhianyos egerek szervezetébe
human eredetli rakos sejtvonalat vagy human tumorbdl izolalt sejteket iiltessiink be. A
tumorsejtek beiiltetésével kialakitott allatmodellek esetében megkiilonboztetiink
ektopikus, azaz nem szovet-azonosan (pl. szubkutan), vagy ortotopikusan, azaz szovet-
azonosan beiiltetett modelleket. Az ektopikus modell kivitelezése egyszeriibb, de a
beliltetett daganat a szOvet azonos sejtektdl megfosztva ndvekszik és kevésbé
feleltetheté meg a human betegséggel [49]. Tovabba, az a tapasztalat, hogy az
ektotopikus tumorok gyorsabban novekednek, de attéteket ritkabban adnak. Az
ortotopikusan kialakitott modell mar kozelebb all a vizsgdlni kivant human
betegséghez, hisz ebben az esetben a tumor eredetével azonos szovetbe iiltetik a rakos
sejteket. De ebben az esetben a sejtek novekedését kezdetben korlatozza, hogy a tumor
egy egészséges, nem transzformalt, tumoros kozeggel még nem <érintkezett sejtek
szomszédsagaba keriilt, amelyek nem termelik azokat a ndvekedési faktorokat a
szamukra, amely az optimalis tumor novekedéshez sziikséges. Heindryckx és mtsai azt
allapitottak meg, hogy ha a primer tumor vagy a hepatocellularis karcindéma sejtvonalak
valamelyike egy elézdleg CCls kezeléssel fibrotikussa tett majszovetbe iiltetették, ott
jelentésen jobb novekedési iitemet és jelentdsebb metasztatikus hajlanddsagot tudtak
elérni [49]. Ennek oka abban keresendd, hogy amikor egy szovet fibrotikussa valik, a
jelenlévo sztroma sejtekben a sebgyogyulasra jellemzd fenotipusos valtozasok
jatszodnak le. Az ekkor kialakul6 miofibroblasztok, fibroblasztok ¢€s bearamlo
immunsejtek a rakos sejtek szdmara fontos novekedési faktorokat termelnek, mint
példaul vérlemezke eredetli ndvekedési faktor (PDGF), tumor névekedési faktor béta
(Tgf-p) vagy az epidermalis novekedési faktor (EGF). Ezért ez a modell hisztologiailag
is jobban megkdzelitette a human hepatocellularis karcindméanal tapasztalt
elvaltozasokat.

A Kkarcinogén vegyiiletek altal indukalt modellek esetében a karcinogén
anyagoknak két csoportjat lehet megkiilonboztetni Pitot és Dragan munkassaga alapjan:
(a) olyan genotoxikus vegyliletek, melyek dnmagukban is képesek a majsejtek DNS
allomanyaban hibakat okozni és generalni a karcinogenezist illetve (b) segédanyagok,
amelyek 6nmagukban nem karcinogének, vagy nem elegendéek a neoplasztikus fokusz
kialakitasara, de tumorképz6 hatasukat egy hepatotoxikus anyag megnovelheti. Ezekbol
kovetkezOen a mdjban lehetdség nyilik egy preneoplasztikus sejt kialakuldsara és
klonalis felszaporodéasara és végiil a hepatocelluldris karcinoma kialakuldsara. A kémiai

agensek altal kialakitott modellek nagy eldnye az emberi fibrotikus mé;j elvaltozasokhoz
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vald hasonlésag [49]. A modell kialakitasahoz legelterjedtebben alkalmazott agensek a
dietilnitrozamin és a szén-tetraklorid mellett az aflatoxin és a tioacetamid. Am a
legmegbizhatobb modellt a DEN kezelés adja. Hatranyaként érdemes megjegyezni,
hogy a kialakult tumor heterogén ¢s tobbnyire ismeretlen genetikai hatteri tumorok
képzddnek, ami egy célzott tumorellenes szer vizsgalatat neheziti.

Kisérleteinkhez a DEN altal indukalt modellt alkalmaztuk, egy olyan
transzgenikus modellel, amelyben a Matrillin-2 génje mesterségesen ki van iitve. A
DEN hasznalata széles korben elterjedt a kisérletes hepatocellularis karcindma allat
modelljének kivaltasaban. A 2 hetes allatoknak intraperitoneélisan beadott DEN a 8.
honapra tumorokat alakit ki a majban [50]. A DEN-nek 6nmagaban nincs karcinogén
hatasa, a majban a citokrom-P450 enzim alakitja at aktiv forméava, ami mar képes
tumorigenezisre. Az aktiv formaja DNS adduktokat képez a majsejtekben, amely
alkilacion megy keresztiil és preneoplasztikus régio kialakulasahoz vezet [51].

A Matrilin-2 fehérjének (Matn2) fontos szerepe van az extracellularis matrix
kialakulasaban, am megfigyelték, hogy a fehérjét kodold gén kilitése még nem okoz
jelentés szervrendszeri elvaltozast az egerekben sem az embriondlis, sem pedig a
posztembrionalis kori szerv kialakulasban és fejlédésben [52].

Az extracelluldris matrix atszervezddésének nemcsak a sebgydgyuldsban, de a
tumor képzodésben is jelentds szerepe van. A Matrilin-2 mutans egerekben, annak
ellenére, hogy nem volt fellelhetd szervi és szervrendszeri elvaltozas vadtipust
alomtarsaikhoz hasonlitva, azt feltételezték, hogy masként viselkednek egy tumor
modellben. Matés és mtsai hipotézise szerint a felallitott mutans egértorzs jo
megfigyelési lehetdséget nyujt a sebgyogyulds, a csonttorés [52] és egyéb olyan
patologias elvaltozasok tanulméanyozéasaban, ahol elengedhetetlen az extracellularis
matrix ujraszervezOdése illetve atrendezddése, igy a modell feltételezhetden
befolyasolja a tumor-sztréma kolcsonhatast és ezéltal a tumor fejlodését is. A Matn-2
egy olyan nem kollagén tipusu glikoprotein adaptor fehérje, melynek fontos szerepe van
az extracellularis matrix kialakuldsaban. A majban az un. ovalis sejtek, melyek a ma;j
progenitor sejtjei, termelik a majregeneracioja soran [53]. A von Willebrand faktor A
szeri doménjével képes kolcsonhatni az extracellularis matrix-szal és hidszerti
keresztkotéseket kialakitani kollagén molekulak és egyéb proteoglikanok kozott [54].
Ez a fehérje tobbféle tumorban is expresszalddik, tobbek kozt asztrocitomakban, és mas
agyi tumorokban [55]. Emellett majcirrozis és hepatocellularis karcinoma esetén is
expresszidjanak jelentds novekedését figyelték meg [56]. Fiziologias koriilmények
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kozott a portalis erek falaban talalhatd meg nagy mennyiségben, ami HCC esetén a
tumor ereire jellemzé inkabb [56].

Azokban az egerekben, ahol a matrilin-2 génjét kiiitotték, nem volt jelentds
valtozas a szervek felépitésében ¢s milkodésében, beleértve a majat is. Bar a mutans
egerek majaban a 10. honap kornyékén neoplasztikus fokuszok voltak megfigyelhetdek,
amely arra utalt, hogy ennek a génnek az inaktivalasa megnoéveli a majsejtek
proliferativ képességét [57]. Abban az esetben, amikor ezeket az egereket DEN-nel
kezelték, a majtumorok az esetek 100%-ban kialakultak, melyek nem csak szdmban,
hanem méretben is feliilmultak a vadtipusét. Ebbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a
Matn2” egerek joval érzékenyebbek a DEN-re [57]. Ez alapjan a kisérleteink
elvégzésére és a majtumor ellenes hatéanyagok sziirésére ezt a modellt talaltuk a
legalkalmasabbnak.

A DEN egy olyan karcinogén tulajdonsagokkal rendelkezé molekula, amely a
biokonverzidjat kovetéen a DNS-t alkilalja ¢és azzal adduktokat képez.
Allatmodellekben elterjedten hasznalt karcinogén, ami proliferativ és neoplasztikus
lézidkat okoz a majban. A DEN indukalta hepatocellularis karcinoma modell
karakterisztikaja, proteomikai tulajdonsdgai jol megfeleltethetéek a human
majkarcindma tulajdonsagaival. A DEN O6nmagaban nem vagy csak kismértékben
karcinogén. Ahhoz, hogy aktiv rakkelt6 hatasat elérje egy enzimatikus atalakitasara van
szlikség, melyet a citokrom-P450 izoenzimek, tobbek kozott a CYP2EL, CYP2AS5,
CYP2A6 enzimek végeznek. Tulajdonképpen a DEN ((C2Hs5)2NNO) karcinogén hatasa
azon alapul, hogy oxidacidjanak végtermékeként aktiv alkil-gyok szabadul fel, mely a
DNS valamely bazisahoz kotédve adduktot képez, €s igy okoz mutéacidokat. A DEN
aktivalodasat az emberi szervezetben is a CYP2EL illetve a CYP2A6 izoenzimek
végzik egy hidroxilacids reakcid soran [51, 58]. A biokonverzid elsé 1épése a CYP
enzimek altal katalizalt a-hidroxilacid, melynek eredménye egy hidroxil-nitrozamin. A
DNS addukt képzés egy koztes etil-diazonium ion kialakuldsdn ¢€s nitrogén
atrendez6désen keresztiil valosul meg [51]. A biologiai atalakitasban résztvevo két
izoenzim atfedd szubsztrat specifitassal rendelkezik. Ezek az enzimek jelentds
szerephez jutnak az emberi szervezetben is egyéb nitrozo-vegyiiletek
metabolizmusaban és eliminalasaban.

Patkdnyokban mar a kezelést kovetd 4. honapban kimutathatoak voltak, olyan
majteriiletek, ahol a hepatocitdk megvaltozott mitkodést mutattak illetve a 8. honapra

mar jol azonosithatd makroszkopikus tumorok alakultak ki [59]. Megfigyelték, hogy a
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DEN egyszeri alkalmazasa is megemelte a patkanyok majanak mezenchimalis
sejtjeiben a p53 expressziojat, melyrél ugy gondoljak, hogy a karcinogenezis korai
szakaszaban a kérosodott sejtek apoptdézisba vald beléptetése a feladata. A p53
karosodasa illetve csokkent miikddése hosszutavon hozzajarul a tumorsejtek ttléléséhez
és taimogatja a majkarcinoma kialakulasat [60]. Hatasmechanizmus szempontjabol a
kutatasok azt talaltak, hogy a dietilnitrozamin elsé 1€épésben a-hidroxilalodik a fentebb
emlitett citokrém P450 kiilonb6z0 izoenzimjei altal, s igy o-hidroxilnitrozaminna
alakul. Ebben a forméaban képes DNS-t alkilalni és DNS adduktot képezni. A DEN
ilyen moda biokonverzidja minden olyan szdvetben €s sejtben megtorténik, amelyben
aktiv citokrom P450 miikodés talalhato.

Tehat abbol a megfigyelésbol kiindulva, hogy a hepatocellularis karcinoma
sejtek jelentésen jobban ndvekednek cirrotikus koriilmények kozott illetve, hogy a
kémiai agensekkel, kivaltképp DEN-nel indukalt hepatocellularis karcindma jol
modellezi a human betegséget, arra a dontésre jutottunk, hogy kisérleteinkhez a HCC-t

Matn2” egértorzson alakitjuk ki DEN segitségével.

2.7. Talidomid analéogok kemoterapias szerepe

A talidomid  ((RS)-2-(2,6-dioxopiperidin-3-il)-1H-izoindol-1,3(2H)-dion)
eldszor a 1957-ben jelent meg a klinikai alkalmazasban Contergan néven. Nyugtatd
hatasat eldszor a varandos kismamak reggeli rosszulléte és émelygése ellen
alkalmaztak. Emellett az inszomnia, szorongas kezelésére és gorcsoldasra is gyakran
alkalmazott szer volt [61]. Az ecladast kovetden hamarosan fény deriilt a sulyos
mellékhatdsaira. Bevezetését kovetd években tobb ezer gyermek sziiletett végtag, szem
¢és sziv malformitasokkal. Utdlagos vizsgalatok sordn kidertilt, hogy a racém formaban
formulalt hatéanyagnak csak az egyik enantiomerje okozza a mellékhatasokat. A
késObbiekben egyre tobb egyéb hatast is azonositottak, amelyek kiilonboz6
betegségeknél hasznosnak bizonyulhatnak. Tanulmanyok és klinikai vizsgalatok sora
mutatta ki, hogy a talidomid hatasos a lepra, mieloma multiplex kezelésére, HIV kiséro
tiineteinek enyhitésére és nem utolsd sorban a rak egyes fajtainak kezelésére [62-65]. A
90-es évek elejétdl kezdodott el a komolyabb kutatas a talidomid rakkezelésbe vald
beillesztésével kapcsolatban. D'Amato és mtsai azt talaltdk, hogy a talidomidnak
angiogenezist gatld hatasai is vannak [66]. A feltevésiiket sikeresen bizonyitottak
ragcsaldo modellen. Tovabba kimutattak, hogy angiogenezist gatld hatasat a vaszkularis

endotelialis novekedési faktor (VEGF) medialta Gtvonal gatlasan keresztiil éri el [64]. A
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talidomid érképzodést és tumor novekedést gatld hatasa tovabb volt novelhetd, ha
dexametazonnal vagy nem-szteroid gyulladascsokkent6kkel kombinalva alkalmaztak
[67, 68]. A talidomid pontos hatasmechanizmusa teljességében még nem ismert, de az
érképzodést gatld hatasa mellett az oxidativ stressz indukalasat tartjak az egyik fontos

hatasanak. mRNS szinten gatolja a tumor nekrozis faktor- alfa (TNF-a) termelddését,

crer

crer

vizsgalatok a mieloma multiplex esetében tudtak jelentdsebb pozitiv hatast kimutatni a
talidomid molekulaval valé kezelést kovetden. A Kkutatdsi eredmények alapjan
indokoltta valt talidomid alkalmazéasa ¢és analdgjainak vizsgalata a rakkutatasban. Az
érképzddést gatld, oxidativ stresszt okozd és immunvalasz modulald hatasai alapjan az
FDA (Food and Drug Administration, USA) az alap molekulat 1998-ban engedélyezte
az gjonnan kialakult mieléma multiplex kezelésére, s ettdl fogva kezdddott el a torekvés
a potensebb illetve kisebb mellékhatasokkal rendelkez6 anal6gok kutatasara és
fejlesztésére.

A jelenleg forgalomban 1évé talidomid analogok (lenalidomid, pomalidomid,
apremilast) teljes hatasmechanizmusa szintén nem ismert, de feltehetleg tobb
tamadasponton ¢és tobb kaszkddmechanizmus befolydsolasan keresztil fejtik ki a
hatasukat. Ilyen tdamadéaspontok lehetnek az angiogenezis befolyasolasa, a gyulladas
mediator citokinek termelddésének megvaltoztatasa, a T-sejtek aktivalasan keresztiil az
immunvalasz modulalasa vagy az apoptozis kaszkad rendszerének beinditasa. Szdmos
tanulmany foglalkozott a talidomid és foképp az analdgjainak az érképzddésre Kifejtett
hatasaval. Vizsgaltdk tobbek kozott a VEGF-re kifejtett hatasat. A VEGF egy olyan
autokrin mddon is hatni képes ndvekedési faktor, melyet a tumorok nagy mennyiségben
képesek termelni és a hatasdra létrejové Uj ereknek koszonhetden fenntartani a
nagylitemli novekedésiiket, kielégiteni a magasabb oxigén és tapanyagigényiiket.
a bazikus fibroblaszt novekedési faktor (bFGF) és az interleukin-6 (IL-6) molekulakra
kifejtett hatasat is vizsgaltdk. A bFGF a lamina bazalis termelésének szabalyozasat
végzi a fibroblaszt sejtekben illetve felelés a szubendotelidlis extracelluldris matrix
kialakulasaért. A tumorsejtek és a kornyezetiikben 1€évé sztroma sejtek kozott
kiilonleges kapcsolat all fenn. Gyakori, hogy a tumorok atprogramozzak a

kornyezetiikben 1évo fibroblasztokat és ezekben a tumor asszocialt sejtekben
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jelentdsebb lehet a bFGF illetve az IL-6 jelmolekulak termelédése illetve kifejez6dése
[70]. Megfigyelték, hogy a talidomid analogok gatoljak az NF-kB normalis miikodését
az IL-6 tutvonal megzavarasan keresztiil, mellyel tovabb csokkentik a koros
angiogenezis lefolyasat [71, 72], mig az immunrendszer miikodését befolyasolo hatasuk
soran kiilonb6z6 pro- és antiinflammatorikus citokinek termelddését, igymint az IL-1
és IL-6, IL-10 vagy a TNF-a. Tovabba kimutattak, hogy in vitro koriilmények kozott a
talidomid ¢és analdgjai a kaszpaz-8 utvonalat aktivalja és belépteti a sejtet az
apoptdzisba. Emellett a kaszpaz-9 aktivitasat is megnoveli [73].

