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BEVEZETES

Doxorubicin

A doxorubicin, vagy mas néven adriamicin, egy agcildin antibiotikumok, az
interkalalé agensek kozé tartozé kemoterapias tasniy.

Az 1950-es években az olasz Farmitalia Researdiorhtories folytatott intenziv
kutatast malignus folyamatok elleni antibiotikunfeldesztésére. A 13. szazadi Castel del
Monte varkastélyt o©veéez terllet6l izolaltak egy Streptomyces peucetiusevi
baktériumtorzstl termebds, az akut leukémiak és limfémak koérlefolyasara levhatasu,
vOros szifi vegytletet. Nagyjabdl ugyanezelen francia tudosok is felfedezték ugyanezen
vegyuletet. A két kutatdcsoport megegyezven, hogegylilet el§ neve az olasz feltalalasi
helyet egykoron elfoglald térzsek utan Daunii, ntikcdsszete§je pedig a francia voros
szint jelend ruby lesz, elnevezték a vegylletet daunorubicinnEd67-ben aCancer
tudomanyos Ujsagban leirtdk azonban a daunorutginitkiviil kardiotoxikus hatasét

A Farmitalianal ezutan egy hasonldéan j6 kemotarakemot kerestek, kevesebb
mellékhatassal. AStreptomyces peucetiugrzsnél N-nitroso-N-metil uretan kezeléssel
mutaciot hoztak Iétre, mely mutans sejtvonal egyangsak vords, de egy hidroxil-csoporttal
kibovitet struktaraja szert termelt. Bar ez a szernelelyet az Adriai tenger utan
Adriamicinnek, ké&bb a kémiai konvenciok megtartasa érdekében doicnmek
kereszteltek el - ugyan nagyobb terdpiads indexszetielkezett, és indikacios terllete is
kib8viilt - a kardiotoxikus hatasa valtozatlanul megrdéra A doxorubicinnak jelenleg kb.

2000 moédositott valtozata létezik.
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1.1 dbra: A doxorubicin strukturdja és
CHs 0 metabolizmusa. A doxorubicin egy aminocukorbol és
NH, egy naftacénkinin adriamicinon magbol all,
OH melyeket glikozidos kétés tart 6ssze. Az

Doxorubicin hidrokinon adriamicinon a citokrom P-450 segitségével
szemikinonna redukalodik. Aerob koriilmenyek kozt
a doxorubicin szuperoxid gyok keletkezése mellett
regeneralodhat. NADPH-kinon-oxidaz révén

adriamicinonbdl a detoxikalas folyaman hidrokinon

keletkezik, mely a vizelettel valasztodik ki.



Arcamone és munkatarsai 1969-ben hoztak létra aztitans torzset, treptomyces
peucetius subspecies cesius ATCC 2#95Znely termeli a doxorubiciit Stohl
munkacsoportja izolalta dox A nevi gént, mely a daunorubicin doxorubicinna toétén
alakitaséért felel. A termelés nagyipari méretémekiteremtése Hutchinson nevéhéblik,
akinek munkacsoportja a doxorubicin szintéziséhBpxaAkodolo plazmidot, tovabbéa olyan
enzimek inaktivalasat eredméngemutaciokat vezetett be, melyek meggatoljak, hogy a
keletkezett anyagbdl haszontalan, baumiciniszgikozidok képsdjenek. A doxorubicin

jelenleg daunorubicir, illetve tiszta kémiai szintézis Utjan egyaréakiédithatd

A doxorubicin molekulajdban egy tetraciklusosigy vords-pigment naftacénkinin
maghoz glikozidkotésen keresztil daunézamin amikarckapcsolodik (1.1 dbra).

Hatasmechanizmusa teljes mértékben maig felder{etizonban a szakirodalom nagy
része ugy Vvéli, hogy a daganatellenes hatas a doxion molekula kromofor planaris rész
DNS szalak kozti beék&désének koszonhietmig az aminocukor rész a DNS kis arkaban, a
beékebdési hely kdzvetlen szomszédsagbars IB&zisokkal 1ép kolcsonhatasta Ezaltal a
topoizomeraz llI-t gatolja a kbvetkemaodon:

A dupla-helix elrendgxlés, mely a DNS-re jelleiz DNS, valamint RNS atiraskor
elengedhetetlentl fel kell, hogy nyiljon, a beidit replikaciés és transzkripciés fehérjék
szamara. A folyamatot a helikazok katalizaljak. &idta sejtekben a sejtmag) fehérjéje, az
alfa és béta varianssal rendelkaapoizomeraz Il végzi ezt a feladatot gy, hogy980kb
tavolsagra felismerve a DNS isni@lb szekvencidit, a DNS két szalat szétvalasztja ndhdk

DNS szal elvagaséaval, majd az elvagott DNS szalgkaforrasztja (1.2 abra).
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1.2 abra: Replikacios villa: A DNS éatiraséért egynplex struktira dsszehangoltikddése
felelss. Ennek egyik eleme a topoizomeraz. A helikaxait BNS szal kdzti hidrogén-hidakat
vagjak szét. Az-DNS polimeraz az elmarado szalg-®HNS-polimeraz a vezészal atirasat
katalizalja. A DNS-polimerazok altal nem lehetségd3NS lanc el$ tagjanak 5’ végét az
tjonnan beéplilt rész 3' OH csoporjathoz kotni; &Zblyamatot a DNS-ligadz katalizélja. A
DNS-polimerazok 5-3’ irdnyd mikbdése miatt az elmarado szélon szikséges RNSgkime
beépitéséért a DNS-primaz felel, melyekhez igykazdBi-fragmentek szintetizalédhatnak. A
szalrogzit fehérjék akadalyozzak meg a DNS szalakealdtti Ujraegyesilését, valamint a

nem kivanatos masodlagos struktirak spontan létéjo

1.3 abra: Doxorubicin interkalacio: A doxorubicin@NS szalak kozé ékdive a ketds helix

alakjat megvaltoztatja, s gatolja a topoizomeramikddését



Az enzim a DNS kuldénbdz formait egymasba tudja alakitani, szabalyozza &S0&l- és
letekeredését, csomoékat és gombolyagokat tud azXKit@atilyagban megoldani. A
topoizomeraz barmely funkcidjdban bekdvetkéarosodasa a sejtciklus és fehérjeszintézis
szempontjabol katasztrofalis kovetkezményekkelgar doxorubicin a DNS keis spiralt
alkot6 szalak kdzé beékelik, megvaltozik a DNS konformécidja (1.3 abraplslizalja a
topoizomeraz Il komplexet, miutan az a replikaaide&kében a DNS szalakat eltorte. Ezaltal
megakadalyozza, hogy a DNS Kettlanc levaljék a komple&, megallitva a replikacio
folyamatat. A sejtciklus igy blokkol6dik'® A folyamat fként a gyors sejtciklussal
rendelked sejtek (csontvél progenitor sejtek, immun-rendszer elemei, hajnagysejtjei,
gonadok, daganatok) esetében fejti ki séjtidtasat.

A Klinikumban nagy népsziségre tett szert e rendkivil lipofil, a szervezetbesszU
féléletidbvel rendelke& gyodgyszer; a rosszindulatl daganatok szamos ‘addtozllen
hasznalatos kemoterapias készitmény (kereskedewei:nAdriablastina PFS/RDU, Caelyx,
Myocet, Doxorubicin-TEVA, Adriamycin PFS/RDF, RubexAz akut leukémia, Wilms-
tumor, neuroblasztoma, mellrak, Hodgkin és non-Hadgmfomak, hepatomak, pajzsmirigy
daganatok, petefészekrdk a doxorubicin adasanakaiids korébe tartoznak. Ezen kivil
gyomor-, nyaki-, here-, endometrium és méhnyakrafibk valamint mieloma és azzal
ekvivalens korképekben is alkalmazhatd, attét digfkigyhdlyagraknal intravesicalisan is.

Klinikai felhasznalhatésaganak azonban gatat szafuiotoxikus mellékhatash
Irodalmi adatok szerint @ehaladott malignomaknal alkalmazott tobbszérosodabicin
injekcidk hataséra a betegek 30%-nal alakult kiroekzimek (CK, GOT, LDH) emelkedése
mellett QRS hulldm redukciéval, hipoténiaval, 15p feletti szivfrekvenciaval jaré
szivelégtelenség, mely korkép pozitiv inotrop deererefrakternek bizonyult, tovabba
keringéstamogaté eszkézok hasznalata sem javitgirognézisoff. Ha a doxorubicin

kumulativ adagja meghaladja az 550 mg/testfelsZity endilatativ kardiomiopatia, és végiil a



szivelégtelenség @brdulasa meredekerdnA karosodas sokszor a kezelés befejeztét kdvet
20 év elteltével jelentkeZtk A doxorubicin kivaltotta kardiomiopéatidban szed¥e
betegeknél tapasztalhaté ultrastruktiralis elvakbok kozt kiemelerdd a miofibrillum
csokkeneés, szarkoplazmatikus retikulum dilatacitoptazmatikus vakuolizicio, lizoszémak
szdmanak emelkedése, mitokondrium duzzadas. Ezeéttozhsokat nyudl, patkany, egeér
allatmodelleken is megfigyelték®® A doxorubicin kivaltotta szivizomkarosodas human
eseteihez nagyban hasonlo (refrakteritds, szivadgeg) karakterisztikaju elvaltozast
észleltek patkany modellek esetében is; a doxorubikivaltotta kardiotoxicitas
tanulmanyozasara a patkanymodellek elfogadottakudmmanyos vilagban széleskén

elterjedtek®3*

A tudomany-torténelem sordn a doxorubicin altaVdkptt szivizom karosodéas
kialakuldsara szamos elmélet sziletett: mitokomariszfunkcio kialakulasa, kalciumion-
egyenslly felborulds, Na-K ATP&z, Ca-ATPaz, adewmildaz funkciéjanak megvaltoz&$a
38 A legelterjedtebb elméletek a kovetkklen foglalhaté dssze:

A kélcium taltoltési elmélet szerint az antraaidk az intracellularis kalcium
kezelt allatok kamraizomzataban és mitokondriumakaltium felhalmozodast figyeltek
meg. A mitokondridlis kélcium felszaporodas pedigoaidativ foszforilacié soran keletk&z
ATP vesztését okozza. Szamos tanulmany kozdoltey roogloxorubicin a szivizomban
kalcium transzport rendellenességeket okoz. Ezgiésgt a Na/K ATP-az, valamint a Na/Ca
antiporter, Ca-ATP-az, és fesziltségftigip-csatornak érintettségére vonatkoznak. 2000-ben
egy kutatécsoport kimutatta, hogy az adriamicinzarleoplazmas retikulum Ca-ATP-az-2
receptorok #riiségének csokkenését okozta. A sdlkeriasszekapcsolvan a kalcium taltoltés

elméletét a szabadgyok elmélettel, ugy gondoljékyha ,down- regulacié” hidrogénperoxid



kozvetitésével érvényesul. Valosiiiek tinik azonban, hogy a kélcium felhalmoz6das az

antraciklin toxicitdsnak inkabb okozata, semmintakibja. $t, Jensen szerint a szivizom

diszfunkcio inkabb a miofibrillaris aparatus relakidlcium hianyanak kévetkezménye; Ezzel