Jelenlegi eredmények alapjan megalapozottnak latszott a talidomid molekula
analogjainak szintézise és hatastani vizsgalata annak érdekében, hogy a hatasnovelés
mellett az esetleges mellékhatasokat csokkentsék. Az Avidin Kft —ben 60 kiilonb6z6
talidomid analdgot szintetizaltak. Munkénk sordn célunk volt olyan talidomid alapu
molekula konyvtar szlirése, melynek tagjai koziil olyan molekuldk keriilhetnek ki,
melyek az alapvegyiilet hatasat feliilmuljak és/vagy a célspecificitasat novelik, €s

amelyek kiindulopontjai lehetnek 0j, tumorellenes hatdéanyagok kifejlesztésének.
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3. CELKITUZES

Doktoranduszi munkdm soran célul tiiztiikk ki Gjonnan szintetizalt talidomid
analogok hatéastani vizsgalatat kiilonbozo tipusu nagy ateresztOképességli vizsgalati
modszerekkel. A végpontmérésen alapuld biokémiai tesztekkel kisziirt és hatasosnak
bizonyul6 molekuldk kinetikajat egy valdsidejii mérést lehetévé tevd citotoxicitasi
panelen (RTCA SP, Real-time Cell Analizer; Roche) is tesztelni kivantuk. Majd végiil a
leghatasosabb molekulakat in vivo, egér tumor modellen is terveztiik megvizsgalni. A

vizsgalataink 6t részre oszthatoak:

3.1. Ujonnan szintetizalt talidomid analég vegyiiletek sziirése
végpontmérésen alapulé technikakkal

A kismolekuldk szintézisének eredményképpen keletkezd molekula konyvtar
tagjairdl elsd 1épésben meg kell bizonyosodni, hogy valdban rendelkeznek bioldgiai
aktivitassal, illetve meg kell allapitani a hatasos koncentraciot. Erre a célra elterjedten
alkalmazzék a kiilonboz6 végpontméréses technikékat, melynek sordn a molekuldkat
novekvé koncentracioban tesztelik a vizsgalni kivant sejteken. Munkam soran a

kiilonbozd talidomid analdgok hatasat MTS kolorimetrias végpontméréssel vizsgaltam.

3.2. Hatasos talidomid analogok vizsgalata valos idejii, jelolésmentes mérési
technikaval (RT-CES)

A hatasos talidomid szarmazékokat célunk volt tovabb vizsgalni egy olyan
rendszeren, amely informéciot szolgaltat a molekula hatdsanak idébeli lefutdsardl is és
nem igényel kémiai jeldlést. Erre a célra optimalizaltunk egy olyan valos idejii mérést
lehetove tevd rendszert, amely akar perces felbontdssal is képes adatokat nyujtani a
sejtek kezelésre adott valaszarol. Tobb, a biokémiai paraméterek mérése alapjan
toxikusnak bizonyuld talidomid analdg vizsgalatat kovetden két molekulat, az Ac-915-

Ot és Ac-2010-et elemeztiik részletesebben a késObbi kisérleteinkben.

3.3 Ac-915 talidomid analéog hatastani vizsgalata toxikogenomikai
modszerrel

Célunk volt megvizsgalni nagy ateresztoképességli toxikogenomikai vizsgalati
modszerekkel az Ac-915 talidomid analdggal vald kezelés kiilonb6zd 1étfontossagu

szervek génexpressziojara kifejtett hatasat.
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3.4. Talidomid analégok intracellularis lokalizaciéjanak és kolcsonhatd
partnereinek vizsgalata

Az Ac-915 és Ac-2010 talidomid analogok intracellularis célmolekulainak
meghatarozasat hullamhossz rezonancia eltolodas mérésén alapuld (Resonant
Waveguide Biosensor) technikaval kivantuk meghatarozni.

A kolesonhatd partnerekhez kotddé molekularis mechanizmusok megismerése
céljabol célunk volt megvizsgalni az Ac-915 és Ac-2010 sejteken beliili lokalizaciojat
is. llletve az elbézetes ismeretek alapjan célunk volt az intracellularis antioxidans

rendszerre kifejtett hatasukat is meghatarozni.

3.5. Talidomid analégok in vivo hatasanak vizsgalata hepatocellularis
karcinoma egér modellen

A kiilonboz6 kemoterapias szerek in vivo modell rendszeren valo vizsgalatara
széles korben allnak rendelkezésre kiilonféle karcinogén vegytilettel indukalt méjtumor
ragcsaldo modellek. Az eldzetes eredmények alapjan célunk volt megvizsgalni az Ac-
915 és Ac-2010 talidomid analog hatasat a hepatocellularis karcinoma DEN vegyiilettel

kivaltott Matn2™”" egér modelljén is.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Sejtek tenyésztése és fenntartasa

A kisérleteinket Hep3B, HepG2 és Huh7 (ATCC, USA) human hepatocellularis
karcindma sejteken végeztiik. A hepatocellularis karcinéma sejtek Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM, high glucose) (Gibco, Carlsbad, CA, USA) és Nutrient
Mixture F-12 Ham (Sigma, St. Louis, MO, USA) médiumok 1:1 aranyu keverékében
néttek, melyet Penicillinnel (50 1U/ml), Streptomycinnel (50 mg/ml) és 10% borja
savoval (Fetal Bovine Serum, FBS) (Gibco, Carlsbad, CA, USA) egészitettiink ki. A
sejteket sejttenyésztd inkubatorban 10 cm? feliiletii szovettenyésztd csészékben
novesztettiilk és tartottuk fenn, ahol az atmoszféra 5% CO, —ot tartalmazott és a
hémérséklet 37°C —ra volt beallitva. A sejteket a végpontmérésen alapuld vizsgalati
modszerekhez 96-lyukti mikrotiter lemezekbe szélesztettiik a kezelést megel6z6 napon
¢s a sejtek kezelését kovetéen 72 oOrdn 4t inkubdltuk a kiilonbozd tesztelendd
anyagokkal. A valos-idejii sejtéletképesség méréshez a sejteket specialis 96-lyukua
mikrotiter lemezekre (E-plate) szélesztettiik. A sejtek szélesztését megelézden az E-
plate aljan talalhato elektroda halozatot 0,2% l-es tipusu kollagénnel (PBS-ben oldva)
feliilet kezeltiik 30 perc id6tartamra. A hattérmérést kovetden a sejteket 6000 sejt/lyuk
koncentracioban raktuk ki az E-plate-re. EgQy nap novekedést kovetden a sejteket a

kivant vegyiiletekkel kezeltiik és 72 oran at regisztraltuk az életképességiiket.

4.2. MTS kolorimetrias végpontmérési technika

A citotoxicitdsi vizsgalatokhoz és a valds idejii sejtéletképesség mérés
validalasahoz CellTiter 96 MTS kolorimetrias sejtproliferacios tesztet hasznaltunk. A
mérésekhez az Ac-915 és Ac-2010 anyagokbol 10 mM-os térzsoldatot készitettiik
DMSO-val (Sigma-Aldrich Kft., Magyarorszag). A kezelést megel6z6 napon 96-lyuka
szOvettenyésztd lemezekbe kirakott sejteket mikromolaris és szubmikromolaris
koncentracioban kezeltiik meg a referencia vegyiiletekkel (lenalidomid, doxorubicin,
ciszplatin) vagy talidomid analdgokkal. 72 6ra ndvekedést kdvetden az alkalmazott
anyagok toxikus hatasanak mértékét CellTiter 96 (Promega, Bio-science Kft.
Magyarorszag) MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboximetoxifenil)-2-(4-
szulfofenil)-2H-tetrazolium) kolorimetrias sejtproliferacios esszével mértiik meg. A

sejtek 1 6rat voltak inkubédlva az MTS/PMS eleggyel sejtinkubatorban, majd pedig a
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keletkezett formazan mennyiségét 690 nm-en mértilkk Powerwave spektrofotometrias

késziilékkel (Biotek, Winooski, USA).

4.3. Sejtek wvalos ideji életképességének (RTCA-SP) és migracios
képességének (RTCA-DP) mérése

A valos ideju sejtéletképesség méréshez a Roche xCELLigence SP és DP
(ACEA-Roche, Roche Magyarorszag Kft., Magyarorszag) késziiléket hasznaltuk, mely
a sejtek vezetdképességének valtozasa alapjan ad informdaciot a sejtek életképességérol.
A sejtek szélesztését megeldzden a specialis 96-lyuka mikrotiter (E-plate) és a 16-lyuku
migracios lemezeket 0,2%-0s l-es tipusi kollagénnel fedtiik, majd 30 percig a
sejtinkubatorban allni hagytuk. A sejtmentes hattér ellenallast 10 percig mértiik 1 perces
idokozonként. A sejtek kiszélesztését kovetden 1 orat allni hagytuk az RTCA-SP
rendszer esetén az E-platet, hogy a sejtek letapadjanak, majd megkezdtiik a méréseket.
A sejtek kezelését minden esetben a szélesztést kdvetd nap reggelén végeztiik el. A
talidomid anal6gokat mikromdlos és nanomoélos koncentracidban alkalmaztuk az in
vitro méréseink soran. A méréseket 72 oran at folytattuk.

A citotoxicitasi kisérletekhez HepG2, Hep3B és Huh7 human hepatocellularis
karcindma sejtvonalakat alkalmaztunk. A kisérletet megel6z6 napon a mar fentebb
emlitett modon el6készitett E-plate-be 4000 sejt/lyuk koncentracioban szélesztettiik ki a
sejteket, majd egy ¢jszakdn at hagytuk novekedni inkubétorban, mialatt 5 perces
1dokozonként regisztraltuk a sejtek letapadasanak erdsségét. Masnap a sejteket
térfogatban. A kisérletet 72 Oras utokovetési szakasz zarta le, mely alatt az elsé 12
ordban 5 percenként, majd a 13. oratol 10 percenként regisztraltuk a sejtek
¢letképességét.

Az RTCA-DP rendszerrel végzett migracios mérések esetében 16000 sejtet
szélesztettliink ki lyukanként 150 pl savomentes tapoldatban a specidlis migracios
lemezre. A sejtek szélesztését megel6z6en, a szérummentes tapoldatba belemértiik a
A sejtek mozgasat az elsd 24 oraban percenként, majd az ezt kovetd 48 oraban 5

percenként regisztraltuk.
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4.4. RNS izolalasa toxikogenomikai vizsgalatokhoz

Szivszovetbdl az RNS izolalast Faragd és mtsai publikacidja alapjan végeztiik
[74]. Az alkalmazott eljaras a High Pure miRNA Isolation Kit (Roche Magyarorszag
Kft., Cat. No. 05080576001) tovabbfejlesztett, javitott valtozata, melynek soran tobb uj
1épést is beillesztettek. A szivszdvetet folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és azon a
hémérsékleten homogenizaltuk. A poritott szovet 50 mg-jdhoz 190 pl proteinaz K
oldatot adtunk és 30 percig 50°C-on inkubdltuk. Ezt kdvetdéen 325 ul koté pufferrel
(Binding buffer, Roche Magyarorszag Kft.) és 320 ul kot6dés segité puffer (Binding
enhancer, Roche Magyarorszag Kft.) hozzaadasa mellett a mintakat filter oszlopra
kotottiik fel. Az oszlop két 1épésben, elészor 500 ul, majd 300 pl moso pufferrel (Wash
buffer, Roche Magyarorszag Kft.) volt mosva és végiil 40 pl elacios pufferel volt
eludlva. A mindségi és mennyiségi ellendrzést Nanodrop spektrofotometrias eszkozzel
végeztik. Az elfogadhatdé mindséget 260/280 abszorpcids hanyados esetében > 1,8
hataroztuk meg.

Az agyszovetet Trizol (Sigma-Aldrich Kft.) reagensben, mig a maj és vese
szovetet RA1 pufferben (Macherey-Nagel, Biotech Hungary Kft., Magyarorszag)
homogenizaltuk. Teljes RNS-t (kontroll ¢és anyagkezelt mintdkbdl egyarant)
AccuPrep™ RN tisztité kittel (Bioneer, Korea) izolaltuk a gyérto altal el8irt protokoll
alapjan, azzal a kiilonbséggel, hogy a mintdkon DNaz kezelést hajtottunk végre. Ehhez
els6 1épésként a homogenizatumot NucleoSpin szovetsziiréd (Macherey-Nagel) oszlopra
vittik fel és 13000 rpm fordulaton centrifugdltuk 3 percig. A csapadékot PB-
merkaptoetanollal kiegészitett RA-1 lizis pufferben oldottuk fel wjra. Az extrakcios
oszlopra (Bioneer Viral RNA Extraction Kit, Bioneer, Korea) valo felkotést
megeldzden megegyezd mennyiségli 70%-os etanollal vortexeltiik dssze. Ezt kdvetden
80%-os etanollal mostuk, majd szobahdmérsékleten 15 percig kezeltiik DNéz oldattal.
Reakciot RAL: EtOH (1:1) oldattal allitottuk le, majd centrifugaltuk a mintakat. Végiil
kétszer mostuk az oszlopokat mos6 pufferrel (Wash buffer 2, Bioneer) és 50 ul RNaz
mentes vizzel elualtuk.

QRT-PCR reakcidhoz 750 ng total RNS-t irtunk at cDNS-sé High-Capacity
cDNA RT Kit (Life Technologies Magyarorszag Kft., Magyarorszag) segitségével.
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4.5. Génexpresszios profil vizsgalat nagy ateresztoképességii nanokapillaris
QRT-PCR moédszerrel

Woburn, MA; Thermo Scientific, MA, USA) valds id6ben vizsgaltuk. Vizsgalatainkhoz
Tagman probakat allitottunk 0ssze (2. tablazat). Az OpenArray lemezek elkészitéséhez
a Tagman probakat és a hozzajuk tartozo primer parokat megkiildtiik a BioTrove cég
részére, ahol az igényszerinti mintazatban legyartottdk a lemezeket. A Tagman assay
reakcio keveréket kiegészitettiik ROX fluoreszcens festékkel is, annak céljabol, hogy
ellendrizni tudjuk a reakciok Osszeallitadsanak hibatlansagat.

A reverz transzkripcioval eléallitott mintakat (vagy a templatmentes kontrollhoz
a vizet) 384 lyuku lemezekbe mértiik be. Minden lyuk tartalmazta a reakciok futasahoz
szlikséges GenAmp Fast PCR Master Mix oldatot (Life Technologies Magyarorszag
Kft.) és az OpenArray DLP 5x Remix oldatot (BioTrove). Az OpenArray felt6ltd
egység segitségével, kapillaritas elvén alapulva, a vizsgald nanokapillaris lemez lyukait
a megfelel6 mintaval és reakcié keverékkel toltottiik fel. A lemez minden egyes
almatrixa 5 pl reakcios keveréket és 1,2 pul cDNS mintat tartalmazott. A mintafelvitel
utan egy specialis tartokeretbe helyeztiik a lemezt, majd optikailag inert olajjal toltottiik
fel és ultraibolya fényre szilardulo ragasztoval lezartuk. Az amplifikacios reakciok az
OpenArray NT késziilékben torténtek az aldbbi koriilmények kozott: 50°C 15
masodperc, 91°C 10 perc, majd 50 ismétlésben 54°C 170 masodperc és 92°C 45
masodperc kdvette egymast.

A Biotrove OpenArrayNT Cycler System szoftvere tartalmaz egy algoritmust,
amellyel meghatarozhaté a Ct érték (Cycle threshold) a szamitott Cy konfidencia
(megbizhatdsag) értékek alapjan. A QRT-PCR kisérlet kiértékelése soran azokat az
értékeket tekintettiik pozitiv eredménynek és analizaltuk tovabb, melyek Ct konfidencia
értéke legalabb 300 volt. Az ez alatti értékeket hattérnek tekintettiink. Az
eredményeinket harom haztartasi gén (pipa, pgkl és rplp0) atlagahoz normalizaltuk és a
gén kifejezddéseket négy biologiai ismétlés atlagabol szamitottuk. Az atlag értékeket

akkor fogadtuk el, ha standard deviancia értéke alatta volt az atlag érték félszeresének.

4.6. Hullimhossz rezonancia eltolédason alapulé bioszenzor technika
A két talidomid analdég kolcsonhatd partnereit rezonancia eltolédason alapulo
bioszenzor (Resonant Waveguide Optical Biosensor; Perkin Elmer, Per-form Kft,

Magyarorszag) technikaval vizsgaltuk. A vizsgalat soran a specialis 384-lyukt optikai
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lemez lyukainak feliiletéthez 10 pl 50 pg/ml human rekombinans HSP70 (Sino
Biological, Peking, Kina) vagy 100 pg/ml human rekombinans HSP60 vagy HSP90
(Sino Biological) hésokk fehérjéket kotottink ki. A hdsokk fehérjék 20 mM pH 5.5
kémhatasu natrium-acetat oldatban oldottuk. Az optikai mikrotiter lemezbe mért
fehérjéket egy €jszakéan at 4°C-on inkubaltuk, majd masnap hdromszor mostuk az esszé
pufferrel (PBS, pH 7,4; 0,005% Tween 20; 3% DMSO). A hattérmérést 25 perc
homérséklet ekvilibralas el6zte meg, melynek soran az optikai lemezt az Enspire
Multimode Plate Reader (Perkin Elmer) késziilék kamrajaba helyeztiink, amelyet

alland6é homérsékletre allitottunk be. Végiil 15 ul reakcid pufferben oldott kiilonbozo

rendszer alapja egy specialis optikai lemez, melynek aljara egy optikai/fényvezet6 réteg
van fektetve, mely ismert fénytoré képességgel rendelkezik. A késziilék a visszavert
fény hulldmhosszanak fehérje-fehérje kolcsonhatas eredményeként torténd eltolodasat
méri és az adatokat pikométer (pm) egységben adja meg. Az affinitisi adatokat (Kd
értékeket) a standard telitési gorbére illesztett pontok alapjan szamoltuk ki GraphPad

Prism 4 program segitségével (3. abra).

a b
0 (0}
0 (]
Y YYYYYY
> Fényvezetd réteg
| | Uveg 2
=
c
3
k=
Polarizalt fény Visszavert fény Hulldmhossz (pm)

3. abra: Hullamhossz rezonancia eltoloddson alapulo bioszenzor technika alapelve.