O0sszecsengenek azon vizsgalatok, ahol a doxorukigdltotta kontrakcié cstkkenést a
39-42

A metabolit elmélet szerint az antraciklinek Cdskarbonil csoportja a szivben C-13
alkoholla, tként doxorubicinolla metabolizalédhat. A doxorubili kardiotoxikus hatasat
szamos kozlemény ismertette (gatolja a szarkoplazetkulum ATP-azét, rontja a szisztolés
és diasztolés funkciot), emellett doxorubicin atldkévethien a doxorubicinol 6k és
dozisfugd miokardidlis felnalmozodasat figyelték meg. Allsdrletes modellen adriamicin
alkalmazasat kovételss éraban, amikor az elérte a szivben mérlmsticskoncentracidjat, a
doxorubicinol kimutathatatlan volt, azonban 24 drmgllva a miokardidlis doxorubicinol
szintje haromszorosa volt a majban mért értékekiépest, holott a maj és sziv doxorubicin
koncentraciéja megegyezEit’

Mas elméletek szerint az antraciklinek arachidensaetabolizmust befolyasold
tulajdonsaga jatszik a toxicitdsban szerepet. Rgtk@dodellen megfigyelhét hogy az
adriamicin néveli a prosztaglandinok és tromboxamsaintézisét. A vérlemezke aktivalo
faktor (PAF) szerepét is felvetették ezen szivizZkdmosodas kapcsan; PAF antagonista a
doxorubicin kezelt patkanyokban ultrastruktirasdsodas kialakulasat segitetté’2l

A doxorubicin ebseqiti a hizosejteki tortert hisztamin kidramlast. Tekintettel arra,
hogy szabad gyokok szintén hisztamin kiaramlaste&ék kivaltani, az ok-okozati
O0sszefliggés bonyolult; annal is inkabb, mivel athimin H receptoron keresztll noveli a
kalcium influxot, H receptoron keresztil pedig arritmogén, mely féhsetszabadgyok-

hisztamin-kalcium haztartas kdzo6tti kapcsolatot.



Vannak, akik a doxorubicin kivaltotta miokardiaki&rosodast a daun6zamin molekula
részlet kardialis aktinhoz tortémagy affinitdsaval, igy karosodott fiziologias kakcioval
magyarazzak. Emellett a szivizom mitokondrium membegyik & alkotojai a kardiolipin
neui foszfolipid. A kardiolipin nagy affinitdssal kédik a doxorubicinhez, igy a doxorubicin
a szivizomban felhalmozadik.

A szabadgyodk elmélet jelenleg a legelterjedtebdegmkabb elfogadott elmélet a
doxorubicin szivizomra gyakorolt karos hatasdnalgyagdzatara. Ezek szerint egyrészt a
vas(lll), antraciklinekkel tortéhredox reakcié soran, egy elektronos akceptorkiseikedve
vas(ll)-doxorubicin szabadgytk komplexszé alakulk@mplex, oxigént redukalva, oxigén
gyokok termebdését seqiti 61 Az igy keletke#, foként szuperoxid és hidroxil gyokok
killonbo® sejtalkotokat, nukleinsavat, fehérjéket, lipidek@madnak mée§. Ezen kivil a
szabadgyok elmélet szerint citokrom P-450 katagé@al a doxorubicin molekula
adriamicinon részének B gsije szemikinon formava redukalddik, és aerob koriyed
kozo6tt szuperoxid szabadgyok keletkezése melletbkekula regeneralddik (1.1 abra). Mar
kis mennyiség doxorubicin is elég ahhoz, hogy nagy mennyiségabadgyok keletkezését
katalizalja. Szamos kinon bazisu antibiotikumrol kemoterapias készitméwyr (pl.:
streptonigrin, mitomycin C) tudjuk, hogy citotoxi@suk oka a bioredukcioval toriEn

szemikinonna alakulas kévetkeztében létrejott srgyisk termeddés’™°

A doxorubicin kivaltotta szivizom karosodas ellaikalmazandd szeir szamos
tanulmany sziletett, melyek éorban a szabad gyok csapdazasan, valamint a vas
komplexbe tortéth befogasan keresztll igyekeztek kisérleti szeréik&edioprotektiv hatast
elérni.

Kiemelendek egy vaskelatorral, a dexrazoxannal végzett taaoyok. Mivel a

flavonoidok szuperoxid-gyokfogason tul vaskelatorigk biztatéak voltak flavonoidokkal

10



folytatott kisérlete®®>2 Egy diszlipidémia kezelésére hasznalatos endagéioxidans
molekulaval, a probukollal kapcsolatos vizsgalakidebb-nagyobb kardioprotektiv hatasrol
szamoltak b®&. N-acetilciszteinnel és E vitaminnal végzett tamamyok ellentmondasosak.
Egy munkacsoport kisérleteiben doxorubicinnal kKezajcsaldk esetében az N-acetilcisztein
és E vitamin csokkentette a letalitdst, a szoOvettaredményeket javitotta. Mas
munkacsoportok patkany és kutya modellen végzettfimeelései alapjan ezen szerek

kardioprotektiv hatassal nem rendelkeztek

11



Szabadgyokds karosodas

Jol ismert, hogy a szabadgyokdk (ROS) szamosaalefblyamatra fejthetnek Ki
jelens hatast: lipidperoxidaciot, fehérje oxidaciot, egyanci DNS torést, ion csatorna
gatlast, mitokondrialis Ca kiaramlast okozhatnalamint gatolhatjak a glikolizis folyamatat,
a szivizom kovetkezményes energia metabolizmuséésk teljesitményének jeleist

romlasavar (1.4 &bra).

Lipid peroxidacio | \
Protein oxidacid ! <=

glutation /
redox statusz

Cisplatin
Taxol

maodosult gén
expresszio

NicA

fokozott tirozin
ATP foszforilacié
NAD+

1.4 abra: Szabadgyokok szertedgazo hatdsa. A weaktbadgyokok - szdmos, élettani és

farmakodinamias szempontbdl is jelént- hatast gyakorolnak a sejtekben végbemen
folyamatokra.

Szuperoxid anion és nitrogén-oxid egyltt peroxieit képezhet, mely sulyosan
karosithat szdmos sejtalkotot. A peroxinitrit ezl a receptor-tirozin-kinaz tirozin

oldalldncanak nitraldsat is okozhatja, melynek legghetséges kovetkezménye az Akt

12



jelatviteli kaszkad aktivacioja, moédositva igy gaoptotikus, metabolikus és ndvekedési
folyamatokal®®”. A szamos protein kindz kaszkad koziil, amelyeksadativ stresszre adott
valaszban jeleds szerepet jatszanak, az egyik a novekedési falgsrocialt Akt kinaz,
masnéven protein kinaz B. Az Akt oxidativ stresatabara szivizomsejtekben foszfoinozitol-
3-kinazon (PI3-kinaz) keresztul foszforilalédhatz Akt szamos egyéb jelatviteli kindzt
foszforilal, mint példaul a glikogén szintaz kin8g-t (GSK-33), a proapoptotikus Bcl-2
csaladba tartozé Bad-t, kaszpaz-9-et, forkheadsztaipcids factort, aktivalja a nuklearis
faktor kB (NF-«B) transzkripcios faktort, a riboszomdlis S6 kinést az endothelialis NO
szintazt (eNOS) (1.5 &bra). Munkacsoportunk korabbagallapitotta, hogy a PARP géatlok
aktivaljak a foszfatidilinozitol-3-kinaz/Akt ut&t

Az Akt 0Osszességében olyan jelentantiapoptotikus, metabolikus szabalyozo,
valamint vazodilatativ hatassal bir, mely kulcsémsagi a sejt tllélése szempontj&hal
Ismert az is, hogy a kardiomiocitak apoptézisan®ke szerepet jatszik mind az akut, mind a

kronikus doxorubicin kivaltotta szivizom karosodadty’ "
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15 &bra: Foszfatidilinozitol-3-kinaz/Akt jelatvitelit. A peroxinitrit aktivalja a receptor

tirozin kindzt, amely a foszfatidilinozitol 3 kinaktivaladsan keresztil foszforilalja, igy
aktivalja az Akt-t. Gatlodik tobbek kozott a proppmmiikus Bad (baed), a kaszpaz-9, a
forkhead transzkripcios faktor, ezért az Akt ak@idasnak antiapoptotikus hatasa van. A
glikogén szintaz kinaz foszforilalodik, ebben agthe=n inaktivalodik. igy a glikogén szintézis

és a glukoz felvétel zavartalanul folyhat tovabb.

Egy univerzalis foszfoinozitol-3-kindz (PI3-kindz)atld szer a wortmannin. A
wortmannin egy szterol tipusu strukturaval rendaike Penicillium funiculosungomba altal
termelt vegyulet, mely szabad diffazioval toidérejtbe jutdsat kdvéen irreverzibilisen
kotédik a foszfoinozitol-3-kindz 110 kDa molekulatbnieglegységéhez, géatolvan annak
miikodését. A PI3-kindzra vonatkoztatvavitro 1Csq értéke 5nM kortli, igy a kdzismert PI3-

kindz gatlé LY294002 vegytlilétterssebb, mindharom tipusu (1, II, 1) PI3-kindz g&th@re.
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A wortmannin ezen kivil ismert gatloszere a fogmdaitol-4-kindznak, a miozin konfiyanc
kindznak és a polo-like kinaz csaladnaR.is

A poli(ADP-rib6z polimeraz) (PARP) a sejtmagbargyanennyiségben &ordulo,
fehérje-moédositd, nukleotid-polimerizalé enzim. DNBarosodas hatdsara a PARP
aktivalodik, nikotinamid adenin dinukleotidot (NAPD hasit, majd a képed ADP-rib6z
egységekél homopolimereket épit bizonyos nukleéaris fehégéks sajat magara is. Ez a
folyamat gyorsan kimeriti az intracellularis ATP &AD" raktarakat; a glikolizis és
mitokondridlis 1égzési lanc lelassul. A NADegenerdlasahoz a sejt makroerg kotéseket
tartalmaz6 molekulakat hasznal fel, s végul a sePARP tulnikddése kovetkeztében
energiahianyos allapotba keriilhet, elhdh&t Kézenfeké tehat a PARP enzimet gatolni
annak érdekében, hogy a sejt az oxidativ karos@labszemben ellenallébb legy@nMivel
a szivizomban az energiatermelés nagyrészt a nmtiskonban zajlik, a mitokondrium
oxidativ karosodésa elleni védelme kulcsfontossa@ziv energiatermelése szempontjabol.
Korabbi munkénkban kimutattuk, hogy a PARP inhitwtoscavenger hatas nélkil is képesek

a sejtalkotok oxidativ karosodasanak mérséki&&ére
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Kisérleti szerek

Az antioxidans molekulak és enzimek cstkkenthegikan a szabadgyokok kivaltotta
oxidativ karosodast, de mivel legtbbbjuk nem, vagpak alig jut a sejt belsejében a
gyokképsdés tényleges helyére, protektiv hatasukat nerakudggfeleden kifejtenf22

Mind a H-2545 nelr szer (3-karboxamido-2,2,5,5-tetrametil-2,5-dihidk-pirrol),
mind pedig metabolitja, a H-2954 szabadgyokfogajtidnsaggal rendelkezik. Az 1.6 szamu
abra mutatja a H-2545 metabolizmusat és antioxitidaglonsaganak mechanizmusat. A H-
2545 és H-2954 molekula szerkezete léhetteszi, hogy a vegylletek a sejt membranjaban
halmozddjanak fel, és a szabadgyok keletkezés éssikis elsédleges helyén fejtsék ki
antioxidans hatasukat, megeve szamos sejtalkotd tovabbi karosodd$at’

Egy masik nitroxid szabadgyok, az 1-oxil-4-hidr@®,6,6-tetrametilpiperidin
(TEMPOL) a streptonigrin kivaltotta citotoxicitétsljesen meggatolta, de az adriamicin altal
a V79 kinai hércsdg sejtvonalon okozott sejtkardsoal semmilyen hatassal sem Yola
TEMPOL 2,5 mM-os koncentracibban a 60 percen kd&ies¥00 pg/ml adriamicinnel
Langendorff-szerint perfundalt izolalt patkanyszikealakulo lipidperoxidacio mértékét és a
szivteljesitmény romlasat jelést mértékben csokkentelle Ezek az eredmények arra
0sztonoztek benninket, hogy megvizsgaljuk, vajorH-2545 és a H-2954 képes-e a
doxorubicin kivaltotta szivkarosodas kivédésérezsyalatunkban izolalt sziv perfazios
modellben figyeltik az energia metabolizmus, kddilia teljesitmény, szivizom oxidativ

karosodas és Akt foszforilacié jellethparamétereit.
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1.6 abra: A H-2545 és H-2954 strukturdja és gyokfogdasanak mechanizmusa (Hideg utan). Az
amin vegylilet H-2545 stabil nitroxid gyokkeé (H-2954) oxidalodhat. A gyok aszkorbinsav
segitsegével N-hidroxilamin formava redukadlodhat, mely 1 elektron ataddasaval nitroxid
formava alakulhat. A nitroxid molekula elég reaktiv ahhoz, hogy egy masik szabadgyékat

scavengeljen hidrogén atomjanak transzferével.



A H-2545-nél bevalt koncepciot kivantuk kiterjeszt a H-2641 és a H-2693
vegyuletekre.

Ennek a Hideg és munkatéarsai altal kidolgozothekvaz a lényege, hogy a H-2545-
ben talalhatd sztérikusan gatolt, szekunderaminekuthrészlet a tetraciklinek gyokos
atalakuldsa soran kéft reaktiv oxigén szarmazékokat (ROS) képes csapdalaisorban
szuperoxid aniont, mikdzben a gyogyszermolekula nexikus nitroxid szabadgyokos
vegyiiletté metabolizalodik

Az Uj vegyuletek estében ugyanaz a sztérikusanlitg@dR,5,5-tetrametil-2,5-dihidro-
1H-pirrol szerkezeti elem, azaz a sztérikusan gaszdékunderamin talalhatdé, amely
savamidon (mint peptid-saekotés) kapcsolodik egy aromas szerkezeti egysageimazo
molekularészlethez. A H-2693 estében a kinazoliirig@-as nitrogénatomjahoz kapcsolédik
egy 3 szénatomos Osszekdtsoporton keresztul a pirrolin @y. Itt a H-2545 eredeti
szerkezete annyiban modosult, hogy a ftalimigddyaz egyik karbonilcsoportjat az
elektronban gazdag N=CH(GHszerkezeti elemmel cseréltik ki (1.6 és 1.7 §brék
kinazolinon vegyulet tesztelésének masik oka, hagyinazolin szarmazékok kodztudottan
PARP-gatlé hatassal rendelkeznek, és a kézelmubbamyitottuk allatkisérletekben, hogy

iszkémia-reperfizié soran jelatviteli folyamatoisbefolyasolnaf.
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1.7 dbra A H-2641 és H-2693 struktaraja
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A H-2641 esetében a mar ismert, a Vaugham-Williavegtélyozas szerinti 1/B
osztalyba tartozd, a szivizom sejtek membranjabdkuraulalédd antiarritmias szert, a
mexiletint a 3-karbonil-2,2,5,5-tetrametil-2,5-diho-1H-pirollal acilezték’. A maédositott
mexiletin szarmazékok esetében mar kordbban igstzolgert, hogy antioxidans hatassal
rendelkeznek, az iszkémia soran depletalédott dkgarioszfatok regeneralédnak, mérseéklik
a DNS lanctorést, a protein oxidacio-gatlasan kaiksnérséklik az oxidativ stresszt és a
toxikus ROS molekulak okozta karosodasokat, sokkabban, mint a mexiletin
alapmolekul &

Ezen megfontolasok alapjan valasztottuk ki a H126A4lamint H-2693 vegylleteket
és vizsgaltuk, hogy képesek-e gatolni a doxorubikiozta sejtkarosodast. Vizsgalatunk
soran a szivizom energetikai paraméterein kivul mggcellularis pH értéket kalkulaltunk.

Kutatdécsoportunk korabbi iszkémia-reperfuzios Hétéiben igazolta, hogy PARP-
inhibitorok mérséklik a szabadgyokok altal kivaltokarosodast. A doxorubicin
kardiotoxikus hatasdnak altalunk is feltételezegthanizmusa alapjan, mely szerint ékzéht
szabadgyokok utjan fejti ki karos hatasat, logikakstiint, hogy a PARP gatl6 esetleges
protektiv hatasat vizsgaljuk doxorubicin altal o&tizakut kardiotoxicitasra. A kinazolinok
két aromas gyibsl (egy benzén és egy pirimidin @yibsl) alldé vegylletek, melyek
kozismerten PARP gatlé hatassal rendelkeznek. Bgwidomanyos kdzéletben elterjedt
kinazolin szarmazék, a kinazolin igy 4-es pozicidjdban hidroxilcsoporttal rendelkez
kinazolin, a 4-hidroxi-kinazolin (40HQ) (1.8 &bitagtaséat vizsgaltuk a doxorubicin kivaltotta

miokardidlis karosodasra.

OH
= | A Y
S A

1.8 abra: 4-hidroxi-kinazolin strukturaja
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Ceélkitiizések

b NMR spektroszképpal monitorozott Langendorff peids modelliinkben
vizsgalni kivantuk a membranban, azaz a karosodigrn felhalmozodni képes antioxidans
H-2545 hatasat a doxorubicin indukéalta akut kaddmitdsra a miokardium energia
haztartasanak, Akt jelatviteli fehérje aktivitasénazsgalataval, tovabba a miokardialis
karosodast jetz paraméterek (sziv  kontraktilis teljesitmény, Igedoxidacio,
fehérjeoxidacidé) meghatarozasaval.

H-2641 és H-2693 alkalmazasaval igazolni kivantzk a Hideg-féle paradigmat,
mely szerint a gyorsan lejatsz0d0d, oxidativ stresgpzta karosodasokat csak olyan
molekulak képesek mérsékelni, melyek a bekovétkerosodas helyéhez helyspecifikusan
kapcsolodnak és az oxidativ karosodast okozo ROekmakat nem toxikus antioxidans
hatasu molekulakka alakitjak.

Tanulmanyozni kivantuk, hogy az iszkémia-reped&zkarosodasokat mersékelni
képes PARP inhibitor hatasos lesz-e a doxorubidinzia karosodasokban is kifejteni
kedved hatasat. Megvizsgaltuk, hogy a korabban megfigyRRPI hatasara bekévetkez
protektiv P13-kindz-Akt-GSK jelatviteli Ut aktivatiszerepet jatszik-e a PARPI feltételezetten

kedved hatasaban doxorubicin kivaltotta karosodas esetén.
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3P NMR spektroszkdpia

A magneses magrezonancia-spektroszképiacléar magnetic resonance, NMR
napjaink egyik leghatékonyabb, a természettudonidnyonden terlletén sokoldalian
alkalmazhato, nagytiszeres analitikai médszere. Noha a fizikai alapgég még csak alig
tébb mint hatvan éve ismert,6bb Uj dimenziokat nyitott a kémiai szerkezetkuthsas majd
hamarosan a biolégiai folyamatok molekularis drzintizsgalatdban és az orvos-
diagnosztikdban egyarant. Folyamatosaévils fizikai, kémiai, biologiai €s orvosi
alkalmazasaival az NMR-technika napjainkra onatajtidiszciplinaris tudomannya valt: az
elmult években fizikai, kémiai és orvosi-élettarmb¢l-dijak bizonyitjak a vizsgalomodszer
fontossagat.