A hullamhossz rezonancia eltolodas mérésén alapulo technika esetén a prizma feliilet
fénytord képességének és a visszavert fény hullimhosszanak valtozdsat mérjiik. (a.) A
beesd polarizalt fény a fényvezetd rétegben a hullamhosszanak megfeleld tavolsagra
képes eljutni, majd fénytorést kovetéen reflektalt fény formdjaban elhagyja azt. A
fényvezeto feliilethez kovalensen kotott fehérje (Y) befolyasolja a fény altal megtett ut
hosszat és megvaltoztatjia a reflexio helyét. Vizsgalt fehérje kolcsonhato partnerek
tovabb vdaltoztatiak a fényut hosszat. (b.) A fehérje feliilethez valo kikétésekor és a
kélcsonhato partner bekotését kovetoen mérheté hullamhosszok kozotti  fényut
eltolodasbol kiszamithato a fehérje és a kolcsonhato partnere kozotti kélcsonhatas
erdssége [75].
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4.7. Reaktiv oxigén gyokok (ROS) meghatarozasa

A ROS meghatarozasa HepG2 humén hepatocelluldris karcinoma sejteket
hasznaltunk. Ac-915 vagy Ac-2010 molekuldkkal végeztiik a kezelést, majd a DCFDA
(2’,7’-diklorohidrofluoreszcein-diacetat, Sigma-Aldrich Kft.) mennyiségét FACS
technikaval mértiik. A kezelést megel6zben a sejteket egyszeres PBS-sel mostuk, majd
1% -os borju szérum albuminnal kiegészitett Hanks féle pufferelt s6 oldatban (BSA-
HBSS, Sigma-Aldrich Kft.) vettiik fel. A sejtszam 10° sejt volt milliliterenként. A
sejteket 60 perccel az Osszegyljtésik el6tt DCFDA festékkel kezeltik 2 uM

végkoncentracioban és az intracellularis ROS termelddés FACS késziilékkel mértiik.

4.8. A sejtek glutation tartalmanak mérése

HepG2 sejteket (20.000 sejt/ lyuk) Ac-915 talidomid analoggal inkubaltunk 96-
lyuku sejttenyésztd lemezekben, 50 pl végtérfogatban, 2 6ran keresztiil. Az inkubacios
id6 lejarta utan a sejtekhez 50 pl kétszeres toménységii GSH-GIoTM reagenst (GSH-
Glo™ Glutathione assay; Promega, Bio-science Kft) adtunk és tovabbi 30 percig
inkubaltuk szobahémérsékleten, majd ekvivalens mennyiségi (100 pl) Luciferin
detektalo reagenssel kezeltiink meg minden lyukat és 15 perc varakozast kovetden a
lumineszcens fényreakcidt fotométerrel detektaltuk. A kisérlet sordn negativ és vak

reakciokat is készitettink.

4.9. Intracellularis lokalizacio vizsgalata

HepG2 hepatocellularis  karcinoma sejtvonalat novesztettiink {ivegalja
sejttenyésztd csészében (MatTek, Ashland, MA). Az ER-ot ER-Tracker Green (Life
Technologies Magyarorszag Kft.) festékkel festettilk meg. A festést kovetden a sejteket
HBBS-ben oldott 10 uM Ac-2010 talidomid analdggal kezeltiik meg, majd 5 perc
inkubaciot kovetéen Olympus Fluoview FV1000 konfokalis 1ézer szkenning
mikroszkdppal, 20x-os és 40x-es nagyitason vizsgaltuk. Az ER-Tracker festéket 543

nm hulldmhosszon, az Ac vegyliletet 405 nm hullamhosszon vizsgaltuk.

4.10. Kisérleti allatok tartasa és kezelése

Az allatkisérletek soran az egerek az altaldnos laborallat taphoz és a vizhez
szabadon hozzaférhettek (ad libitum) a tartasuk teljes id6tartama alatt. A homérsékletet
és a paratartalmat egy standard értéken tartottuk. A sotét/vilagos ciklus 12 oras
periddusban valtakozott. A toxikogenomikai vizsgalatokhoz csoportonként 4-4 ndstény

Balb/C egeret alkalmaztunk. A szoveti eloszlas vizsgalatahoz Balb/C him egereket
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hasznaltunk. A hepatocellularis karcindbma modellen végzett Kisérleteinkhez him
Matn2-deficiens (Matn2”"), 129/Sv hatter(i egereket alkalmaztunk [48].

A toxikogenomikai vizsgdlatokhoz az anyagkezelések intraperitoneélisan
torténtek 400 pl hordozd oldatban oldva (10% DMSO, 25% Solutol (BASF,
Németorszag), 65% fiziologias sooldat). A kontroll csoport tagjai csak a hordozé
olddszert kaptak a kezeléskor, mig a tobbi csoportban az allatok a hordozé olddszerben
oldott kezeldanyagot. Az alkalmazott dozisok anyagokra lebontva a kovetkezok voltak:
doxorubicin (Sigma-Aldrich Kft.): 5 mg/kg és 20 mg/kg; ciszplatin (Sigma-Aldrich
Kft.): 8 mg/kg; Ac-915 (Avidin Kft., Szeged): 30 mg/kg. 16 oraval az oltast kovetéen
az allatokat az etikai kodexnek megfeleld modon tulaltattuk és a vizsgalando szerveit
(sziv, maj, vese és agy) eltavolitottuk és RNA-Later RNS konzerval6 oldatba helyeztiik.
A szerveket egy ¢jszakara 4°C-ra raktuk, mig az oldat atjarta.

Him Balb/C egereket Ac-915 vagy Ac-2010 (20 mg/kg) kezeltiik intravénasan
¢s kiilonb6z6é iddpontokban ledltiikk, szerveiket (sziv, vese, mdj, agy, izom)
eltavolitottuk, PBS-sel mostuk és Tissue-Tek™ O.C.T™ miigyantiba agyaztuk. Gyors
fagyasztast kovetden -20 °C-on taroltuk a metszés idépontjaig. Leica CM1950 cryostat
szovetmetsz késziilékkel 20 pum vastag nativ metszeteket készitettiink. Minden
felsorolt szervbdl harom, kiillonboz6 rétegbdl szarmazd metszetrél Olympus Fluoview
FV1000 konfokalis lézer szkenning mikroszkoppal 20x-os nagyitast képeket
készitettliink, melyeket Olympus Fluoview 1.6 programmal elemeztiink.

A hepatocellularis karcinoma egér modelljének kialakitasahoz 15 napos egereket
kezeltiink egyszeri, 25 mg/kg dozisi DEN —nel (Sigma-Aldrich) intraperitonealisan. A
DEN fiziologias sooldatban oldottuk fel. Az egereket 4 honap varakozast kovetden
kezdtiik el kezelni vagy Ac-915 talidomid analdggal 3 honapig (n=15), vagy Ac-2010
talidomid anal6ggal 1 honapig (n=10). A kisérletet a hepatocellularis karcindéma
kivaltasatol szamitott 8 honapra terminaltuk, majd a tumor szamot illetve a maj tomeg
indexet meghataroztuk.

majtomeg

Méj tomeg index= ( ) 100

testtomeg
Az Ac-915 talidomid analoggal heti 3 alkalommal kezeltiik az allatokat 10 mg/Kg
dozisban, intraperitonealisan, 3 honapig. Az Ac-2010 talidomid analoggal heti 3
alkalommal kezeltiik az allatokat 4 mg/kg dozisban, intraperitonealisan, 1 honapig.

A statisztikai elemzést Student’s t-teszttel végeztiik és az értékeket p <0,05

esetén tekintettiik szignifikansnak.
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4.11. Etikai engedélyek

Az allatkisérletek soran torekedtiink az allatok szenvedését minimalisra
csokkenteni. Az allatok tartdsakor és a kisérletek folyaman mindvégig betartottuk a
XVI1/03047-2/2008 -as ¢és XXIX./3610/2012-es szamu etikai  engedélyek

kovetelményeit.
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5. EREDMENYEK

Munkacsoportunk célul tiizte ki olyan molekula konyvtar kialakitasat, amelynek
az alap molekulaja egy amino-trifluor-ftalimid. Szamos kémiai eljaras soran tobb olyan
modositott ftalimid vegyliletet szintetizaltunk, melyek citotoxikusak voltak kiilonbozo
tumoros sejtvonalon, tobbek kozott human eredetli mdj tumor sejtvonalakon. A
talidomid analdgok eldallitdsat Dr. Kanizsai Ivan vezetésével az Avidin Kft. vegyészei
végezték, melybdl két szabadalom is sziiletett [76, 77]. Munkank soran szamos
talidomid analog sziirését végeztilk el. A vizsgalatokhoz kialakitottunk egy in vitro
citotoxicitasi panelt kiilonb6zé human hepatocellularis karcinoma sejtvonalakkal. A két
leghatékonyabbnak bizonyuld molekuldt ezt kdvetden tovabbi vizsgalatoknak vetettiik
ala. Toxikogenomikai modszerekkel meghataroztuk azokat a géneket, amelyek a
talidomid analdgokkal vald kezelés hatasara kifejezddésbeli valtozasokat mutatnak.
Meghataroztuk az intracellularis lokalizacié helyét, a kolcsonhatd partnereket, a
kolcsonhatas er6sségét, a feltételezheté hatasmechanizmust. In vivo adminisztracidja
soran meghataroztuk a szdveti eloszlast és tumorellenes hatisat a hepatocelluléris

karcindma transzgenikus egér modelljén is.

5.1. Ujonnan szintetizalt talidomid analégok jellemzése és sziirése biokémiai
vizsgalo modszerekkel

Kisérleteink soran szamos talidomid analdgot vizsgaltunk meg és hasonlitottunk
Ossze egy mar forgalomban 1évé talidomid szarmazékkal, a lenalidomiddal. Els6
1épésben hagyomanyos biokémiai végpont essz¢ (MTS) segitségével, majd ezt kovetden
a kimagasléan hatékony molekulakat tovabb vizsgaltuk a valds idejii rendszeren
beallitott citotoxicitasi paneliinkén, ahol az alkalmazott sejtjeink kiilonb6z6
hepatocellularis karcinoma sejtvonalak voltak. Az MTS esszé a sejtek mitokondrialis
légzési lancanak miikddését mutatja. Azok a sejtek, melyek nem karosodtak az MTS
reagenst egy fotometriasan mérhetd, barna szinii formazan vegyiiletté¢ alakitjak at és
kijuttatjak a sejttenyésztd tapoldatba. Ugy tapasztaltuk méréseink soran, hogy a
lenalidomid molekula az alkalmazott 20 uM koncentraciodig sem a Hep3B, sem pedig a
HepG2 sejteken nem fejtett ki citotoxikus hatast. Ezzel szemben a szintetikusan
eléallitott analog molekulak kozil 10 és 20 uM koncentracio kozott tobbnél is
tapasztaltunk citosztatikus hatast, mely megalapozta tovabbi analogok szintézisét
(1. tablazat).

45



Sejt
novekedés
Hep3B (%) 20 uM 10 uM 5uM 2,5 uM 1 uM
Lenalidomid | 99.90 99.70 102.35 98.05 106.38

Ac-177 48.06 64.93 92.93 87.97 86.68
Ac-194 48.49 93.19 90.19 89.51 87.54
Ac-197 96.70 94.47 91.56 89.93 86.34
Ac-198 52.77 70.75 91.39 94.04 96.87
Ac-1041 91.31 86.61 84.84 90.30 85.73

1. tablazat: A lenalidomid és talidomid analogok sejtniovekedésre kifejtett
hatdsainak osszehasonlitasa MTS vizsgadlat segitségével.

Szamos fejlesztési és szlirési 1épés eredményeként két jelentdsebb citotoxikus
hatassal bird talidomid analdgot, az Ac-915-6t és Ac-2010-et valasztottuk ki
vezérmolekulanak. A citotoxikus hatdsukat MTS esszével humdn hepatocellularis
karcinéma sejtvonalakon igazoltuk, melynek az ECs értékeit 72 oras kezelést kdvetden
szamoltuk ki (4. 4bra). Ugy taldltuk, hogy mindkét molekula mikromolaris és
nanomoléris koncentracioban a tumorsejtek pusztuldsit okozta mdj karcindma

sejtvonalakon.
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Ac-915 Ac-2010

L4

EC50{ uM)} | HepGZ Hep3B Huh7
Ac-915 1.21 0.76 1.66
Ac-2010 1.05 0.54 0.94

4. dabra: Az Ac-915 és Ac-2010 talidomid analogok szerkezete és a hozzd tartozo ECsy
értékek kiilonbozo hepatocellularis karcinoma sejtvonalakon. Az Ac-915 és Ac-2010
nanomolaris és mikromolaris tartomanyba toxikus a hepatocellularis karcinoma
sejtekre.

5.2. Talidomid analogok citotoxicitasi vizsgalata RTCA-SP rendszeren
Céljainknak megfeleléen kovetkezé 1épésként az RT-CES rendszeren
beallitottunk egy, a citotoxikus anyagok szlirésére alkalmas modellrendszert, melyen az

MTS alapt szlirések soran kimagaslo citotoxicitassal rendelkezé Ac-915 és Ac-2010
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talidomid analdgok hatasat valds idoben is vizsgalni tudtuk kiilonb6zé humén eredetii
hepatocellularis karcinoma sejtvonalakon (HepG2, Hep3B és Huh7).

Az MTS mérések soran alacsonyabb hatasu molekulak esetében is dozisfliiggd
csOkkenést tapasztaltunk a sejtek mikroelektronikai paramétereinek mérése soran,
amely a mért vegyliletek citosztatikus hatasara utal. A hataskinetika soran azt
tapasztaltuk, hogy a magasabb (10 uM) koncentracio néhany 6ran beliil a sejteken mért
ellendllas értékek rohamosan csokkentek. Alacsonyabb, 1 pM kozeli koncentraciok
esetében Ugy tapasztaltuk, hogy habar a sejtek szamara a kezelés nem volt letalis,
morfologiai valtozasok mar rovid idon beliil bekovetkeznek. A tesztelt anyagaink 2,5-5
uM koncentraciéban, a sejtekhez adasukat kdvetden hozzavetdlegesen 20-25%-0s

azonnali sejtindex csokkenést okoztak, de tovabbi csokkenést nem tapasztaltunk.

5.3. Az Ac-915 és Ac-2010 talidomid analégok sejtéletképességre kifejtett
hatasanak vizsgalata

Elbzetes kisérletek és az in vitro MTS ¢és RT-CES rendszerrel valo sziirések
alapjan két talidomid analog esetében talaltunk kimagaslé citotoxikus aktivitast human
hepatocellularis karcinoma sejtvonalakon (HepG2, Hep3B és Huh7). Az Ac-915 és az
Ac-2010 molekulak citotoxikus hatasat valos idejli sejtéletképesség mérési technikaval
RTCA-SP rendszerrel is megvizsgaltuk két hepatocellularis karcindma sejtvonalon is
(Huh7 és HepG2). Ahogy az az 5. abra a. és b. részén is lathat6, mindkét molekula
esetén citotoxikus hatast tapasztaltunk a két hepatocellularis sejtvonalon a vivoanyaggal
kezelt kontroll sejtekhez viszonyitva. Mind az Ac-915, mind pedig az Ac-2010
talidomid analdég esetében dozisfiiggést lattunk a mikroelektronikai paraméterek
valtozasai alapjan. A Huh-7 hepatocellularis karcindéma sejtek nagyobb érzékenységet
mutattak a kezelések soran, a HepG2 sejtekhez hasonlitva. Emellett ugy tapasztaltuk,
hogy az Ac-2010 hatékonyabban csokkentette a vizsgalt sejtek sejt indexét. A Huh-7
sejtek kezelése soran az Ac-2010 mar 1 pM koncentracidban hozzavetdlegesen hasonld
sejtéletképességbeli csokkenést okozott, mint az Ac-915 2,5 uM koncentraciéban
alkalmazva. Eredményeink korrelacioban allnak az elézetesen mért biokémiai tesztek

(MTS mérés) eredményeivel is.
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5. abra: Az Ac-915 és Ac-2010 citotoxikus hatdsanak valos idejii vizsgdlata Huh-7 (a)
és HepG2 (b) sejteken. Az dbrdkon a nyil jeloli a kezelés kezdetét. Minden sejt index
értéket erre az idépontra normalizaltunk. A normalizacios idépont az az xCELLigence
szoftver altal kialakitott idopont, melyhez viszonyitva a kisérlet tovabbi részében
szazalékosan meghatarozhato a sejtek életképességbeli valtozasa a kezelés hatdasara. A
szoftver a normalizacio idopontjaban az dsszes sejthez tartozo életképességi gorbét 1-€s
sejt index értékre dllitja virtudlisan (a mért adatok nem valtoznak, csak az elemzéshez
egysegesiti az egyes értékeket dtmenetileg). Az abra a. részén a HepG2, mig a b. részén
a Huh-7 sejteken végzett vizsgadlatok eredményeit abrazoltuk. A sejt indexek datlagait 4
biologiai ismétlésbol szamoltuk.