A technika a magneses magrezonancia jelenségaszida

Az atommagok magneses térben mutatott viselkedes@iagneses momentummal
jellemezhetjik. A magneses momentum, illetve a spnodellezheét példaul egy
radmagnessel. Kilsmagneses tér (B hiAnyaban a magneses momentumok rendezetlendl
allnak, mig kul§ magneses tér jelenlétében beallnak a d&ésgg iranyvektoraval
parhuzamosan, ahhoz képest paralel vagy antipacaiehtacioban olyképpen, hogy a
magneses dipélmomentum precesszalni fog adksiatikus magneses téfeseg iranyaval
parhuzamos tengely korial. Az elemi dipolmomenturktemknak a szokasosan ,Z”
tengellyel jelolt kil magneses tér iranyara veétikomponenseinek 0sszege adja a
makroszkopikus magnesezettseget. £Muz)i}. A spinek kil$ magneses tér hatasara
kezdetben gyors, de egyre lassulé Utemben alakitjakvizsgalandé anyag adott magneses
térnek megfelél makroszkopikus magnesezettségét. A makroszkopikagnesezettség
kialakulasanak Gteme egy exponencialigédyezvel jellemezhet (T; relaxacios id), mely

a maximalis magnesezettség ojM63%-nak eléréséhez szikséges. {MEMexp(-t/T)}.
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Lesznek olyan részecskék, melyek a &lisagneses térrel paralel, mig masok antiparalel
irAnyba precesszalnak. Ez két energiaallapotnak fiebg. Jollehet, a részecskék igyekeznek
a stabilabb, alacsonyabb energiadriritanyba fordulni, az egymas kozti termikus
energiacsere steady-state allapotot hoz l|étre. Hmagasabb energiaallapotl atommag
populaciot N-al az alacsonyabb energiadllapotit pedig-all jeloljik, akkor a kiilé
magneses tér hatdsara adottmBrsékleten az atommagok Boltzmann statisztikaval
jellemezheten rendeddnek. {N/N" = e¥*T: E= a két energiadllapot kozti kiilénbség, k=
Boltzmann-alland6=1,3805 x T8 J/K}. A hémérséklet emelkedésével a hanyados kozelit
egyhez. A Klinikai képalkoté magnesek tipikus téjer (1,5 T) mellett pl. ennek a
hanyadosnak az értéke 37°C-on 1-9,90%10agyis 200001 db spib 100000 van a
magasabb, 100001 pedig az alacsonyabb energiahitapo

Az alacsonyabb energetikai allapotbdl magasabti@nibatmenet termikus energian
kivil lehetséges radiofrekvencias sugarzas enargiljadszorbealasan keresztil is. Energia
atmenet csak meghatarozott energiaszintek koztdépes adott magneses térben, igy a
spinek egy adott magneses térben adott frekvenféga energiat nyelhetnek ev#yB; ,v”
a foton frekvenciaja,y, a giromagneses ténygz,B” a kilsé magneses tér &ssége}. Az
elnyelheb foton energiaja kvantalt {Exh; h= Planck alland6=6,626x30Js}. A megfeleb
gerjeszd frekvenciaval és energiaval besugarzott mintatemonmancia alakul ki. Amint a
radiofrekvencias gerjesztés mefysik, a protonok egy kis ideig a besugarzé frekvawai
megegyeé radiofrekvencias sugarzast bocsatanak ki. Az nidely ahhoz kell, hogy a kezdeti
magnesezettség 63%-t a rendszer leadja, egy expéaliendstényesd, a T,, vagy spin-spin
relaxacios id {M=M o(exp(-t/T2))}.

Ahogy a mintat a megfel&l energidju radiéfrekvencias sugarzas éri, a prdtono

ugyanabban a fazisban kezdenek precesszalni. Aeainh Un. faziskoherencia létrejon, a
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makroszkopikus magnesezettség vektorad) (M z tengely korili, a rezonancia frekvencia

nagysagaval megegyefrekvenciju precesszidval jellemezhetjik
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1.9 A&bra: Makroszkopikus magnesezettség vektorarlk) tulajdonsaga 90°-os
radidfrekvencias impulzust (RP) kosen. A vizszintes sorok fefitrlefele egymas utén
kovetked iddpillanatokat reprezentalnak. Kozepsszlopban a magmagneses momentumok
precessziojanak térben abrazolvimeni alakulasa. Bal oldali oszlopban ennek Z teyrgel
vetitett komponensének, a longitudinalis magneseégetek (M) T. iddallanddval
energiaminimumra tortéh bedllasa, jobb oldali oszlopban a magmagneses muommmk
precessziojanak xy sikban abrazolt, transzverndfignesezettségének;(Misbeni alakulasa

lathatd, mely Tidsvel all be az entropiamaximumra.

Ekkor az tengely mentén elhelyezk&tbngitudinalis komponens (N mellett Iétrejon az M
xy sikban elhelyezkéd transzverzalis komponense §Ms. A radiéfrekvencias gerjesztés

idével a transzverzalis komponens nagysagat novdbngitudindlisét csokkenti, mivel a
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populaciéba, és igy a paralel-antiparalel precéSsmagok aranya megvaltozik. Lesz egy
olyan pillanat, amikor az Mnak a longitudinalis komponensetglik, €s csak transzverzalis
komponense marad; ebben a pillanatban a paralehtijzaralel precesszalé magpopulacio
szama megegyezik. Ekkor a makroszkopikus magneségetektora dz tengelytl 90°-ra
tavolodik, és axy sikban forog. Ezen allapot eléréséhez sziiksédasneékvencias sugarzast
90°-os radidfrekvencias impulzusnak nevezzik (bra)a

Mikozben a transzverzdlis magnesezettség csokke®0aos radidfrekvencias
impulzus kikapcsolasa utan, addig a longitudin&tisnponens & ezt a T longitudinalis
relaxacios idvel karakterizalhatjuk (1.10 abra). Az egyes, NMRRIgrométerrel vizsgalando
anyagok T és T, értékeinek eltérvolta az anyagok kémiai kérnyezetének kuloriségéldl
eredeztethéek.

Az xy sikban forg6 transzverzélis komponens szinuseljgllemezhet, mely gyors
csokkenést mutat a gerje$ztfrekvencia megdmését koveten, mivel a protonok

koherenciajanak szétesése relative hamar bekovetkez

1.10 abra: Makroszkopikus magnesezettség vektbenéabrazolasa, valamint ennek x és y
tengelyiranybdl mért, i6ben csokkeh amplitudoji szinuszoid jele 90°-os radiofrekvencia

impulzust kéveéen
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A transzverzdlis magnesezettség szinuszoid ardpjdnak csokkenését a gerjesztés
szabad lecsengésének (FID - .free induction decagl)ezzik, melyet a,Ttranszverzalis
relaxacios idvel jellemezhetjuk (1.11 &bra). A 90° radiofrekvigisc pulzus megsintét
koveb pillanatban a transzverzalis magnesezettség eldegmagasabb szintet, a precesszalo
protonok koherensek. A koherencia azonban gyorsdikken, mivel az egyes protonok
kismértékben eltér magneses kornyezetben, igy kismértékben déeltBekvencidval

precesszalnak. Ennek mértéke az éltérisi anyagoknal mas és mas.

i I-: II!-.L (\‘\I. ,._. - FT
\‘“ THAAY (A Ry

T e =
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-

1.11 &bra: FID jelenség (a folyamatos vonal a szdgty vonal megfelél fazisba korrigalt
allapota), és annak Fourier transzformaltja (FT)

A FID Fourier-transzformaltja az NMR spektrum, bhofrekvencia figgvényében a
relativ amplitid6 abrazolddik. A jel alatti terlleagysaga fligg a FID kezdeti amplituddjatal,
tehat a precesszalé spin-populacid nagysagatél,—igy kisérleti paraméterek megfélel
megvalasztasa mellett - az anyagmennyidégt jel elméletileg az un. Lorentz-gorbe alakjat
Olti, amelynek két fontos jellende a jel amplituddja (csUcsmagassag), és a jel
amplitudéjanak felén mért szélesség (félértékszélps A gyakorlatban e két paraméter
Osszeszorzasaval a jel teljes spektrumon vett ri@jdgal (a jel alatti terllettel) aranyos
szamértéket kapunk, meljlba vizsgalt anyag - referencia-minta esetén aliszahyagcsere
valtozasok nyomon kévetésekor relativ - mennyiségétmaztathatjuk.

Méagneses térben az atommag korul keftingektronok a kiU magneses tér

irAnyvektora korll keringenek, mely kisebb, a kiisagneses térrel ellentétes diamagneses
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mezket, vagy azzal megegyeparamagneses tereket generalhat, amely igy 0égibeEn a
magra elté, de altalaban kisebb magneseg$hatast jelent, mely alapjan a tényleges
magneses mézaz un. arnyékolasi teny@zel csokkentett {BnyiegesBo(1-0)}

A vizsgalt molekulaban Iév magok koruli elektron (8iség a molekuldban 18v
kémiai kotésekll, a magok fajtgjatol stb. fligg. A nagyobb magneasesalkalmazaséaval a
rezonancia frekvencia kozti kuldnbségek is nagykbleaznek, igy a kilénbézerbsséd
magnessel rendelkéz NMR készilékekkel végzett méréseket bonyolultabdnné
0sszehasonlitani. Ennek kikliszobolésére egységetszer kerillt bevezetésre, mely egy
referencia frekvenciatél vfe) tortéré frekvencia eltérést standardizélni tudja. Ennek
értelmében a kémiai eltol6da®): (0 = (V - Vrer) X1 / Vier

A referencia frekvencia a tetrametil-szilan prgaimak rezonancia frekvenciaja; az
eltérés mértékének megjeldlésére a &umagneses tér milliomod részének megéelel
rezonanciafrekvencia alapjan a ppm (pars per mjllimértékegységet hasznaljuk. A kémiai
eltolédast meghatarozd hatasok sokféléek lehetnékidizacios allapot, induktiv hatdsok,
sztérikus hatdsok, az elektromos tér hatasai (elekts térgradiens), hiperkonjugaciés
hatasok, mezomer effektusok, szomszéd csoporttabyia, "nehézatom " hatasok (F, Cl, Br,
), izotop effektus TH, 3**Cl, stb)). A kémiai eltolédas felhasznalhaté egyebeellett
intracellularis kémhatas detektalasara is®'pl NMR esetén az anorganikus foszfat kreatin
foszfathoz viszonyitott kémiai eltolédasé} (smerve a vizsgalt minta kémhatasa: pH=6.77 +
log [(5-3.23)/(5.708)]

Azon magok, melyek kulonbéxémiai kbérnyezetben vannak, vagyis mas-mas kémiai
eltolédéssal rendelkeznek, nem ekvivalens magoimiag kdzelében Iévatomok egymasra
hatdssal vannak, megvaltoztatjak a magokra hajdeiges magnesesdteret. Amennyiben a
nem ekvivalens magok harom-négy kétés tavolsagtin belyezkednek el, akkor ez a hatas

NMR-rel érzékelhdt. Ennek hataséara eltéenergianivok jelennek meg; a spin-spin csatolas
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nélkul egyazon kémiai eltolédassal mutatkozé malgsknértéki, a kémiai eltolédasban
bekovetke# valtozast szenvednek el, a jel egymastdl néhantattasagra ésfragmensekre
hasad fel.

A felhasadas sorén létrejpwnivok szadméat a kolcsdnhatast Iétrehoz6 spinrendsze
energianivoinak szintje hatarozza meg a 2 nl+1dtéerint, ahol n az egyenériéhagok
szadma, | pedig a magspin. Az energianivok popukcad tehat az anyagmennyiséggel, a
vonalak intenzitasa aranyos. A kémiai eltolodaazadott csatolasi allandoval megjéigel
felhasadéas, valamint a multiplicitds segit beazitansaz egyes molekulakat és csoportjaikat.
A félértékszélesség és jelamplitudd segitségéwziaknithato jel alatti tertilet a beazonositott
molekula(részlet) kvantitativ meghatarozasét iettelé teszi. A jelhozzarendelés, a tavolsag
jellegi kényszerfeltételek és a torzidszog tipusu kénfjaltételek segitségével a vizsgalt

molekularészlet 3 dimenzids szerkezetének feltaralilalehetségessé.

0
W
CrP
¥ o B
& & 4 2 0 -2 -4 ] E:] -10 -12 -14 -16 ppm

1.12 abraLangendorff perfuzi6 alatt izolalt patkanyszivélkiyert **P foszforspektrumok. Az
also spektrum energetikailag keddlela allapoti mintarél készuilt. Pi: anorganikus f@gzf
CrP: kreatin foszfaty, a, S foszfatok helyét reprezentald cslcsakaz anorganikus foszfat

kreatin foszfathoz viszonyitott kémiai eltolédasa
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Langendorff perfuzidos rendszerekben a spin-spinicskihatasb6l szarmazo
felhasadasok nem jelennek meg, tekintettel egy@sat hogy ain situ rendszerben sokkal
kevésbé homogén magneses tér alakithaté ki, mésaésg hogy pl. az ATP a szivben
javarészt magnéziumkomplex formajaban van jelen,samtén jelszélesedést okoz a szabad
ATP-molekuldhoz képest. Langendorff perflziés reedsen detektalhatdn situ 3'P

spektrumot mutat a 1.12 4bra.

A legegyszdaibb NMR-kisérlet egy radiéfrekvencias impulzusbolgjdn a minta

valaszjelének azonnali detektalasabdl all (las@ alra).

B1 tél

pulzus, pw

<900

[usec]

/ N
¢ L . mérés, AT )
i relaxécios sziunet, D :
| '
i P i
' )

~5T1 [sec] ~1-5sec

n szamu ismétlés

1.13 4&bra: Egydimenziés, moduldlatlan NMR-spektikimdelvételére alkalmas
impulzusszekvencia; D (delay): relaxacios szunglywarakozasi id; AT (aquisition time):

meérési id

(tranziensek) ismétlésével a jel-zaj arany negyaigs mertékben noveltie(pl. egy kisérlet
16-szori ismétlése a jel/zaj viszonyt négyszereséveli).

Bizonyos méréseknél a részletesebb vizsgalat ébdeksziikséglink lehet spin-spin-
kélcsonhatasok megsziintetésére. Ez NMR készuléldatinikailag kivitelezhét ekkor
nagyobb energiaju radiofrekvencias pulzusokat vikzia mintaba, hogy a spin-spin

kblcsonhatas meérés szempontjabol irrelevans résfreek spin—irdnyat gyors
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elojelvaltozasra kényszeritsilk, igy a kolcsdnhatasevégls résztvélle a gyors
eléjelvaltozasok miatt nem érzékel szomszédos spapadibkat, a kdlcsonhatas latszolag

megs#nik (spin lecsatolas; WALTZ-16, GARP-1, CHIRP stb.)

Kiemelend a modszememinvazivés nemdestruktivtulajdonsaga, s mivel szinte a
peridbdusos rendszer minden eleme rendelkezik dulléiilonb6d magspifi izotoppal,
sokféle anyag analizalaséra alkalmas. NMR spekiGpsa segitségével szamos élettani
szempontbdl jeletis atommag vizsgalhatd, mint &, P, °C, *Na és'°F, igy az
élettudomanyok is észeretettel alkalmazzak a technikat:

Az NMR lehetséget teremt a vegylletek hatdsamakivo vizsgalatara szdveteken,
célszerveken, &l &llatokon és emberen, ami a metabolitkutatasbdfetve a
gyogyszerfejlesztés allatkisérletes (esetleg kiniktadiumaiban is hasznos informaciokkal
szolgdl. Az alabbiakban néhany kurrens alkalmazaditek meg.

A szivizom energia metabolizmusanak vizsgalatarsomonitorizalt két leggyakoribb
atommag &'P és d8°C. *C NMR spektroszképiaval vizsgalhaté példaul a titidaktivitasa,
nyomon kovethét a glikdz felvétel és a glikéz anyagcsere valtozzsamos patoldgias
allapot soran.*’P NMR spektroszképidval meghatarozhaté az ATP, eatkr-foszfat,
szervetlen foszfat és cukorfoszfatok szintje.

NMR segitségével 1999. oOta tudjuk, hogy izolaltvgerfuzié alatt a puffer
ozmolaritdas megvaltoztatja az intracellularis pHat,szivteljesitményt, és hatassal van a
miokardium iszkémias karosodasira/alerij Kupriyanov munkacsoportfdRb és**P NMR
segitségével megallapitotta, hogy a hipozmotikikk stimulalja a RYK™ effluxot részben
dimetil-amilorid szenzitiv kation/Hantiporteren kereszttl

Izoldlt szivek NMR  kisérletében a spontan hiperiten patkanyok

szivelégtelenségének vizsgalatakor a szivelégtaenganak az energia-metabolizmusban
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bekovetkezett kedvéden valtozast tették felésé. A spontan hipertenziv patkanyok
szivének teljesitménye romlott az éltkorérehaladtaval és a bal kamrai hipertrofia
mértékével. A miokardidlis diszfunkcié a csokkemedtin foszfat/ATP héanyadossal, igy
csokkent energiatartalékkal volt dsszefiiggésbe at6zh Szivelégtelenségben szenged
egerek sziveiben alacsonyabb ATP és kreatin fokpi@tentraciot allapitott meg egy masik
kutatécsoport. Vizsgalatukban a szivelégtelen ésnab egér szivekben is felleliteta
kalcineurin kézvetitett ATP termefés

NMR-rel végzett kisérletben megéllapithat6é votigh a laktat a GLUT 1 és GLUT 4
receptorok plazma membranhoz todétranszlokacidjat indukalja, s ez nem PI3-kinaz
dependens uton valésul meg, raadasul az indukdazaxi-glikoz és a 18-F-fluoro-2-dezoxi-
glukdz felhalmozédasanak csokkenésével jart egyiitt

Francia kutatok azokban a kisérletekben, melyekaenATP és kreatin foszfat
szubcellularis &ramlasat vizsgaltak, kifejlesztettegy *'P NMR mddszert, mely
szubcellularis szinten képes 3 kilénbdanetikdju kreatin kinaz fikddését elkiloniteni,
illetve kreatin kindz inga |étét bizonyitani. A &ftet szerint az energiaszallitas az egész
szivben a mitokondriumbd6l az ATPazokhoz kreatinzfa®kon keresztil valésul meg
(kreatin foszfat inga). Cianid hataséara a sejt raliggtatja az energiaszallitasi Utvonalakat, az
ATP a mitokondriumbél egyenesen a citoszélba ey

A 3P NMR felhasznalhaté intakt szervek oxidativ fositdcidja szétkapcsolasanak
mérésére; igy megallapithatd, hogy az oktdnsav maggnyiségben a mitokondriumban
szétkapcsolja a terminalis oxidaciot az oxidatszforilaciotol, mely lehet a szabad zsirsavak
karos hatasanak része; mindamellett az oktanodbkemnagymértédk ATP felhasznalést az
izolalt szivbeh™,

Langendorff perfundalt, iszkémia-reperfluzios kéad#snak kitett sziveken vizsgaltdk

L-karnitin, acetil-L-karnitin, propionil-L-karnitinszivizom energia metabolizmusra kifejtett
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hatasat. Ugy talaltak, hogy az L-karnitin és szaékai az iszkémia alatti pH csokkenésre
protektiv hatdssal vannak. Az L-karnitin ndvelizvsiszkémias tolerancidjat. Az L-karnitin
€s észterei protektiv hatdssal vannak a reperflzadssodasokra is, mely éebvetiti az
iszkémias szivbetegségek kezelésének Uijfajta asg@Rf. Langendorff perfundalt sziveken
ZNa NMR és*'P NMR-rel megallapitottak, hogy az iszkémia repeifé karosodas leghb
oka a reverz fikodési Na'/Ca* antiporteren keresztiili € aramlas®® Egy masik
kisérletben a perfundalt sziveket iszkémia-repéfiz karositds alatt*'P NMR
spektroszképpal monitoroztak, s megallapitottdlkgyhaz eritropoetin iszkémia-reperfuzio
alatt ATP konzervalo, igy kardioprotektiv hatagsaidelkezik™.

Az NMR forradalmasitotta a gydgyaszati képalkotashivel nem igényli
kontrasztanyag szervezetbe juttataséat, a rontgansagpn alapulé médszerékeltérben nem
hasznal ioniz&l6 sugéarzast, diagnosztikus hasznf@iételek mellett az elektromagneses
sugarzas elhanyagolhatbéan kis adagbanédilelel a szervezetben, és a gradiens magneses
terek alkalmazasa lelte® teszi a képalkotas és lokalizalt spektroszkd@apjat jelent
térben feloldott vizsgalatok elvégzését. Az NMRhikailag elfogadott médszer a szivfunkcio

és miokardialis viabilitas mérésére, akar egy légngi ids alatt is°>.
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KISERLETEK

Moddszerek

Vegyuletek

A H-2545 és H-2954, valamint a H-2641 és H-2693ntézisét korabban
kozoltulé’®8 A malondialdehid-bisz (dietilacetal) vegyiiletet Merck-©3l (Darmstadt,
Németorszag) vasaroltuk. Minden egyéb kémiai anlyagokereskedelemben elérbet

legtisztabb formajaban szereztik be.

Allatok

Felrstt, him, 250-300 g-os CFY patkanyok izolalt szivetsznaltuk Langendorff-
perfuzidés kisérleteinkben. Minden allatkisérletet 2098. évi, az allatok védelniérés
kiméletetl szolo XXVIII. térvény és az ezzel dsszhangbart188/609/EGK iranyelvének a

betartasaval végeztink.