54. Az Ac-2010 talidomid analégok hatiasanak vizsgilata a human
hepatocellularis karcinoma sejtek migracios képességére

Az Ac-2010 talidomid analdég sejtmigraciora kifejtett hatasat RTCA-DP
rendszer segitségével vizsgaltuk HepG2 human hepatocellularis sejtvonalon. Ugy
tapasztaltuk, hogy a molekula dozisfiiggd modon befolyasolta a vizsgalt sejtek

migracios képességét a kemoattraktansként alkalmazott borjusavot tartalmazo
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sejtteny€sztd tapoldat irdnyaba. Az Ac-2010 mar 250 nM koncentracioban csokkentette

crer

kisérletek eredményeivel, ez a koncentracio6 még nem bizonyult toxikusnak a sejtek

szamara.
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6. dbra. Ac-2010 hatasanak vizsgdalata HepG2 sejtek migrdcios képességére. Az Ac-
2010 talidomid analog dozisfiiggoen csokkentette a HepG?2 sejtek migrdcios képességét.
A sejt indexek atlagait 4 biologiai ismétlésbol szamoltuk.

5.5. Az Ac-915 talidomid analég toxikogenomikai vizsgalata

A gyogyszerfejlesztés soran a nem kivant toxikus mellékhatasok a gyogyszer-
jelolt molekuldk egyharmadanal a fejlesztésiik terminalasat jelenti. Habar a
hepatotoxicitas a legfobb oka hatdanyagok piaci visszavonasanak, az egyéb szerveket,
vese, sziv, agy stb. ért toxikus hatas is jelent6s lehet, melyre komoly figyelmet kell
forditani egy molekula fejlesztése soran. Jelen kisérletiink soran nemcsak a majat érintd
génkifejezddésbeli valtozasokat kivantuk megvizsgalni, hanem mas létfontossagl szerv
esetében fellépd génszintl eltéréseket is.

A magas szamu (56 darab) markergén, a tobb vizsgalando szerv és a tesztelt
allatok szama miatt olyan génexpresszios sziirési modszert valasztottunk, amely
alkalmas volt nagy ateresztoképességli génaktivitds meghatarozasara. Ezt egy nagy
ateresztOképességli, nanokapillaritason alapuldé QRT-PCR rendszeren oldottuk meg,
mellyel lehetdségiink nyilt az Osszes eldszlirt gén kifejez0désének vizsgalatara

parhuzamosan, tobb szerven egy idében.
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Kisérleteink sordn elészor a toxikogenomikai panel és a nagy
ateresztoképességli QPCR technika validdlasara tobb toxikus anyag hatasat is
megvizsgaltuk (az eredmények nem lettek a dolgozatban feltiintetve) [78]. Majd a mar
validalt rendszeriinkon Osszehasonlitottuk az Ac-915 molekula és a klinikumban
rutinszerlien alkalmazott gyogyszermolekulak kifejtett hatasat kiilonbozoé szervek
toxikologiai markergénjeinek expresszidjara. A kisérletekhez néstény Balb/C egereket
alkalmaztunk. Az egyedek szintjén megjelend biologiai variabilitas kikiiszobolése
céljabol csoportonként 4 allatot hasznaltunk fel. Minden egyedbdl 4 szervet, a majat,
vesét, szivet és agyat hasznaltuk azok génexpresszios profiljadnak megallapitdsahoz.

Az Ac-915 anyagunk varhaté mellékhatasait Osszevetettik kiilonb6zo, a
klinikumban is alkalmazott referencia vegyiiletekkel, kemoterapias szerekkel
(doxorubicin és ciszplatin). A markergénjeink, melyek a majat, vesét, szivet vagy agyat
ért karositdo hatast kovetden expresszios valtozast mutatnak (56 darab), DNS-chip
technikaval és irodalmi informaciok alapjan valogattuk 6ssze, melyek az alabbi modon
oszlottak meg a kodolt fehérjék funkcionalis csoportositasa alapjan: akut fazis
reakcidban résztvevé gének (saa3, anxa2, fga, ftll), gyulladasos reakciokban résztvevo
gének (tubbb, reg3a, serpinel, fabp4, serpinci, fas), oxidativ stressz soran aktivalodo
gének (gadd153, nox3, Idh3b, prdx3, alox12b, akrlb8, prdx1, sodl, nqol, cfos),
metabolikus folyamatokért felelés gének (oazi, timp3, pepck, hsd3b4, odcl, kap, rbp4,
aadat, pgam2, ndufab, ptpmtl, timp2, klk1b3), hésokk valaszért felelés gének (dnaja2,
hspcb, hspala), sejtciklust és/vagy apoptozist szabalyozo gének (clu, sppl, vim, ccngl,
egf, psmb8, ubc, pcna) illetve detoxifikacioban szerepet jatszo enzimek génjei (gstp2,
oat, hsd17b4, cyplal, cyp7al, ephxl, slc25a6). Emellett harom olyan haztartasi gént is
kivalasztottunk, melyek 4atlagolt kifejez0déséhez hasonlitva az eredményeink

normalizalhatok voltak (ppia, pgkl és rplp0) (2. tablazat).
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#1Gén Gén neve Tagman préba Szervi kifejezddés
1 {GADD153 |DNA-damage-inducible transcript 3 DNS kérosodas Indukalt transzkript 3 Mm0o0492097 mi maj

2 SAA3 serum amyloid A 3 Szérum amiloid A 3 Mm00441203 mi ma), Hidd
3 TIMP3  |TIMP metallopeptidase inhibitor 3 TiMP metalloproteinaz inhibitor 3 Mm0441827_m1 maj, Hidd
4 (PEPCK nhosphoenoloyruvate carboxykingse 1 Foszfoenotpiruvat- karboxikingz 1 Mm00440636_m1 maj

5 INOX3 NADPH oxidase 3 NADPH oxidéz 3 Mm01339132 m1 vese

6 [Hsd3bd  |hvdroxy-defta-5-steroid dehydrogenase Hidroxi-delta-5-szterold dehidrogendz MmO0B43753 51 maj

T iCly clusterin Klaszterin Mmo0442773 ml vese

8 (Spol secreted phosphoprotein 1 Szekretait foszfoprotein 1 MmOD436767 mi vese

9 lvim vimentin Vimentin Mm01333430_ml vese
10[Anxa2 annexin AZ Annexin A2 Mm00500367_ml vese
11/ Tubb5 tubuiding beta 5 B-tubuiin s MmO0495804 mt vese
12iGstn2 giutathione S-transferase, pi2 Glutation S-transzferdz P 2 MmO0839138 gl vase
13|Fga fibrinogen alphg chain Filirinogén alfa lanc Mmo0802584_m1 vese
1 iCengl cyelin GI Ciklin G1 Mm00438084_m1l vese
16 Klkib3  |koliikrein 1-refaoted peptidgse b3 Kallikrein-1-fiiggd peptidaz 83 Mm01203825 gH vase
16/Cdcl omithine decarboxylase, structural 1 QOrnitin dekarboxiiaz Mm01964631 gl vese
17 Kap kidney androgen requlated pratein Vese androgén-flggd fehérje Mm0495104 m1 vese
18 {0at grnithine aminatransferase Ornitin aminotranszferaz Mm00497544 m1 vese
1% Rbp4 retino! binding protein 4, plasma Retinol kotd plazmafehérje 4 Mm00803266_m1 vese
20 Aadat aminoadipate aminatransferase Amincadipdt amingtranszferaz MmO0496165_m1 vese
21 Egf epidermal growth factar Epidermdlis nbvekedési faktor Mm01316968_m1 vese
22 Pgam2  |phosphoglycerate mutose 2 Fosefoglicerat-mutdz 2 Mm00450782_ gl SZiv
231Hsd 1704 |hydroxysteroid {17-betaj dehydrogenase 4 17-béta-hidroxiszteroid- dehidrogendaz MmO0500443 mi SZiv
24i1dh3B iscoitrate dehydrogenase 3 (NAD+) beta lzocitrat dehidrogenaz 38 MmO0504582 m1 s2iv
25iNdufa5  |NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex, 5 NADH dehidrogenéz 1 a alkomplex 5 Mm00471676_gl sziv
28 1Prdx3 peraxiredoxin 3 Peroxiredoxin 3 MmOD545848 m1 sziv
27 Alox12b  |arachidonate 12-lipoxygenase, 128 type Arachidondt 12-lipoxigenaz MmGO0507782_m1 sziv, agy
28 [Reg3a regenerating islet-derived 3 alpha Mm00441121 m1 sziv, maj
29iCyplal |cytochrome P450, family 1, subfomily a, polypeptide 1 1Citokrom P450 1-es csalad 1 aalcsalad MmO0487218 m1 sziv
30 SERPINEL |serine peptidase inhibitor, clade E, member 1 Sierin peptiddz inhibitorE 1 Mm00435860_ml sziv, vese
31 CYP7AL1  |cytochrome P450, family 7, subfomily a, polvpeptide 1 1Citokrdm PA50 7-es csaldd a alcsaldd Mm00484152_m1 82iv, maj
32 |Akrib8 |aldo-keto reductase family 1, member B3 Aldo-keto reduktaz 1-es csalad, B8-as tagja | Mm00484314 m1 lép

33 IFABPA  |fatty acid binding protein 4, adipocyte Zsirsayv k&tS fehérje 4 MmOD445878 m1 lép

M Ptomtl |protein tyrosine phosphatase, mitochondrial 1 Mitokendrialis protein-tirozin foszfataz 1 MmO0458631_ml lep
35|HINT1 histidine triad nudlectide binding protein 1 Mitokondrialis hisztidin triad foszfatdz Mm00801722_m1 lep
36/PSMB8  |proteasome subunit, beta type 8 Proteoszéma alegység BR MmOO40207 m1i lep

37 Hoxa2 homeohox A2 Homeobox A2 Mm00439361_mi agy
38 DNAIAZ |Dnad (Hsp40j homolog, subfamily A, member 2 Mm00444898 mi Hidd
39i0AZ1 antizyme inhibitor 1 Antizim-inhibitor Mm00497630 mi 6
40i5.C25A8 |salute carrier family 25, member 6 MmO0470958 m1 0dé
41 |SERPINC! |serpin peptidase inkibitor, clade C member 1 Szerpin peptidaz inhibitor Mm00446573 mi Hidd
42 HSPCB  |heat shock protein 90 alpha class B member 1 Hésokk fehérje 90 8 osztalya Mm00833431 g1 Hdd
43:UBC ubiguitin Uhikvitin C Mm01201237 _m1 tidd
A4 TIMP2 tissue inhibitor of metalioproteinase 2 Metalloproteindz szbveti inhibitora 2 Mm0441825 m1 i
45FAS Fas (TNF receptor superfamily member 6) Mm01204974 m3, mdj
46 PCNA profiferating cell nuclear gntigen Proliferdto sejtek sejtmagl antigénje MmOD448100 g1 maj
47 IPRDX1  |peraxiredoxin 1 Peroxiredoxin 1 Mm01621996_s1 Hidd
48 Ephxi epoxide hydrolase 1, microsomal Enoxid hidroxilaz {mikroszomalis) MmO0468752_m1 lép
4%iHspata |heat shack protein 1A Hésokk fehérje 1A Mm01155846 s maj
505001 superoxide dismutase 1, soluble Szuperoxid-dizmutdz 1 Mm01344233 gl agy
S1iFti1 ferritin light chain 1 Ferritin kénny(lanc Mm03030144 gl maj
52|Nqgol NAD{FIH dehydrogenase, quinone 1 NAD{P}H dehidrogenaz Mm0o0500821_m1 méj
53 ic-Fos FBY asteosarcoma oncogene FBJ oszteoszarkéma onkogén MmO0487425 mi maj
54 PPIA peptidylprolyl isomerose A (cyclophilin A} Peptidilpropi izomerdz A Mm02342430 g1 | haztatrasi gén
55 PGK1 phosphoglycerate kinuse 1 Foszfoglicerdt-kindz 1 Mm00435617 mi haztatrasi gén
56 RPLPO  |rbesomal pratein, large, PO PO nagy ribiszomadlis fehérje Mm00725448 51 | haztatrasi gén
2. tablazat: A vizsgdlt markergének megoszlasa szervekre lebontva. 56 darab

gvulladasos reakciokban,

immunvalaszban, detoxifikalasban,

oxidativ stresSzben,

metabolikus folyamatokban érintett markergeén vizsgalatat végeztiik 6 kiilonbozé (mdj,

vese, sziv, tiido, lép és agy) szerven.

Bulera és mtsai patkdnyban azt talaltdk, hogy a kiilonb6z6é hepatotoxinokkal

vald kezelést kovetden a kiilonbozd idopontokban vett mintdkban a vizsgalt gének a
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kezelés idotartamatol fliggetlentil, a kezeldanyag hatasmechanizmusa alapjan
klaszterezédtek, ami arra enged kovetkeztetni, hogy egy toxikogenomikai kisérletben
nem annyira a meghatarozott kezelési idépontok, mint inkdbb a jol meghatarozott
kezelési koncentraciok alkalmazasa vezet célra [79]. A kezeléseink 16 oraig tartottak,
miutan a vizsgalni kivant szerveket eltavolitottuk. A szerveket RNA later -ben (4°C, 16
orara) stabilizaltuk. Az RNS izolalast és cDNS-s¢é valo atirasat kovetden a kiilonbozo
szervekbdl szarmazo mintakat az OpenArray lemez egyes almatrixaira vittiik fel.

A QRT-PCR analizis soran azt tapasztaltuk, hogy az Ac-915 anyag az
agyszovetben 2 gén, a pepck (foszfoenolpiruvat-karboxikinaz) és az slc25a6 aktivitasat
valtoztatta meg, mig a szivszOvet esetében csupan 1 gén, a glutation S-transzferaz
aktivitasat novelte kis mértékben. A vesében €s a majban tobb sejtciklus és apoptozis
fliggd (ccng, clu, ubc), oxidativ stresszel kapcsolatos (gstp2, prdx3, sodl) és hésokk
fiiggd (hspb) gén aktivalodott. A majszovet esetében azt talaltuk, hogy az oxidativ
stressz hatasara aktivalodo jelatviteli utvonalakban résztvevé markergének Kis
mértékben gatlodtak és ezzel parhuzamosan kismértékii ndvekedés volt megfigyelhetd a
sejtciklus és apoptdzis fiiggd jelatviteli mechanizmusok génjeiben. A veseszovetben a
valtozast mutaté gének mindegyike a gatlas iranyaba mozdult el (3. tablazat).

Az egyik referencia molekula, a doxorubicin (20 mg/kg) kezelés esetében,
amely a DNS molekuléval interkalalodik és meggatolja a replikaciot, Ggy tapasztaltuk,
hogy az indukalt gének legtobbje a sziv és veseszovetben volt kimutathatd, ami
Osszhangban all a doxorubicin toxikus hatasat leird cikkekkel [80, 81]. Annak
érdekében, hogy kimutathassuk a doxorubicin dézisfliggd hatasat, alacsonyabb, 5
mg/kg dozisban is alkalmaztuk. Az elvartaknak megfelelden a dozis csokkentésével a
befolyasolt gének szama is jelent6sen csokkent (az adatokat nem abrazoltuk). Az
szivszovet esetében 15-r6l 7-re, mig a majszovetnél 7-rél 4-re esett vissza a valtozo
gének szama. Az agyszOvet esetében ebben az esetben is csak alacsony szdmu gén
aktivalodasa volt megfigyelhetd.

A masik referencia molekulank a ciszplatin volt, mely egy platina tartalmu
kemoterapids szer, melyet széles korben alkalmaznak kiillonb6zé daganatos betegségek
gyogyitasara ¢és radioterapia mellé kiegészité kezelésként. Hatdsmechanizmusat
tekintve a DNS molekulaval kereszt kot, meggatolja a DNS polimerizaciot €s beinditja
a programozott sejthalalt. Vese- és neurotoxikus hatasat részben sikeriilt kimutatnunk a
toxikogenomikai génpaneliink segitségével. Ugy talaltuk, hogy a ciszplatin (8 mg/kg)
kezelés hatasara szamos gén kifejezédésében jelentds aktivitasbeli valtozast okozott. A
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vese szOvetben 3 gén aktivitasa novekedett jelent6sen, mig 4 gén aktivitasat

csOkkentette. Az agyszovet esetében 2 gén (gstp2 és fabp4) aktivitisa novekedett

kiugroan.
Doxorubicin (20 mg/kg) Cisplatin (8mg/kg) Ac-915 (30mg/kg)
Gén név | Agy | Maj | Sziv | Vese| Agy | Maj | Sziv | Vese | Agy | Maj | Sziv | Vese
Anxa2 -1,00( -0,01| -0,76| -2,30| 0,25| -1,58| -0,99| 0,33| -0,43| -0,58| 0,45| -0,99
Cengl -0,81|( -1,64| -1,69| -3,41| -0,25| -0,34| -1,47| 1,66| -0,64| 1,03 0,20| -1,37
Clu -0,87| -0,55| 0,11| -2.36| 0,16| -1,14| -0,27| -0,08| -0,42| -0,60| -0,09| -1,18

pnasaz | -0,75] 1,14 -1,34] -2,03] -0,05] -0,85| -1,60| 0,16| -0,18| -0,91| 035] -0,62
FaBpa  |ND | -1,46| -1,92| -1,22] 340| -359| -1,53| o066|ND | -1,58| -0,49| -0,91
Ftl1 0,57| -0,80] -0,87| -2,49| -0,10| -0,29] -1,00| -0,07| -0,39| -0,99| -0,26] -1,14
GADD153 | -0,86] -0,74| -1,08] -2.47| -0,01| -0,87| -1,45| 1,28| -0.66| -1,42| 041] -1,41
Gstp2 ND | o059 o10|ND | 434] -0,11] -1,09] 247|ND | 1,12] 1,12[nD
HINT1 -1,06| -1,16] -1,65| -2,52| -0,28| -0.50] -0,91| 041| -0,46| -0,94| -0,70] -0,58
Hsd17ba | -0,72| -0,58| -1,07| -2.62] 0,07| -0,95| -1,79| 0,19] -0,20| -0,70| 0,00| -0,73
HsPcB | -0,85] -1,35| 0,33] -2.82] 0,09] -0,95| -1,56| -0,04] -0,33] -1,59| 0,17] -1,09

Ldh3B 0,51| -0,75| -1,51| -2,54| -0,20| -0,65| -1,82| -0,09| -0,17| -0,89| 0,27] 0,53
Ngo1 o06|ND | -1,87] -1,73] 035| 092| -1,63] 074| -0,03[ND | 039] -0,09
Oat 0,24| -0,50| -1,44| -1,58| -0,10| -1.79| -1.25] -0,19| 0,26] 0,18| -0,28] -0,02
0AzZI 0,56| 0,06| -229| -2,23| 084| -1,34] -1,61] 0,18] 047] -0,60| -0,16| 0,18
0Odc1 -0,71| 093] 005| -088| -0,17| -0,92| -1.58| 0,02| -0,17| 049| 070| 009
PCNA 0,10 0,02] -0,37| -0,52| -0,26| -1,70] -1,58| 0,08 0,07 070 062] 036
Pck1 253|ND [ND | -1,78| -061| -1,01] 1,35| -1,49] -238|nD [ND | -1,83
PRDX1 0,18| 052] -2,13| -0,29| -0,37| -0,75| -1,19] -1,21] -0,06| 062| 055 027
Prdx3 0,41| -0,74| -1,26| -1,26| -0,04| -0,84| -1,75| 0,32 0,07] -1,21| -0,08| -0,25
Ptpmt1 0,69| -096| -1,27| -2,03| -0,13| -0,99| -1,15| 0,12| -0,45| -0,52| 068 -1,21
Rbpd 0,18| -1,01|N.D | -0,82| -0,38| -0,40| -0,77] -1,58| 0,59] -0,79|n.D | -0,03
stczsas | -1,53] -036|ND | -091| 070| -1,29] -1,69| 046| -1,80| -1,14|ND | 035
soD1 0,20| -0,90] -1,19| -2,17| -0,38| -0,53] -1,02| -0,12| o0,00| -1,56| -0,11] 0,21
TIMP2 20,51| -0,35] -0,97| -1,73| 047| -1.33] -0.69| 0,19] -0.21] 005] -021] 0,14
TIMP3 0,39 -1,29] -1,37| -3,52| 0,10 -1,53| -0,86] 0,10| 0,07] -0,76| -0,81] -1,19
Tubbs -1,58| -050[ND [ND | 056| -1,06| -1,22| 1,27| -1,07| -0,98|N.D [ND

UBC 0,35 -0,68| -1,85| -1,46| -0,16| -0,73| -1,46| -0,30] 0,39| 1,25| -0,05| -0,09
vim 0,13| -1,51| -1,38| -0,84| -0,25| -1,64| -0,41] -0,36] -0,09| -0,82| -0,11| 0,33

3 7 17 21 2 11 20 7 3 9 1 7

3. tablazat: Kiilonbozo referencia anyagok hatiasa a vizsgalt markergének
kifejezodésére. A adatok atlagolt ACt érték formajaban vannak szerepeltetve és
normalizalva lettek a hadztartasi génekre. A zold szin jelzi a gén kifejezodésének
csokkenését a parhuzamos, oldoszerrel kezelt kontroll mintahoz viszonyitva, mig a piros
szin jeloli a gén kifejezodésének novekedését. N.D.: nem detektalhato.

A maijszovet esetében azt talaltuk, hogy a talidomid analdg molekuldnk az
oxidativ stressz hatasara aktivalodo jelatviteli utvonalakban résztvevd markergének
kifejezodését kis mértékben gatlodtak és ezzel parhuzamosan kismértékii novekedés
volt megfigyelhetd a sejtciklus és apoptdzis fiiggd jelatviteli mechanizmusok génjeiben.

Osszehasonlitva a klinikumban hepatocellularis  karcinoma kezelésére

alkalmazott két kemoterapias szer hatasaival és mellékhatasaival, megalapozottnak
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lattuk tovabbi vizsgalatok elvégzését, melyben fényt derithetiink a kdlcsonhatod fehérje

partnerekre, a szoveti eloszlasara illetve in vivo modellen az antitumoralis hatasara.

56. Az Ac-915 és Ac-2010 talidomid analégok intracellularis
lokalizaciojanak vizsgalata

Vizsgalataink soran fontosnak tartottuk, hogy meghatarozzuk a molekuldink
vajon a sejten kiviil fejtik ki a hatasukat, példaul a bioldgiai membranok direkt
karositasaval, esetleg egy receptorhoz vald kotddéssel, vagy pedig bejutnak a sejten
beliilre ¢és ott okoznak valamiféle valtozast, amely végsé soron a kezelt sejt
pusztuldsdhoz vezet. A molekulakonyvtar fejlesztése soran azt a megfigyelést tettiik,
hogy a molekulacsaldd szamos tagjanak sajat kék fluoreszcenciaja van. Ez a jelenleg
targyalt két molekulankra is igaznak bizonyult. Az Ac-915 és Ac-2010 talidomid
analogok is er6s kék fluoreszcenciat mutatnak, igy az intracellularis lokalizaciojat
konnyen vizsgalhatjuk ¢€l6 sejteken. A szubcellularis lokalizéciot fluoreszcens
mikroszkop segitségével vizsgaltuk a huméan m4j tumor sejtvonalakon. Elézdleg mar
megallapitottuk, hogy egyéb talidomid analdgjaink kolcsonhatasban lépnek a lipid
cseppecskékkel ¢és az endoplazmatikus retikulumban dusulnak [82, 83]. Ezt jelen
kisérleteink soran is sikeriilt aldtdmasztanunk, ahogy az 7. dbran az Ac-2010 esetében is
latszik. Az Ac-2010 a fluoreszcens képeken mesterségesen vords szinnel jelenitettiik
meg, melyet, ha atfediink az endoplazmatikus retikulumra jellemzd6 zold fluoreszcens
képpel, a talidomid analog €s az endoplazmatikus retikulum szinei sarga szinll
kolokalizaciés képet adnak (7.a-C. 4dbra). A sejten beliil lathato piros foltok a lipid
cseppecskéket jelolik, amelyeket csak a talidomid analog jelolt meg és az

endoplazmatikus retikulum specifikus festés nem.
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7. abra. Az Ac-2010 intracellularis lokalizacidja. (a) A HepG2 human hepatocellularis
karcinoma sejteket 10 uM Ac-2010 anyaggal kezeltiik meg, melynek kék
fluoreszcencidja van (a képen piros dlszinezetet kapott). (b) Az ER-on endoplazmatikus
retikulum specifikus festést végeztiink ER-TrackerTM Green festékkel. (c) A narancs
szinezet az Ac-2010 és az ER-TrackerTM-mel késziilt képek atfedésébdl szarmazik. A
voros pontok a lipid dropleteket jelolik. Az ER-Tracker festék nem jeloli a lipid
cseppeket, mig az Ac-2010 igen.

5.7. Az Ac-915 és Ac-2010 talidomid analégok kolcsonhaté partnereinek
vizsgalata

Eldzetes kutatomunkank sordn affinitds kromatografiai modszerrel szdmos olyan
fehérjét sikeriilt kKimutatnunk, melyek a lehetséges intracellularis kdlcsonhatod partnerei
lehetnek a vizsgalt két molekulanknak. A részletes eredmények ezzel kapcsolatosan Dr.
Molnar Eszter (SZTE-TTIK, Biologiai Doktori Iskola, 2013.) doktori disszertaciojaban
szerepelnek illetve a jelen tézis alapjaul szolgalo kozleményben olvashato [84].

A mar azonositott kolcsonhato partnerek koziil azokat a fehérjéket valasztottuk
ki, melyeknek fontos szerepe lehet a tumor sejtek metabolizmusaban. A vizsgalathoz
egy olyan Uj technikat alkalmaztunk, mellyel jelolésmentesen, a polarizalt fény
hulldmhossz eltolodasanak mérése alapjan detektalja a vizsgalt molekuldk kozott
kialakul6 kolcsonhatast. Alapallapotban, fehérjék kikotése nélkiil, az optikai lemez
specialis feliiletének van egy alap fénytord képessége. Az optikai réteghez kovalensen
kikotott fehérjék a tomegvaltozas miatt megvaltoztatjak a feliilet torésmutatojat, melyet
a visszavert fény hulldmhosszanak eltolddasabol érzékeliink. Amennyiben a vizsgalt
fehérje kolcsonhatasba 1€p egy partnerrel, a mért hullimhossz eltolodéas tovabb nd. A
mérhetd hullamhossz eltolodasbol kiszamithatdo a fehérje és a kdlcsonhatd partnere
kozotti kolcsonhatas erdssége egy telitési gorbe alapjan. A hullamhossz rezonancia

eltolodas mérésén alapuld technika segitségével megvizsgaltuk a kozvetlen molekularis

55



kapcsolatot a két talidomid analdg, Ac-915 és Ac-2010, és a tisztitott human HSP70,
HSP90 hésokk fehérjék (HSP) kozott. Kikotott hosokk fehérjéket kiilonbozo
koncentracioju Ac-915 vagy Ac-2010 talidomid analdgokkal kezeltiink meg (0 uM, 2,5
uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM vagy 40 uM). A talidomid analdgok és a fehérjék kozotti
kolcsonhatas telitési gérbét mutatott (8. a-d abra). Az alkalmazott koncentracio 1épcsék
alapjan ki tudtuk szamolni az Ac-915 és Ac-2010 kotédés Kp értékeit. A kovetkezod
affinitas értékeket (Kp) mértiik az Ac-915 esetében: HSP70 Kp: 14 uM, HSP90 Kp:
11,5 uM; az Ac-2010 esetében: HSP70 Kp: 16 uM, HSP90 Kp: 16 uM.

a. b.
AC-2010 vs HSP70 AC-2010 vs HSP90
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8. dbra: Az Ac-915 és Ac-2010 kélcsonhato partnereinek vizsgdalata hullamhossz
rezonancia eltoloddas mérés alapjan. Az optikai lemez feliiletére kikotétt HSP70 és
HSP90 fehérjéket az Ac-915 és Ac-2010 kiilonbozé koncentracidival kezeltiik meg. A
mért értékek gyors telitési gorbét mutattak.
5.8. Az Ac-915 és Ac-2010 hatasa az intracellularis antioxidans rendszerre

A toxikus anyagok és szamos rak ellenes hatéanyag kolcsonhat a dajka
fehérjékkel és/vagy az endoplazmatikus retikulummal, amelyeknek karosodott
miikédése intracelluldris stresszhez vezet, ami megemelkedett reaktiv oxigén
gyoktermelédésben és az antioxidansok, redukalt glutation (GSH) dramai
lecsokkenésében manifesztalodhat. ElGzetesen megallapitottuk, hogy a talidomid
analogjaink bejutva a sejtbe kolcsonhatasba 1épnek a lipid cseppecskékkel és az
endoplazmatikus retikulummal, ezért megvizsgaltuk, hogy az Ac-915 és az Ac-2010

anyagoknak van-e oxidativ stresszt kivalto hatasa, ahogy azt Ge és mtsai munkajuk
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soran talaltdk az un. ,redox-reaktiv” talidomid analdégokrol [85]. Megmértik a két
talidomid analégunkkal vald kezelést kovetéen a ROS szintet Hep3B sejtekben (9.a
abra). A reaktiv oxigén gyok termelddés és a redukalt glutation mennyiségének
csOkkenése kozotti kapesolat feltarasa érdekében megmértiik az intracelluléris redukalt
glutation szintjét is a két talidomid analdggal valo kezelést kovetéen. Varakozasainknak
megfeleloen, az Ac-915 és Ac-2010 anyagok dozisfiiggden indukaltak oxidativ stresszt
¢és ezzel forditott aranyban csokkentették a sejtek redukalt glutation tartalmat (9.a és b

abra).
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9. dbra. ROS és GSH szint meghatdrozasa. a, A két talidomid analog intracellularis
oxidativ stresszt indukalo hatasat DCFDA felhalmozodas FACS technikdval valo
mérése alapjan vizsgaltuk 30 és 60 perc elteltével az anyagkezelést kovetoen. Az Ac-915
és Ac-2010 anyagok idd- és dozisfiiggd modon indukaltik a ROS szintet. Szignifikdns
kiilonbségeket tudtunk kimutatni az azonos koncentrdciokon beliil a két vizsgalati
idépontban. b, Pdrhuzamosan az intracelluldris oxidativ —stressz mérésével,
megvizsgaltuk az intracellularis antioxidans rendszer GSH tagjanak a két talidomid
analoggal torténd kezelést kovetéen. A GSH tartalom dozisfiiggden csokkent a kezelt
Hep3B sejtekben. Az alkalmazott koncentraciok novekedésével szignifikdns csokkenést
taldaltunk a sejtek GSH tartalmaban. (* p <0,05; ** p <0,01)
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5.9. A talidomid analdogok szoveti eloszlasanak vizsgalata

Tovéabbiakban kisérleteinket allatmodelleken folytattuk, hogy fényt deritslink a
talidomid analdgok hatdsara Osszetett szervezetekben is. Elsdként az anyag szoveti
eloszlasat vizsgaltuk meg, valaszt keresve arra, hogy a szervezetbe jutast kovetden
¢észlelhet6-e feldusulas valamilyen szervben, tapasztalhatd-e nem kivant mellékhatas és
legfoképp, hogy eléri-e azt a szervet, esetiinkben a madjat, ahol szeretnénk, hogy a
hatasat Kifejtse. A toxikogenomikai vizsgalataink alapjan, ugy feltételeztiik, hogy a
majban és a vesében varhaté dusulds az alapjan, hogy az aktivalodott gének szadma
ezekben a szervekben volt a legjelentdsebb.

Az Ac-915 és Ac-2010 szoveti eloszlasanak vizsgalatahoz Balb/C egereket
kezeltiink Ac-915 anyaggal intravénasan, majd az allatokat kiilonbdzé idépontokban
ledltiik és kiillonbozo szerveikbdl nativ metszeteket készitettiink, melyeket fluoreszcens
mikroszkdppal vizsgaltuk. A fentebb emlitett két molekula erds kék fluoreszcencidval
rendelkezik, igy a relativ szoveti eloszlast 405 nm hullamhosszi 1ézerfénnyel
gerjesztve, DAPI konfiguracidval, fluoreszcens mikroszkopias technikaval meg tudtuk
hatarozni. Mivel az Osszes vizsgalt szovet rendelkezett kiilonb6z6 mértékii kék hattér
fluoreszcenciaval, a kezeletlen kontroll allatok szoveteit hasonlitottuk a kezelt
szovethez. Az 10. abran Osszefoglaltuk a szoveti eloszlas eredményeit. Egy oraval az
Ac-915 beadasat kovetéen csak kismértékii fluoreszcencia ndvekedés volt
megfigyelhetdé az agyban, amely arra enged kovetkeztetni, hogy az anyag nem vagy
csak korlatozottan 1épi 4t a vér-agy gatat. Emellett még szintén kismértéki
fluoreszcenciat talaltunk a szivszovet esetében is, ami 4 Orat kovetden lecsengett. Az
Ac-915 célszerveként a vesét és foképp a majat talaltuk. A majnal jelent6s dasulés volt
megfigyelhet6, melynek cstcspontja a beadastol szamitott 4. orara volt tehetd. Ehhez
hasonlé erds szignalt sikeriilt regisztralnunk a vesében is a kezeléstdl szamitott 2. és 4.
oraban. Ezzel jol korrelaltathato a nagy ateresztoképességli QRT-PCR rendszerrel mért
génexpresszids eredmények is, melynek soran az elébbi két szervet tudtuk azonositani,

mint génexpresszidsan aktiv célszervet.
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10. dabra. Az Ac-915 szoveti eloszlisa. Az Ac-915 szoveti eloszlasat fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk nativ metszeteken, intravénas alkalmazas utin. Minden kép
125x125 um szévetrészt jelenit meg.