Szivperfuzios kisérlet

A patkanyokat 200 mg/ttkg ketamin intraperitone@dasaval altattuk, Na-heparinnal
(100 NE/patkany, i.p.) antikoagulaltuk. Az allatskivét izolaltuk, és Langendorff szerint az
aortan keresztul retrograd uton 70 Hgmm-es nyorha83aC-os allandd dmeérsekleten
perfundaltuk. A perfuzibhoz modositott, foszfatnesnKrebs-Henseleit oldatot hasznaltunk,
melynek dsszetétele: 118 mM NaCl, 5mM KCI, 1,25 mdCh, 12 mM MgSQ, 25 mM
NaHCG;, 11 mM glikoz, 0,6 mM oktansav, valamint 100 doxorubicin és/vagy H-2545,
H-2954 (5, 10, 2@M), H-2641, H-2693 (2QM), valamint 4-hidroxi-kinazolin (10@M). A

perfuziés folyadék kémhatasat pH 7,4 értékre d@iliko be, és a kisérlet alatt Uveg
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oxigenatoron keresztil 5% G®tartalmazé oxigénnel aramoltattuk at (2.1 abka)egy oras

perflzi6 végén a sziveket lefagyasztotiuk

70
Hgmm

Perfuzatum: foszfatmentes
Krebs-Henseleit oldat
pH=7,4

Termosztat
T=37°C

95% O,
+5% CO,

oxigenator

Perfaziés
pumpa

2.1. abra: Langendorff perfuzids rendszer sematéurézolasa

NMR spektroszkoépia

Az NMR spektrumok Variar’™ ™ INOVA 400 WB (Varian Inc, Palo Alto, CA)
késziléken késziiltek. A perfundalt patkanyszi§iektP spektrumot (194,9 MHz) 37 C-on
Z*SPEC® 20 mm ,broadband” mintavételi fejjel nyeti(Nalorac Co., Martinez, CA, USA)
WALTZ-16 proton lecsatolast alkalmazva az adéjigp ideje alatt (B2=1,2 kHz). A
magneses mézhomogenitasat aH jel segitségével allitottuk be {y=10-15 Hz). AP
spektrumokat 3 percesdklbzonként vettik fel a kdvetkézparamétereket alkalmazva: 120
0,25 s adatgjjtési ids. Ezen kisérleti korilmények kozott az impulzusakzdtti késés

nagyobb a vizsgalt metabolitok Ertékének 6tszordsénél, és a kulonféle molekuddtiv
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koncentracioi aranyosak a jel alatti teriilet naggsaf®. A foszfatot tartalmazé molekulék
(kreatin  foszfat, ATP, anorganikus foszfat) menégi&t a  szivperfuziok
foszforspektrumaiban az adott molekulat reprezénigbrbe alatti tertilet nagysagabol
szamitottuk ki. A perfazio kezdetén az igy kiszamimennyiségeket 100%-nak vettik, és a
perfuzié alatt a molekulak mennyiségét a perfuzézdetén mért értékekhez viszonyitva
szdzalékosan adtuk meg (az anorganikus foszfatkéinges mértékegyseget valasztottunk).
A miokardidlis pH érték az anorganikus foszfat kredoszfathoz viszonyitott kémiai

eltolodasabold) szamithatd ki az aldbbi képlet alapjan: pH= 6:1@g [(6-3.23)/(5.708)]

Szivteljesitmény meghatarozéasa

Az izolalt patkanyszivek bal kamrdjaba latex batllbelyeztiink, majd felfajtuk ugy,
hogy a végdiasztolés nyomas 8-12 Hgmm kozott legydimden mérést azonos ballon
nagysaggal végeztink. A nagy energiaju foszfat@bikiasdnak NMR spektroszképpal
tortént megallapitasa utan, a 15 perces kontrailogest koveben a kisérleti szereket a
perfuzdtumba adtuk (2.2 &abra). A szivfrekvenciaszisztolés és diasztolés nyomasok
monitorizaldsan tal szarmaztatott paraméterekeméghataroztunk, agymint: LVDP (left
ventricular developed pressure; szisztolés és tigsznyomas kilonbsége) Kittszorzat és

dp/dt ami a nyomasgorbe-fiiggvényiid vetitett el§ foka derivaltja.

Energetikai stabilitas'P
NMR  spektroszkoppal
tortérs megallapitasa

\

Patkény sziv izolalasa, K Kiilis teliesitmény fol -
Langendorff perfazios ontraktilis teljesitmény folyamatos mérése

oszlopra helyezése, latex Nulladik, 15., 30., 60. percben mért adatpk !
ballon kamraba helyezése ———"\ éabrazolasa

- 15’ kontroll
periodus

Kisérleti szerek
perfuzatumba adasa, méré
megkezdés

2.2 abra: Langendorff perfuzios

rendszerben végzett szivteljesitmény merés folghnagd
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Lipidperoxidacio és fehérje oxidacio

A lipidperoxidacido mértékét a tiobarbitursav rdakdnyagok (TBARS) képidésével
becsiiltik meg a Tzeng és munkatarsai altal leirtlsoér modositasaval A szivizom
szovetet 6,5% TCA-ban homogenizaltunk, majd 15% fC®&375% TBA-t és 0,25% HCI-t
tartalmaz6 reagenst adtunk hozza, forrasbaw Mxfurdsbe helyeztik 15 percre, majd
lehiitottik. Centrifugalast kovéen a feliliszéd abszorbancigjat 535 nm-en  mértik.
Malondialdehid (MDA) standardot hasznalva a TBARSenmyiséget nmol/g nedves
szOvetben adtuk meg.

A fehérjeoxidaciéo kimutatasidra 50 mg fagyasztattvisom mintat 1 ml 4%-0s
perklorsavban homogenizaltunk. Az oldat fehérjéatarat centrifugalassal ¢pottik ossze.

A fehérjék karbonil csoport tartalmat 2,4-dinitmflehidrazinnal hataroztuk még%’

Western blot analizis

50 mg-os szivizomszovetet jéghideg Tris puffertE@hmM, pH 8,0) homogenizaltuk,
majd kétszeres SDS-poliakrilamid minta pufferbedottuk. A fehérjéket 12%-0s SDS-
poliakrilamid gélben valasztottuk szét, nitrocedluimembranra atblottoltuk. Blokkolas utéan
(2 6ra inkubacid 3%-o0s zsirtalanitott tejes Tridatban) a nitrocelluléz membranokat egy
éjszakan keresztill inkubaltuk jeldletlen antitek&bk(pAkt-1/Protein kindz Bx Sef’
(2:1000 higitasban), Akt/PKB (1:1000 higitasbanll Sggnaling Technology, Beverly, MA),
foszfo-specifikus glikogén-szintaz-kindz (GSK)-Ser (1:1000 higitasban)). A membranokat
6Xx5 percig 0,2% Tween-t tartalmazd Tris pufferbpH (7,5) mostuk, majd 1:3000 aranyban
higitott, tormagyokér peroxidazzal konjugalt kecsk@i-nyal masodik antitesttel (BioRad,
Budapest) inkubaltuk. A membranokat 6x5 percig mgsiajd kemilumineszcencia (ECL)
segitségével rontgenfilmen ébivtuk. Az optikai firiiséget az ImageJ 1.31v (National

Institutes of Health, Bethesda, MD) szoftverreldnaztuk meg.
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Sejt tulélési vizsgalat

Méhnyak epitheloid carcinoma (HelLa), human hasniéy carcinoma (PANC-1),
€s human hepatocellularis carcinoma (HEPG-2) elfiesigtvonalakbdl szarmazé sejteket 96-
lyuk( plate-ekbe osztottunk szét Ggy, hogy a dejiseg 2,5x1 sejt/lyuk legyen, majd egy
éjszakan keresztll tenyésztetttet. A kdvetked nap doxorubicint és/vagy H-2545-t vagy
H-2954-t, vagy 4-hidroxi-kinazolint adtunk a médinoz megfelel koncentracioban. 24 6ra
mulva a sejteket 0,5%-0s vizoldékony mitokondriédistékkel, MTT-vel 3 6ran keresztil
inkubaltuk, majd a médium eltavolitasa utdn az MB3l savas izopropanol hataséara
sztochiometrikusan formazant allitottunk 6.el Az optikai diriiséget 550 nm-es
hulldAmhosszusidgon ELISA olvaséval (Antos LabtechO2Qregisztraltuk. Minden kisérleti
koérilménnyel, mely szerint adott sejtvonalat adipiisi és koncentracidéju szerrel kezeltlink,
4 azonos ifdben végzett parhuzamos kisérlettel végeztink, rmelidromszor

megismételtiink.

Statisztikai analizis

Az eredmények szignifikdns (p<0,05) kulonBsegének megallapitasara F probat

koveen kétmintas probéat alkalmaztunk.
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Eredmények

H-2545, H-2954

A H-2545 és metabolitjanak kardioprotektiv hatasa adoxorubicin kivaltotta karosodott

miokardialis energia metabolizmusra

Az egy oOras perfazio végén a kreatin-foszfat (P€zintje a doxorubicin kezelt

szivekben jeledsen csokkent (2.3 abra).

a kezdeti érték %-ban

Kreatin foszfat szint - id 6 fuggveny
120 -
100 Mrey—e— L
LS -~ - . by
~ L. -
80 - =~ L
\\\ TR '~-.___£
60 - ~ - %
—
40 -~ ;
— —
—
20 - \{
0 T T T 1
0 15 30 45 60
perfazios id 6 (perc)
—e—kontroll —m— doxorubicin - -a- =-doxorubicin+H-2545

2.3 abra: Kreatin foszfat szint ibeni alakuldsa a perfuzio alatt. Az abrédn a 15., 36., 60.

percben mért értékek kerlltek abrazolasra * a aakorubicinnel kezelt csoporttdl eltérés: p

< 0,05. Az értekeket a mért értékek atlaga + konégeszorasa formaban adtuk meg.
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PCr

100%
*
90%
0,
80% % *
70% *
*
60%
*
50%
40%
30% B B
20%
10%
0% . . : .
Kontroll  Doxorubicin D+H-2545; D+H-2545; D+H-2545; D+H-2954; D+H-2954; D+DHLA; D+DHLA;
5uM 10 uM 20 uM 10 uM 20 uM 20 uM 200 uM
ATP
90% *
80%
* % *
70% A
60% - *
*
50% -
40% -
30% -
20% A
10% -
0% -
Kontroll  Doxorubicin D+H-2545; D+H-2545; D+H-2545; D+H-2954; D+H-2954; D+DHLA; D+DHLA;
5uM 10 uM 20 uM 10 uM 20 uM 20 uM 200 uM
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Pi
4500
4000 '|'
3500

3000 -

*
2500

2000 -

_—

*
*
i *
1500 *
1000 ==
0 - T T T T T T

Kontroll Doxorubicin D+H-2545; D+H-2545; D+H-2545; D+H-2954; D+H-2954; D+DHLA; D+DHLA;
5uM 10 uM 20 uM 10 uM 20 uM 20 uM 200 uM

2.4 abra: A H-2545 és metabolitjanak (H-2954) ddriggs hatasa a kreatin foszfat (PCr),
ATP (ATP) és az anorganikus foszfat (Pi) szintekeeegy 6ras perfuzié végén mért kreatin
foszfat és ATP koncentracidkat a kiindulasi ért&kzalékdban, az anorganikus foszfatszintet
onkényes egységben adtuk meg. * a csak doxorubldkezelt csoporttél eltérés: p < 0,05.
D: doxorubicin, DHLA: dihidrolipoamid. Az értékekat mért értékek atlaga + kdzépértek

szorasa formaban adtuk meg.

A nagy energigju foszfatok szintjenek csokkenésétl a H-2545, mind a H-2954 10
és 20 uM koncentraciéban képes volt gatolni (2.4 &bra). kAzismert antioxidans
dihidrolipoamid (DHLA) 20uM koncentraciéban nem, csak 2(0M koncentracioban tudta
megakadalyozni a kreatin-foszfat lebomlasat. Has@medmények szilettek az ATP szint
vizsgalatakor is. A doxorubicin kezelt szivekbemrganikus foszfat akkumulalodott, amely

kedvedtlen energiaallapotot a H-2545 és H-2954 kezeléegelbesdtt (2.4 abra).
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Antioxidans kezelés utani szivteljesitmény

Az adaptaciés periédust koven az LVDP 78,9+5,1 Hgmm, a ké&it szorzat
22,3+1,44 x 18 Hgmm/perc, dP/dty 24794207 Hgmm/s, dP/gt 1756+71 Hgmm/s volt
atlagosan 197+19 tés/perc szivfrekvencidval. AyOets doxorubicin perfuzié alatt az
LVDP a kezdeti értékhez képest csokkent, a H-254métabolitjia 2@uM-os koncentracidban
azonban a teljesitményromlast kivédte (2.5 abrajoxXorubicin a kefts szorzat mérésekor a
kontroll csoporthoz képest jeléstteljesitménybeli romlast okozott, melyet azonksérleti
szereink (H-2545, H-2954) kivédtek (p<0,05) (2.5adbKisérleti korilményeink kdzott a
doxorubicin a masik két kontraktilis teljesitményjlemz paramétert is csokkentette.
Ahogy a 2.5 abran is lathatd, a dR/tés a dP/gf, perfuzido végén mért értékei jeléaen

csokkentek doxorubicin adasakor, melyet mind a KW52Bnind a H-2954 mérsékelt.
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2.5 abra: A H-2545 és metabolitjAnak (H-2954) hatés bal kamrai teljesitményre. A
meérések a nulladik, tizeno6tddik, harmincadik és véwaadik percben késziltek. Az
eredményeket a nulladik percben mért értékek sziéaslaranyaban adtuk meg. A: bal
kamrai nyomasgorbe a doxorubicin okozta teljesiym@mlas érzékeltetésére az egy oOras
doxorubicin (100uM) perfazié eftt (fent) és utan (lent); B: LVDP (szisztolés nysma
diasztolés nyomas) C: kést szorzat, D: +dP/dt.x E: +dP/dtni, * a csak doxorubicinnel
kezelt csoporttdl eltérés: p < 0,05. D: doxorubicibHLA: dihidrolipoamid. Az értékeket a
mért értékek atlaga + kozépérték szorasa formamink meg.
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Doxorubicin kivaltotta lipidperoxidacio és fehérje oxidacié kiveédése H-2545 és H-2954
kezeléssel

A doxorubicin kulonféle sejtalkotokra kifejtett dos hatasat mar ismerjtik %1%
Jelen kisérletiinkben a miokardialis karosodas opamaméterei, mint a lipidperoxidacié és
fehérje oxidacié doxorubicin hatasara jete®n emelkedtek. A lipidperoxidacié mértéekeét
jellemz tiobarbitursav reaktiv anyagok (TBARS) mennyisb§eomszorosarastt a kontroll
csoporthoz képest, amikor a doxorubicint 6nmagé&bkaimaztuk, melyet a H-2545 vagy H-
2954 egyulttes adasaval kivédtink. A DHLA-t hason&yysagrend koncentracioban (20
uM) alkalmazva az emelkedett lipidperoxidacio s&ntjem tudtuk cstkkenteni (2.6 abra).

A szabadgyokdk, melyek a doxorubicin adasat kiarekeletkeznek, fehérje oxidaciot
is indukalnak, melyet a fehérje karbonil tartalménaeghatérozasaval tudunk jellemezni. A
2.6/B abra mutatja, hogy a doxorubicin szignifikhm&rtékben (p<0,05) megemelte a
fehérjék karbonil csoportjanak mennyiségét, mig 342 illetve H-2954 hozzaadésaval a

fehérje oxidacié csokkent.

A Lipidperoxidacio
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B Fehérje oxidacio
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2.6 abra: A H-2545 és metabolitjanak (H-2954) ddiiggs hatasa a lipidperoxidaciéra (A)
és fehérje oxidaciora (B). Az egy oras perfuzicévemértik a TBARS (A) és a fehérje aldehid
(B) mennyiségét. * a csak doxorubicinnel kezelpositol eltérés: p < 0,05. D: doxorubicin,
DHLA: dihidrolipoamid. Az értékeket a mért értékalaga + kozépérték szérasa formaban
adtuk meg.

Akt foszforilacio

Doxorubicin kezelés hatasara, a kezeletlen cs@baisszehasonlitva, jelést Akt
foszforilacid figyelhe® meg, mely azt sugallja, hogy a szabadgytkok hafgakoroltak a
tirozin-kinaz/Akt jelatviteli Utra. Ez az aktivitasokkenthet volt, ha a doxorubicinnel kezelt
szivekhez H-2545/H-2954-t adtunk, feltételedbat azért, mert az antioxidans anyagok a
szabadgyokok befogasa révén csokkentik az Akt Kiagzkad aktivacidjat. A DHLA 20M-
os koncentracioban nem, csak joval nagyobb, @@3os koncentracioban csokkentette az

Akt aktivaciot (2.7 abra).
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2.7 abra: A H-2545, H-2954 és a dihidrolipoamid dozisfiiggo hatdasa az Akt
foszforilaciora. Fent: Reprezentativ immunoblot 6 hasonlo eredményt mutato
kisérletbol. Lent: A foszforilalt Akt denzitdsa.

pAkt: Akt Ser473—n foszforilalva D: doxorubicin, DHLA: dihidrolipoamid.

* A doxorubicin kezelt csoportoktol szignifikans (p<0,01) elteres



Valtozatlan antineoplasztikus doxorubicin hatas H-345 jelenlétében

Mivel a doxorubicin a rosszindulatl daganatok ke alkalmazott gyogyszer, a
szer mellékhatasaira adott hatéanyagoktél elvarhab@yy a doxorubicin daganatellenes
hatasait ne csokkentsék. Ennek vizsgélatara valtdmicentracioban alkalmazott
doxorubicinnel egyitt H-2545-t és H-2954-t adtumalgahatos sejtkultirakhoz (HeLa, PANC-
1, HEPG-2). Ahogy a 2.8. &bra is mutatja, az aidénxs szerek alkalmazdsa nem

befolyasolta a doxorubicin dagandtdllajdonsagait.
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2.8 abra: A doxorubicin valtozatlan antineoplasatkulajdonsaga H-2545, valamint H-2954
jelenlétében kiulonbéz malignus sejtvonalakra. A sejteket kulonbdkoncentracioju
doxorubicin (vizszintes tengely) kéarositasnak ketki H-2545 és H-2954 nélkul, és
jelenlétében (2Q:M, 10 uM). Az adott koncentracié tartomanyokban nem valtozés a
doxorubicin daganatdl hatasaban H-2545/H-2954 kezelés mellett sem.
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H-2641, H-2693

A H-2641 és H-2693 kardioprotektiv hatasa a doxorubin kivaltotta karosodott
miokardialis energia metabolizmusra

Az egy Oras perfazio alatt a kreatin-foszfat (PGgintjie a doxorubicin kezelt
szivekben jeledsen csokkent (2.9 és 2.10 abra). A nagy energi@gafétok szintjének
csokkenését mind a H-2641, mind a H-2693 képes gatblni. Hasonl6 eredmények
szllettek az ATP szint vizsgalatakor is (2.10 abr&) doxorubicin kezelt szivekben
anorganikus foszfat akkumulalédott, amely ked¥en energiaallapotot a H-2641 és H-2693

kezelés képes volt megehi.

Kreatin foszfat szint-id 6 fliggvény
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2.9 abra: Kreatin foszfat szint itbeni alakulasa a perfuzié alatt. Az 4bran a 15., 3®., 60.
percben mért értekek kertltek abrazolasra * a aakorubicinnel kezelt csoporttdl eltérés: p

< 0,05. Az értékeket a mért értékek atlaga + konégészorasa formaban adtuk meg.
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2.10 abra: A H-2641 és H-2693 hatasa a kreatin fidszaz ATP és az anorganikus foszfat
érték szazalékaban, az anorganikus foszfat értitMetnyes egységben adtuk meg. * a csak
doxorubicinnel kezelt csoporttdl eltérés: p < 0,05z értékeket a mért értékek atlaga +

kozépeérték szorasa formaban adtuk meg.

A H-2641 és H-2693 kardioprotektiv hatasa a doxorubin kivaltotta miokardialis pH
csOkkenésre

Az egy Oras perflzio alatt a miokardialis pH daMmcin hatasara szignifikans
mértékben csokkent. A kémhatds nem valtozott ddiocinnel egyidejleg alkalmazott H-

2641, valamint H- 2693 kezelés hatasara (2.11 abra)
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2.11 4bra: A H-2641 és H-2693 hatasa a miokardiplisszintre. Az egy 6ras perfazid végén
mértik a miokardidlis pH szintet. * a csak doxonitmel kezelt csoporttdl eltérés: p < 0,05.

Az értékeket mért értékek atlaga + kdzépértek &sadformaban adtuk meg.

52



4-hidroxi-kinazolin

A 4-hidroxi-kinazolin kardioprotektiv hatdsa a doxorubicin kivaltotta karosodott
miokardidlis energia metabolizmusra

Az egy Oras perfuzié végén a nagy energiaju faskfdzintje a doxorubicin kezelt
szivekben jeledsen csokkent. A kreatin foszfat, valamint ATP ggioén bekovetkéir
csokkenést a 4-hidroxi-kinazolin, a doxorubicinkaizelt csoporthoz képest, szignifikdns
mértékben mérsékelte. A protektiv PI3-kindz gatlakavortmannin hozzaadasaval a 4 OHQ
nagy energiaji foszfatokra gyakorolt kedyezatasa csokkent. Onmagaban adott 40HQ,
wortmannin, valamint ezek egyuttes adasakor a &brértékhez képest nem tapasztaltunk
szignifikans eltérést (2.12 abra). Az izolalt patyszivekben anorganikus foszfat halmozdédott

fel doxorubicinnel kezelt szivek esetén, mely 4rtkdtkinazolinnal mérsékelhétvolt (2.12

abra).
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2.12 abra: A 4-hidroxi-kinazolin hatasa a kreatinstfat, ATP és anorganikus foszfat
szintekre. Az egy oras perfazio végén meért krdasinfat és ATP koncentracidkat a kiindulasi
erték szazalékaban, az anorganikus foszfat ertekekeényes egységben adtuk meg. * a csak
doxorubicinnel kezelt csoporttdl eltérés: p < 0,05: doxorubicin, 40HQ: 4-hidroxi-
kinazolin, W: wortmannin. Az értékeket a mért @kéatlaga + kozépérték szérasa formaban

adtuk meg.
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2.13 abra: A 4-hidroxi-kinazolin hatasa a miokarigH szintre. Az egy 6ras perfuzié végén
mértik a miokardidlis pH szintet. * a csak doxonitmel kezelt csoporttdl eltérés: p < 0,05.