5.10. Ac-915 és Ac-2010 in vivo hatasa DEN-nel indukalt hepatocellularis
karcinoma egér modellen

A majtumor modell kialakitdsdhoz 15 napos Matn2”" genotipusu egereket
kezeltiink egyszeri dozis DEN-nel, ahogy azt mar el6zetesen leirtak [50]. Az Ac-915-tel
kezelt csoport (n=15) 3 honapig kapta intraperitonealisan, 10 mg/kg doézisban az
anyagot a DEN indukciotol szamitott 4. honaptol, majd a 8. honapban a kisérletet
termindltuk és a maj tumorok szdmat és méretét meghatiroztuk. A reprezentativ
fényképek a DEN-nel indukalt, de nem kezelt illetve a DEN-nel indukalt és Ac-915
anyaggal kezelt csoportok majar6l a 11. a és b éabran lathatdbak. A mg; tumorok
kiértékelése soran szignifikdnsan kevesebb daganatot talaltunk a kezelt csoportban a
kezeletlen kontroll csoporthoz viszonyitva. A kezelt csoportban nemcsak a tumorok
szama volt alacsonyabb, de a tumor méret is kisebb volt, mely a valtozasokat a
majtomeg index szamitasaval is ala tudtunk tamasztani.

Az Ac-2010 talidomid analog vizsgalatakor is a fentebb mar ismertetett
allatkisérletes modellt allitottuk be. Am annak ismeretében, hogy az in vitro tesztek
soran is jobb hatast tapasztaltunk alacsonyabb dozis mellett is, igy dontéttiink, hogy a 3
honapos kezelés sorozat helyett az dallatokat 1 honapig kezeljik. Az Ac-2010
molekulaval kezelt allatcsoport (n=10) 4 honappal a DEN indukciét kdvetéen csak 1
honapig kapta az anyagot intraperitoneélisan, 4 mg/kg dozisban, heti 3 alkalommal. Az
alacsonyabb dozis mellett azért dontottiink, mert az Ac-2010 oldékonysaga ¢és
tumorellenes hatdsa is jobb volt az Ac-915-h6z hasonlitva. A kisérletet szintén a 8.

honapban terminaltuk és meghataroztuk mind a tumor szamot és tumor mérete, mind
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pedig a majtomeg indexet. A kezeletlen csoporttal 6sszevetve az eredményt, az Ac-
2010 molekula esetében is szignifikdnsan (p <0,01) kevesebb tumor alakult ki és a

tumorok méretében is szignifikans csokkenést tapasztaltunk (11. ¢ abra).
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11. dbra. Az Ac-2010 (c) és Ac-915 (b) talidomid analéogok in vivo hatdsa
hepatocellularis karcinoma dietil-nitrozaminnal indukalt egérmodelljén: Az elozoleg
DEN-nel kezelt egereket 4 honap virakozast kovetéen Ac-915 talidomid analoggal 3
honapig vagy Ac-2010 talidomid analoggal 1 honapig kezeltiik. A kisérletet a
hepatocellularis karcinoma kivaltasatol szamitott 8 honapra terminaltuk, majd a tumor
szamot, a mdj tomeg indexet meghatdaroztuk. Az Ac-2010 és az Ac-915 molekuldk
esetében szignifikansan (Ac-915: * p <0,05; Ac-2010: ** p <0,01) kevesebb tumor
szdmot és kisebb tumor méretet tudtunk kimutatni. Emellett szamottevéen csokkent a
madjtomeg index is a kezeletlen kontroll csoporthoz viszonyitva. A tumor szam, tumor
méret és mdjtomeg index meghatdrozdasakor a kezeletlen kontroll (a) mdj mintdihoz
hasonlitottuk az Ac-915 (b) és az Ac-2010 (c) anyaggal kezelt csoportok maj mintdit.
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Az anyagkezeléseket 4 honappal a DEN indukcio utan kezdtiik, amikor a
karcinogenezis korai szakasza lezarult €s a pre-neoplasztikus fokusz mar megjelent. Az
eredményeinkbdl arra kovetkeztethettiink, hogy a Ac-915-tel vagy az Ac-2010-zel valo
kezelés az egérmodellben csokkentette a sejt proliferaciot és a tumorok fejlédését a maj
tumor kialakuldsanak kés6i fazisaban. Ezek az eredmények egy 10j csapasvonalat
jelenthetnek a maj tumorok gyogyitasara és igy kiinduld pontot jelenthetnek 0j tipusa
kemoterapids szerek kifejlesztésében illetve ezek az analégok hasznosak lehetnek a

hepatocellularis karcindma kialakuldsanak megakadalyozasaban is.
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6. DISZKUSSZIO

6.1. In vitro citotoxicitasi vizsgalatok osszefoglalasa

Munkdnk soran olyan hatdanyag-sziirési rendszert Aallitottunk be, amely
fiziologiailag megbizhatobb és emellett gyors vizsgélati eredményeket szolgaltat. A
jelolésmentes sejtmiikddést vizsgaldé modszerek haszndlataval a kapott eredmények
kozelebb allnak a természetes allapothoz, amellyel novelheté a kinyert informaciok
relevancidja és lecsokkenthetéek az aspecifikus eredmények. Munkdm sordan az RT-
CES (xCelligence) rendszert hasznaltam kiilonb6z6 citotoxikus talidomid analogok
hatasainak szlirésére.

Munkank soran bedllitottunk egy olyan valds idejii mérésen alapuld technikat a
citotoxikus talidomid analég anyagok hatasanak szlrésére, amely a sejtek
vezetdképességének mérésén keresztiil ad informéciot a kezelésre adott valaszrol. Az
igy kapott eredmények jol korreldlnak a standard, végpontmérésen alapuld technikak
eredményeivel. Az igy nyert informéciok bioldgiailag relevansak, mivel a jeldld
anyagok elhagyésaval a sejteket a fiziologids kornyezetet megkozelité koriilmények
kozott tudtuk vizsgalni. A sejtek mikroelektronikai moddszerrel vald vizsgélata nem
invaziv moédon kvazi folyamatos leolvasast tud biztositani, és igy a kapott kinetikai
adatok kiegészité informacioként szolgalhatnak a vizsgalatok soran, amelyeket a
végpontmérésen alapuld technikdk nem tesznek lehetévé. Az eredmények fényében a
jelenlegi molekula sziirési technologia megbizhatd lehetdséget biztosit az wjabb
hatbanyagok sziirésére a hepatocellularis karcindéma in vitro sejtes modelljén.

Osszefoglaldsként elmondhatd, hogy a valds idejii sejt életképesség méréssel
sikeresen vizsgaltuk tovabb a biokémiai vizsgalati rendszerrel elOsziirt talidomid
analdgok hatésait. Méréseink sordn sikeresen mutattunk ki dozisfiiggd hatdsokat az Ac-
929, Ac-1041, Ac-915 ¢és Ac-2010 anyagok esetében. Az anyaghatds iddbeli
kinetikajanak vizsgalataval ugy talaltuk, hogy a vizsgalt molekulak 10 puM feletti
koncentracioban rovid idon belill a sejtek halalat okozza, amelyet biokémiai
paraméterek és a mikroelektronikai ellendllds valtozas mérésén keresztiil is
tapasztaltunk. A magasabb koncentracioban alkalmazott talidomid analdgok hatasara a
sejtek feltételezhetéen felkerckedtek, feliilethez valo adhézidja lecsokkent, a sejt-sejt
kapcsolatok felbomlottak és a sejtek eltdvolodhattak egymastol illetve a mikrotiter
lemez aljaban elhelyezkedd elektroda haloval vald kapcsolatuk gyengiilt vagy meg is

szlint, igy a mért ellenallas értékek drasztikusan lecsokkent. Ezzel szemben az
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alacsonyabb koncentraciok esetében a mért ellendllas értékekben nem tortént drasztikus
csokkenés, am a sejtindex értékek ebben az esetben is 20-25%-kal lecsokkentek,
melybdl arra tudunk kovetkeztetni, hogy a sejtekben morfolégiai valtozasok
kovetkeztek be, felkerekedtek, a lemez aljan elfoglalt fajlagos tertiletiik lecsokkent, &m
a feliiletrol nem valtak fel. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az anyagkezelés
hatasara hosszabbtavii események indulnak el, melynek végpontja tobbek kozott a
programozott sejthalal is lehet. A wvalds ideji sejtéletképesség mérésén alapulod
kisérleteink eredményei jol korrelaltathatok a hagyomanyos biokémiai tesztekkel kapott
eredményeinkkel. Az elOsziirési kisérleteink soran két olyan anal6g molekulat, az Ac-
915-6t és Ac-2010-et, sikeriilt azonositanunk a molekulakényvtarbol, melyek hatasa
jelentésen kimagaslott a tobbi molekuldk koziil. A hatdsos dozis jelentdsen feliilmulta a
tobbi molekulaét és emiatt a tovabbi kisérleteinket ezekkel a talidomid anal6gokkal
folytattuk.

Annak meghatarozasara, hogy az Ac-2010 talidomid analognak csak a
méréstechnikat alkalmaztuk, amely szintén a mikroelektronikai paraméterek mérése
alapjan ad informaciot a sejtmigracio titemérdl. Az Ac-2010 mar olyan koncentracioban
(250 nM) is csokkentette a sejtmigracio ilitemét a HepG2 sejtek esetében, amely
elézetes mérések alapjan nem talaltuk toxikusnak. Ugy gondoljuk, hogy ez a

koncentracid6 olyan sejten beliili folyamatok elindulasat idézi eld, amely sejt

crer

6.2. Ac-915 talidomid anal6g toxikogenomikai vizsgalata

Talidomid analdgjaink fejlesztése soran fontosnak tartottuk, hogy megvizsgaljuk
okoz-e mellékhatast az altalunk kivalasztott négy létfontossagl szerv, a sziv, vese, maj
¢és az agy miikodésében. Ennek céljabol egy nagy ateresztOképességii, a nanokapillaritas
elvét kihasznaldo QRT-PCR rendszert valasztottuk, mellyel 56 toxikologiailag relevans
markergén kifejez0dési mintazatat vizsgaltuk meg. A kisérleteink soran egereket
kezeltiink Ac-915 anyaggal vagy két, a klintkumban hepatocellularis karcindmara
rutinszeriien alkalmazott kemoterapias szerrel, a doxorubicinnel és a ciszplatinnal, majd
megvizsgaltuk a génexpresszids valtozdsokat. Vizsgdlataink soran arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az Ac-915 talidomid analdggal vald kezelés hatasara a
vizsgalt szervekben néhany toxikoldgiailag relevans gén aktivitdsa megvaltozik. Az

agyszovetben két gén aktivitasa valtozott meg. Az egyik gén a foszfoenolpiruvat-
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karboxikinazt kodold pepck, mely fontos szerepet jatszik a glilkoneogenezisben és
metabolikus folyamatokban. A masik aktivalt gén az slc25a6 volt, mely a sejtek energia
ellatdsdban jatszik szerepet. A gén terméke csatornaként miikdodik a mitokondrium
membranjaban és az ADP-t a mitokondrium matrixaba, az ATP-t pedig a citoszolba
transzportalja [86]. A szivszovet esetén egy gén, a gstp2 kifejez6dése novekedett meg.
A GST enzimnek fontos szerepe van a detoxifikacioban és részt vesz az oxidativ stressz
kivédése soran is. Am az utobbi idében kimutattak, hogy apoptozisban és nitrogén-oxid
metabolizmusban is szerepet jatszhat [87, 88] A vesében és a majban tobb sejtciklus és
apoptozis fliggd (ccng, clu, ubc), oxidativ stresszel kapcsolatos (gstp2, prdx3, sodl) és
hésokk fiiggd (hspb) gén aktivaldodott. Vizsgalataink eredménye alapjan ugy talaltuk,
hogy az Ac-915 a legjelentésebb hatast a majszovetre fejtette ki, melyben csokkentette
az oxidativ stressz ellen védé mechanizmusokkal kapcsolatos gének miikodését,
ugymint példaul a sodl-ét vagy a gaddl54-ét. Emellett csokkentette a HSP90
dajkafehérjét kodold gén kifejezddését és serkentette az apoptdzisban és sejtciklus
szabalyozasban is érintett ubiquitin C-t kodold ubc gént. Az Ac-915 és Ac-2010
jelentésen csokkentették az intracellularis antioxidans rendszer miikodését is, melyet
toxikogenomikai szlirésekkel is sikeresen eldre jeleztiink az Ac-915 molekula esetében,
mely represszalta a szuperoxid dizmutaz gén, a sod1 kifejez6dését.

Az mar eddig is ismert volt, hogy a HCC kezelésében is alkalmazott két
kemoterapids szer, a doxorubicin és ciszplatin, jelentds mellékhatdsokkal rendelkezik,
melyet a most bemutatott toxikogenomikai vizsgalatok eredményeivel is sikeresen
alatdmasztottunk. A doxorubicin és ciszplatin kezelés hatdsdra szdmos anyagcsere,
oxidativ stressz illetve sejtciklus €s apoptdzis fliggd gén aktivaloddott tobb 1étfontossagn
szervben is. Ezzel szemben az Ac-915 jelent6sen kevesebb gén aktivitasat befolyasolta.

Osszehasonlitva az eredményeket a doxorubicin és ciszplatin anyagokkal valo
kezelés soran kapottakkal, ugy tapasztaltuk, hogy az Ac-915 legink4bb a majszovetben
¢és a vesében okozott génexpresszios valtozas szemben a referencia vegyiiletekkel. A
doxorubicin ¢és a ciszplatin egyardnt magasabb szami markergén mikodését
befolyasolta tobb szervben is. Ezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az Ac-915 a hatasa
leginkabb a m4j illetve veseszovetre korlatozodik, és kevésbé toxikus, mint a
referenciaként hasznalt két kemoterdpias szer, tehat a varhatd6 mellékhatasok kisebbek

lehetnek és a hatds is szerv specifikus.
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6.3. Ujonnan szintetizalt talidomid analégok oOsszetett vizsgalata és

alkalmazasa a hepatocellularis karcinoma modelleken

Mar elézetes tanulméanyaink soran fényt deritettiink arra, hogy a kiilonb6zo
talidomid analogjaink a sejteken beliil lipid cseppecskékkel ¢€s intracellularis
fehérjékkel 1épnek kapcsolatba, tovabba a sejten beliil szabadgyok képzddést okoznak
¢s endoplazmatikus stresszt valtanak ki. Jelen tanulményunkban megvizsgaltuk az Ac-
915 és Ac-2010 kapcsolatat kiilonb6z6 dajka-fehérjékkel. Azt talaltuk, hogy a talidomid
analogjaink a citotoxikus hatdsukat dajkafehérjékkel valé kolcsonhatason keresztiil,
reaktiv oxigén gyokok termelésével és az intracelluldris glutation szint csdkkentésével
érik el. Hullamhossz rezonancia eltolodds mérésén alapuld technikaval kozvetlen
kolcsonhatast tudtunk kimutatni a HSP70 és HSP90 fehérjék illetve a két vizsgalt
talidomid analdégunk kozott. A megnovekedett hdsokk-fehérje aktivitds, ahogy azt tobb
rakfajtanal is vizsgaltak, beleértve a majrak kiilonbozo tipusait is, arra utalhat, hogy
szerepe lehet a karcinogenezisben [89-91]. Allat modellekben [92] és klinikai mintikon
is kimutattak [89-91, 93], hogy a HSP60, HSP70 és HSP90 hdsokkfehérjék expresszidja
kapcsolatba hozhat6 a kiilonb6zo rak tipusok kialakulasaval.

A hoésokkfehérjék taltermelddésének hatterében valdszintsithetd, hogy a tumor
mikrokdrnyezetében fennallé6 magasabb kornyezeti stressz allhat, melyet a tumor sejtek
a HSP-k tultermeltetésével igyekeznek kompenzédlni és kihaszndlni a chaperon
funkcidjuk citoprotektiv hatasait. Ez végsé soron a tumor tovabbi ndovekedését, majd
késobb az esetleges metasztazis képzést is tamogatja. Kolcsonhatas vizsgalataink soran
tovabba ugy talaltuk, hogy a fenti két molekulank kdlcsonhatasba 1ép nem csak a
hésokkfehérjékkel és lipid cseppecskékkel asszocialt fehérjékkel, de a protein diszulfid
izomerazzal is. A protein diszulfid-izomeraz mikodésének gatlasa a helyteleniil
feltekeredett, Gn. missfold fehérjék felszaporodasat okozhatja az endoplazmatikus
retikulumban, amely végsé soron aktivalja az apoptotikus utvonalakat és a kaszpaz-
fliggd apoptozist, mint azt Hashida és mtsai vizsgaltak [94].

Egyre tobb eredmény utal arra, hogy az endoplazmatikus retikulum stressz
alapvetd szerepet jatszik az apoptozis szabalyozédsdban mind a radkos, mind pedig az
egészséges sejtek esetében [95]. Az endoplazmatikus retikulum stressz soran a
Ennek kovetkeztében megnovekszik a kiilonbozé dajkafehérjék, Un. chaperonok

termelddése, hogy kompenzaljak azt. Ezzel egy idoben szamos pro-apoptotikus utvonal
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is aktivalodik és az endoplazmatikus retikulum stressz mértékétdl fliggéen a sejt
beléphet az apoptozisba [96]. Az eredményeink is tovabb erdsitik a fenti hipotézist,
mivel az Ac-915 ¢és az Ac-2010 talidomid analogok interakcioba 1épnek az
endoplazmatikus retikulummal és az endoplazmatikus retikulummal kapcsolt
fehérjékkel. Indukaljak az endoplazmatikus retikulum stresszt €s reaktiv oxigén gyokok
termel6dését, illetve ezzel egy id6ben csokkentik a redukalt glutation intracellularis
szintjét és végiil sejthalalt okoznak. A lipid cseppecskék a talidomid analdgok egyik
intracellularis célpontjai. Quintero és mtsai ugy talaltdk, hogy a lipid cseppecskék a pre-
nekrotikus rakos sejtekben felhalmozodnak intracellularisan, igy megfeleld markerei
lehetnek a rdkos daganatoknak [92]. Tovabba a lipid homeosztazisban fellépd
egyensulyzavar sejtmembran sériiléshez €s végso soron ugy nevezett lipoapoptdzishoz
is vezethet [97]. A lipid cseppecskék az endoplazmatikus retikulumban alakulnak ki. Az
azokhoz ko6t6d6 kismolekulak pedig képesek befolyasolni illetve megvaltoztatni a lipid
cseppecskékhez kothetd homeosztazist és az endoplazmatikus retikulum stresszen
keresztiil beinditani az apoptozist [82].

A tumorok nagy része, mint ahogy a hepatocellularis karcinoma is, joval
érz¢kenyebb az endoplazmatikus retikulum stresszre és a reaktiv oxigéngyokok
termel6dését el6idézé természetes anyagok, mint példaul a tobbszordsen telitetlen
zsirsavak jelenlétére [82, 98], mint a normal sejtek, mivel a stresszvalasz rendszeriik
folyamatosan terhelve van, s ezaltal konnyebben aktivalodnak kiilonb6zé pro-
apoptotikus jelatviteli Gitvonalak, ami végiil is a tumoros sejt halalahoz vezethetnek. Az
eddigi eredményeink és irodalmi adatok alapjan a daganatos sejtekben indukalt oxidativ
stressz illetve az oxidativ stresszt kompenzald6 mechanizmusok befolyasolasa jo
tamadaspontnak mutatkozik a tumorellenes terapidk soran.

A talidomid analogok relativ szoveti eloszlasat a kiilonb6z6 szervekbol készitett
nativ metszeteken vizsgaltuk meg konfokalis mikroszkdpia segitségével, kiilonbozd
idépontokban. Célszervekként féleg a majat €s a vesét azonositottuk, mely jol korrelalt
a toxikogenomikai méréseink eredményével, mivel a legjelentsebb génkifejez6désbeli
valtozasokat foképp a majban és masodsorban a vesében tapasztaltuk. A leghosszabb
ideig tartd dasulas a majban volt kimutathaté az Ac-915 talidomid analégunk esetében.
Ezt az is magyarazza, hogy a legtobb fajban a maj a szinhelye tobbek kozott a zsirsavak
bioszintézisének és ebben a szervben a legjelentésebb a zsircseppecskék akkumulacioja
IS [99]. A szivben, agyban és izomszOvetben nem vagy csak minimalis dusulast

talaltunk, amely gyorsan le is csengett.
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Az eddigi eredményeink alapjan arra a kovetkezésre jutottunk, hogy az altalunk
vizsgalt két talidomid analog hatékonyan gatolja a hepatocellularis karcinoma sejtek
osztodasat in vitro koriilmények kozott. Ezért logikusnak talaltuk megvizsgalni az in
vivo hatasat patologias koriilmények kozott is. A vizsgalatainkhoz olyan modellt
kerestiink, mely jol 6sszevethetd az emberben kialakuld hepatocellularis karcinomaval.
Kritériumaink kozott szerepelt, hogy a tumor kialakuldsa fokozatos legyen illetve a
neoplasztikus 1éziok megjelenése idében is jol prediktalhatoak legyenek. Ennek
fontossdga abban rejlik, hogy az emberi szervezetben is egy hosszabb folyamat
eredménye a kor kialakuldsa, melyet az alkalmazott allatmodellnek is jol kell
modelleznie. Erre a célra a legalkalmasabbnak egy olyan egértérzset talaltunk, melyben
a matrilin-2 gén ki van iitve. Ebben az egértdzsben a nitrozaminok hatékonyabban
indukélnak tumorokat és a tumor mérete is nagyobb, mint a vad tipusu egereknél.
Elézetes tanulmanyok kimutattak, hogy a Matn2™” egerekben jelentdsebb a tumorok
mérete €s szama a DEN indukalta mdj tumor modellben dsszehasonlitva a vad tipussal
[50, 57].

A majat érinté karcinogenezis kezdeti szakaszaban a lipid cseppecskék
mennyiségének csokkenését figyelttk meg a maj stellat sejtekben, illetve ezzel
parhuzamosan a retinil-észter mennyisége is drasztikus modon visszaesett.
Feltételezhetoen ez lehet az elsé 1épése a majat érintd elvaltozasoknak, amely késobb
hepatocellularis karcinomahoz vezethet [100]. Meglep6 modon Blaner és mtsai. azt
talaltak, hogy az Lrat knock-out mutans egerekben, amelyekben a retinil-észter szintézis
hianyzik, szignifikdnsan kevesebb mdj tumor alakult ki, mint a vad-tipust allatokban.
Emellett a tumor mérete kisebb és a karakterisztikdja kiilonboz6 volt [101]. Ezzel
szemben a Matn2™” egerekben, melyekben a hepatocellularis karcinomat DEN szerrel
valtottak ki, a vad-tipushoz viszonyitva mind a tumor mérete, mind pedig a tumorok
szama jelentdsen nagyobb. Ezekre az informaciokra alapozva in  Vvivo
hatastanulmanyainkhoz Matn2” egereket alkalmaztunk, melyekben DEN-nel majtumor
képzddést indukaltunk és a fentebb leirt modon és ideig kezeltik a két talidomid
analoggal. Eredményeink alapjan arra kdvetkeztethetlink, hogy a talidomid analdgjaink
a majszovetben a lipid cseppecskékben felhalmozodva serkentik az oxidativ és
endoplazmatikus stressz kialakuldsat, mely a hepatocellularis karcindbma egér
modelljében hozzajarul a tumor méret és tumor szam jelentds csokkenéséhez.

A szintetikus kémia szamos ujitasanak (pl. kombinatorikus konyvtarkészités, 0j

tipustt  katalizatorok bevezetése) ¢€s kivaltképp a nagy ateresztoképességii
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sziirérendszerek megjelenésének és fejlodésének koszonhetden az utdbbi évtizedekben
ugrasszeriien megnovekedtek az olyan kismolekuldk szama, melyek kiindulopontjai
lehetnek szamos patologias elvaltozads gyogyitasaban, melyek napjainkban
népbetegségnek szamitanak. Az életvitelbeli valtozdsok ¢és a jolléti tarsadalom
kiszélesedése miatt vezetd betegségekké 1éptek elé a metabolikus, a keringési rendszert
érintd betegségek illetve a rdkos elvaltozasok. A nagyiitemben eldallitott gyogyszer-
jelolt molekuldk hatastani vizsgalatanak felgyorsitdsa és a kapott eredmények
megbizhatdsaga mellett egyre nagyobb lett az igény a kisérletek soran kapott adatok
konnyebb értelmezhetdségére is. A gyors €s egyszerlien kielemezhetd eredmények
gyorsabb ¢és hatékonyabb molekulafejlesztést biztositanak a kis, kdzepes ¢és nagy
gyogyszerfejleszté csoportok szamara. A technika fejlédésével rohamosan nétt a
kutatasfejlesztésben is a technikai Gjdonsagok megjelenése. A kezdetben kolorimetrias
hatastani szliréseket napjainkra felvaltani latszanak olyan technikai wjdonsagok,
melyeket gylijtonéven jelolés-mentes vagy az angol szakirodalom alapjan lable-free
technikaknak neveziink. Az eredmények validalasanal legtobb esetben nem lehet
véglegesen elhagyni a klasszikus technikakat, de mivel az 0j iranyvonal nagyobb
ateresztoképessége tobb informéciot szolgaltat, a hagyomanyos modszerek egyre
jobban hattérbe szorulnak. Az igy nyert adatok joval kozelebb is allnak a fiziologiasan
tapasztaltakhoz.

Eredményeinket a szakirodalmi adatokkal Osszevetve ugy véljiik, hogy a
talidomid analogok alkalmasak lehetnek egy tumor ellenes terapiaban kiegészitd
kezelésként alkalmazva. Illetve tdmogathatjdk egy rutinszerlien alkalmazott
kemoterapids szer hatasat is. Ez utobbi tovabbi vizsgéalatokat igényel, ahol a
kemoterapids szer és a talidomid analogok kiilonb6ozé kombinacidit is érdemes
megvizsgalni. A dolgozatomban ismertetett vizsgalati modszerek egylitt vagy kiilon-

kiilon is megfeleld lehetdséget biztositanak a tovabbi vizsgalatok elvégzésére.
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7. KOSZONETNYILVANITAS

A jelenlegi munka megvalositisdhoz az anyagi hatteret részben a Jedlik Anyos
»Avinomid”, az NKTH ,,Glinolid” és az Asboth Oszkar program, illetve a GOP-1.3.1-
10/B-2010-0016, GOP-1.1.1-11-2011-0003 ¢s GOP-1.1.1-11-2012-0015 palyazatok
biztositottak.

Koszonetemet szeretném kifejezni a doktori munkam elkészitésével kapcsolatban:

e Témavezetdmnek, Dr. Puskas Laszlonak, aki mindvégig messzemenden
tdmogatott mind a kutatds, mind az eredmények publikalasa soran.

e Dr. Ozsvari Bélanak a sejtes és a RTCA-CES rendszeren végzett
munkakban nyujtott segitségét, valamint, hogy munkam soran nemcsak
szakmailag, de baratilag is mindvégig tamogatott.

e Dr. Faragé Noranak, aki a nagy ateresztOképességli nanokapillaris
QRT-PCR vizsgalatok elvégzésében nyujtott segitsége mellett baratilag
is tamogatott.

e Dr. Fehér Liliananak, aki szakmai segitséget nytjtott az in vitro MTS
vizsgalatok kivitelezése soran.

e Dr. Hackler Laszlonak az Enspire rendszeren végzett munkamhoz nyujtott
tanacsaiért és segitségéért.

e Lehécz Istvanné ,,Mosoly” asszisztensnek a sejttenyésztési munkakban
nyujtott segitségét.

e Juhasz Judit asszisztensnek a kisérleti allatokkal végzett lelkiismeretes és
odaadé munkajat.

e Marton Annamarianak, aki 4ldozatos munkajaval segitette az
allatkisérletek elvégzését.

e Dr. Matés Lajosnak, Dr. Kiss Ibolyanak és Dr. Deak Ferencnek, akik
aldozatos munkéval sikeresen létrehoztak a Matn2 KO egértorzseket.

e Dr. Ferhan Ayaydinnak, aki szaktudasaval hozzajarult a dolgozatomban
bemutatott mikroszkopos képek elkészitéséhez.

e Az Avidin Kft vegyészeinek.

e Dr. Lénart Nikolettnek, Gyimesi Monikanak, Man Imolianak, Bognar
Juditnak és Alfoldi Rébertnek, hogy munkam soran baratilag tdmogattak.

e Végiil, de nem utolsd sorban koszonet illeti csaladomat munkam soran

nyujtott timogatasukért, tiirelmiikért és biztatasukert.
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Magyar nyelvii osszefoglalo

Doktori értekezésemben egy olyan uj, jelolésmentes in vitro molekulasziirési
eljarast mutatok be, melyre sikeresen allitottunk be citotoxicitasi vizsgalati modszert,
amellyel célzottan szintetizalt talidomid analdégokat szirtiink le. A potencialis
gyogyszer-jelolt molekulakat sikeresen vizsgaltunk tovabb kiilonb6zé molekularis,
mikroszkopias ¢és toxikogenomikai moddszerekkel, majd in vivo hatasvizsgalatot
végeztiink a human hepatocelluléris karcindéma ragcsaldo modelljén.

A hepatocellularis karcinoma (HCC) az egyik vezetd halalok a rakos
megbetegedések koziil. A szdmos terapids megoldads ellenére vilagviszonylatban a
hepatocellularis karcindma a harmadik helyen all a rakos megbetegedések altal okozott
halalokok kozott. A vezetd rizikofaktorok kozott szerepelnek a  kiilonb6zo
hepatitiszfertdzések, a nagymértékli alkoholfogyasztds és az altala okozott cirrdézisok
mellett szamos kornyezeti tényezd, mint példaul a rakkeltd nitrozamin szdrmazékok. A
hepatocellularis karcindéma kialakuldsa egy tobb 1épcsds folyamat eredménye, melynek
hatterében nemcsak kornyezeti faktorok, hanem genetikai elvaltozasok is allnak, s
melyek végsd soron egyiittesen okozzdk a szerv koros elvaltozéasat. Jellemzden a
hepatocellularis karcindéma rosszul reagal a kiilonb6zé a kemoterapids eljarasokra, és
gyakran kiajul az érintett majlebeny eltavolitasat kovetden is. A Klinikai gyakorlatban a
hepatocellularis karcinoma kezelésére az egyik leggyakrabban alkalmazott
kemoterapias szer a doxorubicin illetve a ciszplatin, melyeknek a jelentds mellékhatasai
kozismertek. A hepatocellularis karcinoma a gyulladasos rak tipusok kozé sorolhatd. A
kronikus gyulladast okozo kornyezeti faktorok hozzéajarulnak a maj mezenchimalis és
regeneralddasok, melyeknek hatterében sokszor kozvetve vagy kozvetleniil az oxidativ
stressz allhat, olyan karosodasokat okozhatnak a madjsejtek genetikai allomédnyaban,
amelyek kiilonb6z6 onkogéneket aktivalnak és/vagy tumorszupresszor géneket
inaktivalnak.

A metasztazis képzés a kiilonbozé rakoknak, igy a hepatocellularis
karcindmanak is, olyan alapvetd tulajdonsaga, melynek soran az eredeti tumorbdl egy
vagy tobb daganatos sejt elszabadul és a szoveten beliili, lokalis attéteket vagy a
véraramba belépve €és mas szervekbe eljutva tavoli attéteket képeznek a tumor
progresszid késdéi fazisdban. A metasztazis kialakuldasa egy sor egymassal atfedd

folyamat eredménye, melynek sordn az elsddleges tumorbol sejtek valnak le és a
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szovetkozti térben vandorolni kezdenek. A vér- és nyirokereket elérve beléphetnek a
keringésbe, majd a szervezet egy tavoli pontjan egy kapillarisban csapdazodhatnak és
ott mikrometasztazist képezhetnek. Ha a korilmények megfeleloek a kitapadt
sejteknek, kolonizalhatnak és makrometasztazist alakithatnak ki. A daganatos sejtek
mozgasa hasonloképpen folyik, mint amit az egészséges sejteknél megfigyelhetiink
olyan fiziologias mukodések sordn, mint az embridgenezis, a sebgyogyulas vagy az
angiogenezis. Am a tumor sejtek esetében nem miikodnek azok a gatlo folyamatok,
amelyek az egészséges sejtek esetében ledllitjdk a sejtek mozgasat, amikor mar arra
nincs sziikség. Ezzel szemben a tumorsejtek esetében olyan faktorok termel6dése indul
meg, melyek eldsegitik és fenntartjak a migracio folyamatat és ezaltal tudnak invazivva
valni és migralni.

A hepatocellularis karcinoma allatokban torténd tesztelésére tobb olyan
allatmodellt is kialakitottak, mellyel jol tanulményozhat6 a karcinogenezis
kialakulasanak 1épései és megfelel kiilonb6z6 rakellenes hatdéanyagok vizsgalatara. A
kémiai tumorigenezissel 1étrehozott modell rendszer esetében az allatokat olyan
vegyiilettel kezelik, melyet a maj enzimei bioldgiailag aktivva és igy mutagénné
tesznek. Ez képes a mdj sejtjeit karositani azaltal, hogy DNS adduktokat képez vagy
enzimmiikodést befolyasol. Ennek soran valamilyen karcinogén vegyiilettel, szén-
tetrakloriddal (CCls) vagy dietilnitrozaminnal (DEN) indukaljak a hepatocellularis
karcinomat. Mind a CCly, mind pedig a DEN vegyiiletekkel vald kezelés esetében a
majban torténd biokonverzidé eredményeként létrejové metabolit az, amely a majban
gyulladdsos elvaltozdsokat és a késObbiekben karcinogenezist okoznak. A DEN
hasznéalata széles korben elterjedt a kisérletes hepatocellularis karcindma allat
modelljének kivaltasaban. A DEN-nek 6nmagaban nincs karcinogén hatasa, a majban a
citokrom-P450 enzim alakitja 4t karcinogén tulajdonsdguvd, ami mar képes a
tumorigenezisre. A DEN metabolitja DNS adduktokat képez a majsejtekben és
prencoplasztikus régioé kialakulasahoz vezet. Kisérleteinkhez a dietil-nitrozamin (DEN)
altal indukalt modellt alkalmaztuk, egy olyan transzgenikus egérmodellen, amelyben a
Matrillin-2 génje mesterségesen ki van iitve. A Matrilin-2 fehérjének (Matn2) fontos
szerepe van az extracellularis matrix kialakuldsdban, a sebgyogyulasban és tumor
képzddésben.

Munkénk soran tijonnan szintetizalt talidomid analdgokat vizsgaltunk a HCC
kiilonboz6 in vitro és in vivo modell rendszerein. A talidomid és a napjainkban

forgalomban 1évé analdgjainak pontos hatasmechanizmusa eddig nem ismert, de
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tanulmanyok sora mutatta ki, hogy az angiogenezist gatlo hatdsat a VEGF altal
kozvetitett utvonalon keresztiil fejt ki. Tovabba antiproliferativ és antiangiogén hatasa
van, mivel az IkB kindz aktivitdsanak gatlasan illetve az IL-6 Gtvonal megzavarasan
keresztiil gatolja az NF-kB ttvonalat. Szamos talidomid anal6grél sikeriilt kimutatni,
hogy oxidativ stresszt valt ki a kezelt sejtes rendszerekben, illetve indukalja az
apoptozis kaszkad beindulasat a kaszpaz 8 ¢és 9 aktivalasan keresztiil.

Munkank soran beallitottunk egy olyan valos idejii mérésen alapul6 technikat a
citotoxikus talidomid analogok hatasanak sziirésére, amely a sejtek vezetoképességének
mérésén keresztiil ad informaciot a sejtek kezelésre adott valaszarol. Az igy kapott
eredmények jol korreldlnak a standard, végpontmérésen alapuld technikak
eredményeivel. A valds ideji sejtéletképesség méréssel sikeresen vizsgaltunk meg a
biokémiai vizsgalati rendszerrel eldsziirt talidomid analogok hatasait. Méréseink soran
sikeresen mutattunk ki dozisfiiggd hatasokat az Ac-929, Ac-1041, Ac-915 és Ac-2010
anyagok esetében. Az anyaghatas idébeli kinetikdjanak vizsgalatanal ugy talaltuk, hogy
a vizsgalt molekuldk 10 pM feletti koncentracioban révid idén beliil a sejtek halalat
okozza, amelyet biokémiai paraméterek €s a mikroelektronikai ellendllds valtozés
mérésén keresztiil is tapasztaltunk. Ezzel szemben az alacsonyabb koncentraciok
esetében a mért ellenallas értékekben nem tortént drasztikus csokkenés, ebbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy az anyagkezelés hatasara hosszabbtavi események indulnak
el, melynek végpontja tobbek kozott a programozott sejthalél is lehet. A valds ideji
sejtéletképesség mérésén alapuld kisérleteink eredményei jol korreldltathatok a
hagyomanyos biokémiai tesztekkel kapott eredményeinkkel. Az eldszlirési kisérleteink
soran két olyan talidomid analog molekulat, az Ac-915-6t és Ac-2010-et, sikeriilt
azonositanunk a molekulakonyvtarbol, melyek hatasa jelentésen kimagaslott a tobbi
molekulak koziil. Az Ac-2010 talidomid analdg sejtmigraciora kifejtett hatdsanak
vizsgélata soran azt tapasztaltuk, hogy az Ac-2010 mar olyan koncentracidban (250
nM) is csokkentette a sejtmigracio litemét a HepG2 sejtek esetében, amelyet elézetes
mérések alapjan nem talaltunk toxikusnak.

Toxikogenomikai kisérletiink soran a talidomid kezelés varhaté mellékhatasait
vizsgaltuk. Az Ac-915 talidomid analoég mellett a ciszplatin és a doxorubicin
kemoterapias szercket alkalmaztuk referencia vegyiiletekként. Mint az mar ismert a
HCC kezelésében is alkalmazott két kemoterdpias szer jelentds mellekhatasokkal
rendelkezik. A doxorubicin ¢€s ciszplatin kezelés hatasara szamos anyagcsere, oxidativ

stressz illetve sejtciklus és apoptdzis fliggd gén aktivalodott tobb 1étfontossagu szervben
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is. Ezzel szemben az Ac-915 jelent6sen kevesebb gén aktivitasat befolyasolta és azokat
is f0leg a majban ¢€s vese szovetben. Tehat a varhatdo mellékhatasok kisebbek lehetnek
¢s a hatas is szerv specifikus. Tovabba a majszdvet esetében azt taldltuk, hogy az
oxidativ stressz hatdsara aktivalodo jelatviteli tvonalakban résztvevd markergének kis
mértékben gatlodtak €s ezzel parhuzamosan kismértékii novekedés volt megfigyelhet6 a
sejtciklus és apoptdzis fiiggd jelatviteli mechanizmusok génjeiben.

A talidomid analdgjaink a citotoxikus hatdsukat dajkafehérjékkel vald
kolesonhatason keresztiil, reaktiv oxigén gyokok termelésével és az intracellularis
glutation szint csokkentésével érik el. Hulldmhossz rezonancia eltolédds mérésén
alapuld technikaval kozvetlen kdlcsonhatast tudtunk kimutatni a HSP70 és HSP90
fehérjék illetve a két vizsgalt talidomid analogunk kozott.

A talidomid analogok relativ szoveti eloszlasat a kiilonb6z6 szervekbdl készitett
nativ metszeteken vizsgaltuk meg konfokalis mikroszkopia segitségével, kiilonbozd
idépontokban. Célszervekként féleg a majat és a vesét azonositottuk, mely jol korrelalt
a toxikogenomikai méréseink eredményével, mivel a legjelentésebb génkifejezodésbeli
valtozasokat foképp a majban és masodsorban a vesében tapasztaltuk. A leghosszabb
ideig tartd dasulds a majban volt kimutathaté. Az agyban és izomszdvetben nem, a
szivben csak minimalis dusulast talaltunk, amely gyorsan le is csengett.

A HCC DEN-nel indukalt in vivo modelljén végzett hatastani kisérleteink soran
azt az eredményt kaptuk, hogy az Ac-915 és Ac-2010 szignifikdnsan csokkentette a
majtumorok szamat és a méretét a kontroll csoporthoz hasonlitva, melyet majtomeg
index mérésével is ala tudtunk tamasztani. Az Ac-2010 esetében szintén szignifikans
csokkenés tapasztaltunk a tumor szdmban, méretben és tomegben, de nemcsak a

kontroll csoporthoz hasonlitva, hanem az Ac-915-tel kezeltekhez viszonyitva is.

Konkluzio

Kisérleti eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy a kisziirt két talidomid
analogunk, az Ac-915 és Ac-2010, a citotoxikus hatdsat a reaktiv oxigéngyokok
termelésén ¢és a sejtek antioxidans rendszerének redukalt glutation tagjanak
csokkentésén keresztiil fejti ki. A citotoxicitast tovabb tamogatja a talidomid analégok
endoplazmatikus retikulummal és hdésokk fehérjékkel vald kolcsonhatdsa. Ezeket az

eredményeket latszik aldtdmasztani a sejtek életképességének mérése €és a sejtek

crcr
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tulajdonsagok allhatnak a talidomid analogjaink majtumor méretet és szamot csokkentd

hatasai mogott is a HCC Matn2 KO DEN-nel indukalt modellben.
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English summary

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the leading cause of cancer death.
The majority of HCC cases are associated with chronic hepatitis or cirrhosis induced by
persistent infection with hepatitis B or hepatitis C virus and caused by carcinogens such
as diethylnitrosamine. Despite advances in different chemotherapies which are often
associated with toxic side effects, liver cancer has limited treatment options.

Here, we demonstrated that Ac-915 and Ac-2010, novel amino-trifluoro-
phtalimide analogs with novel substitutions also interfere with lipid droplets and the
endoplasmic reticulum (ER), and induce intracellular reactive oxygen species (ROS) at
lower concentrations than the previously observed analogue compounds. The
upregulation of HSPs, as observed in various cancers, including liver cancer suggests
that they might be involved in carcinogenesis. Lipid droplets (LDs) are one of the main
intracellular targets of amino-trifluoro-phtalimide analogs. As LDs are formed in the
ER, we were able to show that specific LD-binding drugs could interfere with LD
homeostasis and ER-membrane integrity and could trigger apoptosis through ER stress.
Tumors, including hepatocellular carcinoma are more sensitive to ER stress and
reactive oxygen species (ROS) than normal cells as their stress response is continuously
engaged due to their chronic stress situation, thereby leading to activation of pro-
apoptotic signals and finally tumor cell death.

DEN is widely used as a carcinogen in experimental animal models. The liver of
matrilin-2 KO (Matn2™") mice contained macroscopic tumors of both larger number
and size than the wild-type liver after diethylnitrosoamine (DEN) treatment. Upon
intraperitoneal administration into weaning mice at 2 weeks after birth, hepatic tumors
are formed 8 month later. Since DEN itself does not exert carcinogenicity, it needs to be
bioactivated by cytochrome P450 enzymes in the liver, resulting in DNA-adducts that
form through an alkylation mechanism locally, which induce the formation of putative
preneoplastic lesions. Owing to the increased number and size of the DEN-induced
liver tumors in the transgenic Matn2™”~ mice, we used this in vivo model to assess the
efficacy of our novel amino-trifluoro-phtalimide analogs.

Two novel amino-trifluoro-phtalimide analogs Ac-915 and Ac-2010 showed
superior cytotoxic activity in cancer cells and therefore were selected to the present
study. Their cytotoxic effects on human hepatocellular carcinoma cell lines (namely:
HepG2, Hep3B and Huh7) were measured by using the MTS assay. Both Ac-915 and
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Ac-2010 induced cell death of liver cancer cells at sub- or low micromolar ranges.
Cytotoxic effects of Ac-915 and Ac-2010 compounds were also tested by the real-time
cell electronic sensing, XCELLigence System (RT-CES) on two different hepatocellular
carcinoma cell lines (Huh7, HepG2). Both analogs exerted micromolar cytotoxic effects
on both liver cancer cell lines used. These results are in good correlation with data
obtained by using the biochemical assay.

To determine whether our novel compounds have only effects on cell
proliferation or they inhibit cell migration, the same technology was used. Cell
migration was followed in real-time by using the RTCA DP XxCELLigence System
(Acea-Roche). Ac-2010 inhibited migration even at 250 nM, where no cytotoxicity
could be detected in case of HepG2 cells. At higher concentration the drug completely
inhibited cell migration 2 h after administration.

Direct biomolecular interactions were determined between human recombinant
and purified HSP60, HSP70, HSP90 proteins and Ac-915 and Ac-2010 with resonant
waveguide optical biosensor technology in a biochemical binding assay. The
technology is based on a microplate with resonant waveguide optical biosensors
integrated into each well and a high throughput screening-compatible optical reader.
The biochemical interaction between the small molecule and the protein was measured
as a shift in reflected wavelength and is expressed in picometers (pm). The binding of
both analogs to each of the protein was specific and saturable with the dose response.
The affinity (KD) values were calculated as follows for Ac-915: HSP70 KD: 14 uM,
HSP90 KD: 11.5 uM; for Ac-2010: HSP70 KD: =16 pM, HSP90 KD: =16 uM and PDI
KD: ~6 uM. The upregulation of HSPs as observed in various cancers, including liver
cancer suggests that they might be involved in carcinogenesis. Because of the stressful
cancerous microenvironment, tumor cells strived to increase the expression of
chaperone proteins for cytoprotective function and to enhance tumor growth and
metastasis.

As thalidomide analogs possess strong inherent blue fluorescence, intracellular
localization can be easily performed on live cells. The subcellular localization of the
new thalidomide analogs Ac-915 and Ac-2010 was determined by fluorescent
microscopy in human liver cancer cells. Previously we determined that amino-trifluoro-
phtalimides stain lipid droplets and some of their derivatives were co-localized to ER.

In order to assess the localization of the two novel compounds, we incubated HepG2
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human HCC cells in culture medium containing Ac-915 or Ac-2010 and performed
fluorescent microscopy. Both compounds showed ER-specific localization.

Intracellular localization studies were in good concordance with our target
identification results, where most of our hits were localized to ER or lipid droplets.
Toxic compounds and numerous anticancer agents interfere with chaperone and ER
functions leading to cellular stress which is manifested by elevated reactive oxygen
species (ROS) and dramatic decrease in the anti-oxidant, glutathione (GSH) level. To
investigate whether Ac-915 and Ac-2010 exert a pro-oxidative effect as determined
earlier for other amino-trifluoro-phthalimides, we measured the presence of ROS in
human hepatocellular carcinoma cells (Hep3B). To reveal the correlation of depletion
of glutathione and ROS production of the analogs we determined the intracellular
concentrations of glutathione. To determine whether Ac-915 and Ac-2010 affect
intracellular GSH levels Hep3B cells were treated with compounds and GSH levels
were recorded. According to our expectations, by inducing oxidative stress both
compounds also depleted intracellular GSH levels (for Ac-915) GSH levels.

The expected side-effects were determined by high-throughput QRT-PCR
techniques on different organs (heart, liver, brain, kidney) where the effects of Ac-915
was compared with doxorubicin and cisplatine. It is an understood thing that cisplatine
and doxorubicin have serious side-effects on many organs even in gene expression
level. Our reference agents, doxorubicin and cisplatine, influenced the expression of
many important genes play roles in apoptosis, oxidative stress, cell-cycle or metabolism
in the observed organs. In contrast with it treatment with Ac-915 activated fewer genes
in specific organs and the fluctuation in the gene expression levels focused on liver and
kidney. These results suggest that Ac-915 has more moderate side-effects compared to
the reference molecules and they are concentrated mainly on liver.

To determine the tissue distribution of trifluor-amino-phtalimides, compounds
were administered by i.v. injection into mice, the animals were killed at different time
points and different organs were dissected. Native microscope sections were prepared
and analyzed under fluorescent microscope. Because our analogs have strong inherent
blue fluorescence, relative tissue distribution can be determined by using fluorescent
microscopy with 405 nm laser with DAPI configuration. As all tissues possess inherent
blue fluorescence at different intensities, fluorescent signals of untreated control animal
samples were compared with those of treated samples. There was only a slight

fluorescence increase 1 h after administration of Ac-915 in the brain, which implies that
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these analogs cannot penetrate to the brain. There was minor fluorescence increase in
the heart, but only 4 h after administration. The target organs of Ac-915 seemed to be
the kidney and preferentially the liver (in a good correlations with gene expression
data). Ac-915 exhibited strong fluorescent signals in the liver with a peak at 4 h.
Similarly, 2 and 4 h after administration strong signals could be recorder in the kidney.
From these results we concluded that the novel trifluor-amino-phtalimides indeed
accumulate in the liver, the target organ of our study. For studies of liver tumor
development, 15-day-old Matn2™~ mice were treated with a single dose of DEN. Mice
in the Ac-915 treated group were treated 4 months after DEN treatment for an
additional 3 months. Treatments were conducted by i.p. injection of Ac-915 at a dose of
10 mg/kg or Ac-2010 4 mg/kg. Mice were killed 8 months after DEN administration
and the number and size of tumors and liver mass index were determined. Upon
assessment of liver tumors, we found significantly less tumor development in the livers
of the treated mice compared with that of control mice, as evaluated by less liver tumor
incidence, fewer tumors and smaller tumor size. Ac-2010 may exhibit similar activity
the same experiment was replicated, but instead of applying the drug for 3 months Ac-
2010 was administered only for 1 month. Liver samples were analyzed at the same time
point, 8 months after DEN administration. Because of higher acute toxicity and better
solubility, Ac-2010 was injected at a lower dose (4 mg/kg). Even with this protocol we
obtained better result, than with Ac-915. Significantly (p < 0.01) less liver tumor
incidence, fewer tumors and lower liver mass index was obtained compared to the
untreated control group. Drug administration was started 4 months after DEN
administration, when the early stages of carcinogenesis ended and pre-neoplastic foci
already appeared.

Conclusion

The present study demonstrated a potent cell death-inducing effect of two novel
amino-trifluoro-phtalimide analogs, Ac-915 and Ac-2010, which bind lipid droplets,
induce intracellular ROS formation and ER-stress. Both Ac-915 and Ac-2010
compounds induced cell death of liver cancer cells at sub or low micromolar ranges
detected by classical biochemical end-point assay as well as with real-time
measurements. Besides cell proliferation inhibition, analogs exert cell migration
inhibition even at 250 nM. Cytotoxic effects of the novel analogs were mediated by

affecting chaperone functions, induction of oxidative stress and depletion of
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intracellular GSH. The novel thalidomide analogues interacted with several proteins
that localized into lipid droplets and ER. Among their candidate protein targets are the
different heat-shock proteins (HSP60, HSP70, and HSP90). Direct biomolecular
interactions between human HSP70, HSP90 proteins and Ac-915 and Ac-2010 were
confirmed with resonant waveguide optical biosensors. The activity of PDI was
inhibited by both Ac-915 and Ac-2010 at micromolar concentrations.

Relative biodistribution of the analogs was analyzed in using native tissue

sections of different organs after administration of drugs, and fluorescent confocal
microscopy based on the inherent blue fluorescence of the compounds. The target
organs of the analogs were the liver and the kidney. No, or minimal penetration could
be detected into the brain, the muscle or the heart.
We used the Matn2”~ mice and DEN treatment for induction of tumors in the liver.
Mice were treated either with Ac-915 (10 mg/kg) for 3 months, or Ac-2010 (4 mg/kg)
for 1 months, following 4 months of DEN treatment. Liver tumor assessment was
conducted 8 months after DEN administration. Significantly less tumor development
was found in the livers of the Ac-915- or Ac-2010-treated groups compared with those
of control mice, and were characterized by less liver tumor incidence, fewer tumors and
smaller tumor size. These results indicate that treatment with either Ac-915 or with Ac-
2010 affected tumor progression at later stages, which implies that these amino-
trifluoro-phthalimide analogs influence ER-stress could serve potent clinical candidates
against HCC.
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