Az értekeket a meért ertékek atlaga + kdzepértékasa formaban adtuk meg.

A 4-hidroxi-kinazolin kardioprotektiv hatasa a doxoicin kivaltotta miokardialis pH
csokkenésre

Az egy oOras perfazio alatt a miokardialis pH daxXwmcin hatasara szignifikans
meértékben csokkent. A kémhatas nem valtozott ddotoinnel egyidedjleg alkalmazott
40HQ hatésara, azonban, a protektiv jelatviteloaal gatlasaval, a 40HQ, doxorubicin altal

kivaltott, pH csokkenést kivéchatasa elmaradt (2.13 abra).

Akt foszforilacio

Doxorubicin kezelés hatasara, a kezeletlen cs@pofisszehasonlitva, korabbi
kisérletiinkkel 6sszhangban Akt, valamint GSK fosloi6 figyelhet meg. Az aktivitas
nem volt csékkenthétwortmanninnal, mely arra enged kovetkeztetni, haggoxorubicin
kivaltotta Akt foszforilacié egy, a PI3-kinaztol ggetlen aton valésul meg. PARP gatld
erdteljesen novelte az Akt és GSK foszforilaltsagéat)yat a P13-kindz gatlé mérsékelt (2.14

abra).
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2.14 abra: PARP inhibitor hatasa az Akt és GSK foszforilaciora

Fent: Reprezentativ immunoblot 6 hasonlo eredményt mutato kisérletbol.

Lent: A foszforilalt Akt és GSK denzitdsa.

* A doxorubicin kezelt csoportoktol torténd szignifikans (p<0,01) eltérés pAkt
esetében

+ A doxorubicin kezelt csoportoktol torténd szignifikans (p<0,01) eltérés pGSK

esetében

D: doxorubicin, W: wortmannin, 4OHQ: 4-hidroxi-kinazolin



Véltozatlan antineoplasztikus doxorubicin hatas PARR inhibitor jelenlétében

A PARP inhibitor 4-hidroxi-kinazolin és doxorubicegyittadasakor nem észleltiink -
a 40HQ 100uM-os koncentracioval torténalkalmazasakor sem - a doxorubicin Hela,
PANC-1, HEPG-2 daganatos sejtvonalakra kifejtettin@oplasztikus tulajdonsagaban

karosodast (2.15 abra).
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2.15 &bra:A doxorubicin valtozatlan antineoplasztikus tulajdéga 4-hidroxi-kinazolin

(40HQ) jelenlétében kulonbémalignus sejtvonalakra. A sejteket kilonb&mncentracioju

doxorubicin (vizszintes tengely) karositasnak ketki 4-hidroxi-kinazolin nélkul, és

jelenlétében (5Q:M, 100 u«M). Az adott koncentracié tartomanyokban nem valtozas a

doxorubicin daganat@l hatasaban 4-hidroxi-kinazolin kezelés mellett sem.
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Megbeszélés

A tanulmanyban igazoltuk, hogy a H-2545 és meighokivédte a doxorubicin
kivaltotta akut kardiotoxicitast Langendorff peritz rendszerben. A doxorubicin fontos
antineoplasztikus készitmény, a klinikumban szatoosorfajta ellen is sikerrel hasznalhato
szer. Masrés#t viszont, jelends mellékhatasként, akut kardiotoxikus hatasa vassiu
tavon alkalmazva pedig irreverzibilis kardiomiopéti kovetkezményes szivelégtelenséget
okozhat. Akut kardiotoxicitas részeként a doxorubiceadasakor, vagy nem sokkal utana
tachikardia, szupraventrikularis arritmia, atrioréwularis blokk léphet fel, és akar
perikardialis folyadékgyilemmel egyiitt jaré akutiverégtelenség is kialakulHat A
doxorubicin akut mellékhatasa nagy valo§zgggel a szabadgyok generald képességén
alapul'®*™® Bar néhany készitméryrmar leirtak, hogy mérsékelni képesek a doxorumbici
kivaltotta kardiotoxicitast® az alkalmazott szerek csak korlatozott mértékhettak el az
oxidativ karosodas feltételezett helyére. A H-2®45H-2954 molekula-szerkezete |eivet
teszi, hogy az oxidativ karosodasdeleges helyére eljussanak, és ott fejtsék ki gygdfo
tulajdonsagukaf®® A doxorubicinnel perfundalt szivek energetikailagivestlen allapotba
keriltek, melyet NMR késziléklink cstkkent kreatiszffat és ATP szint, valamint magasabb
anorganikus foszfat szint mérésével igazolt. Az Iketett anorganikus foszfat szint a
mitokondridlis permeabilitasi pérusok megnyitasatiezethet, akar sejthalalt is okoZta*>
A doxorubicin kulénféle sejtalkotékra kifejtett lar hatasat mar tobb helyen is kozolték
Tanulmanyunkban az oxidativ sejtkarosodas indikdtargymint lipidperoxidacio és fehérje
oxidacio, jelenisen emelkedtek doxorubicin adasakor. Az egy orésorbicinnal tortént
perfuzié alatt a szivitkodés minden aspektusaban (miokardialis energiaabobtmus,

szivizom teljesitmény, oxidativ sz6veti karosodd@spsodott.
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A kapcsolat az akut és kronikus doxorubicin kaddsok6zott még nem teljesen
tisztazott. A doxorubicin toxicitas idilt klinikaiinetei kdzott szerepel a hanyinger, mucositis,
mieloszupresszid, allopécia és irreverzibilis siEglenség. A legjeletsebb, doxorubicin
toxicitas kialakulasanak mechanizmusat magyaram&letek mindegyike (egyes jelatviteli
utak aktivaciéja, apoptdzis, oxidativ stressz, meligus hipotézis) a doxorubicin
szabadgyok-general6 képességével van kapcsolatbdoxorubicin daganatéltulajdonsaga
azonban mas mechanizmus utjan valésul meg. Lelestskhggy szabadgyokok is szerepelnek
a doxorubicin antineoplasztikus hatasanak kialaébdan, azonban a doxorubicin a DNS
lancok kozé ékédve gatolja a topoizomeraz ll-t, igy gatolva a DES RNS szintézisét.
Nagy valészitiséggel ez utdébbi mechanizmusnak nincs szerepe (diz Kdrdiotoxicitas
kialakulasdban, hisz egyes esetekben a sziveldgégektzvetlenll a doxorubicin beadasét
kéveten is kialakul'®*’

Kisérletiinkben H-2545 vagy H-2954 doxorubicinriatért egyitt adasakor mind az
energetikai, mind a funkciondlis mutaték kedsexz alakultak. Az oxidativ karosodast jelz
paraméterek (lipidperoxidacio, fehérje oxidaciops5/H-2954 adaséval koncentracio-féigg
modon javultak. A jol ismert antioxidans dihidradigmid (DHLA) a H-2545 és H-2954
doxorubicin altal kivaltott karosodast; a DHLA csHB-20-szoros koncentraciéban volt képes
kifejteni protektiv hatasat. A H-2545 és H-2954zaisylag kis koncentracidoban (1) is
hatékonyan védte ki a karos hatasokat, ami magyardzzzal, hogy protektiv szereink a
sejtmembranban képesek felhalmozodni és mind soidetrikus, mind katalitikus Uton
keresztll in statu nascendi reakciéban szabadggtilghsara alkalmasak. Mindemellett a H-
2954, a H-2545 metabolitja, stabil nitroxil gyoks @ rendkivil karos szuperoxid anion

dizmutalasara is képs
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A PI-3-kindz/Akt jelatviteli Ut szerepet jatszik apoptozis gatlasdban. A PI-3-kindz
egy p85 regulatérikus és egy pllO katalitikus aégipl all, mely a receptor tirozin
oldallanc autofoszforilcidjaval aktivalodik. Akéeidkor a pl10 a foszfatidilinozitol-4,5-
bifoszfatbdl foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfateketkezését katalizalja, mely a membranban
felhalmozodva a foszfatidilinozitol-dependens-kidddPDK-1) és Akt szamara dokkold
helyet képez. Dokkolas utdn az Akt a *¥FhArés SeF’ helyen foszforilalédva
aktivalodikk®19122 és a Bad, Forkhead transzkripcios faktorok, valamkaszpaz-9 gatlasan
keresztll gatlodik az apoptdzis is. A reaktiv oxig§yokok keletkezése e kaszkad
aktivalasdhoz vezethet Ugy, hogy a peroxinitritdljia a receptor tirozin kinazt; ez, korabbi
feltételezéslink szerint, magyarazatul szolgalhaatoxorubicin addsa utan megfigyelt Akt
foszforilacid novekedésére. Kisérleti szereink hzzaképességgel rendelkeztek, hogy a
doxorubicin adasaval keletkezett szabadgyokokevesageljek, és igy az Akt aktivaciot
(foszforilaciot) mérsékeljék. Fontos, hogy a H-2545 metabolitia nem befolyasolta a
doxorubicin antineoplasztikus tulajdonsagat, eaédbxorubicin a H-2545-tel egyltt adva is
megtartja daganatellenes hatasat.

Szem ditt tartva azt a Hideg-féle paradigmat, mely szeangytkos karosodast a
gyokos karosodas helyén felhalmozdédni képes scavemggylletek képesek kivédeni,
Langendorff perfuziés rendszeriinkben a doxorubigivaltott szivizom energetikai
karosodast Hideg és mtsai altal szintetizalt H-2édh H-2693 vegylletekkel is kivédtik. A
paradigmanak megfelidn egy aromas szerkezeti egységhez savamid kotésesztil
sztérikusan gétolt szekunderamint tartalmazé mddekkellett a doxorubicin karositassal
egyidbben alkalmaznunk. A%P NMR-rel végzett méréseink H-2641 és H-2693
alkalmazasakor azt mutattak, hogy kisérleti szkreatasara magasabb volt a nagy energigju

foszfatok koncentracidja, javult a szivizom eneakgetallapota. Az egy 6ras perfuzié végén

H-2693 alkalmazasakor a kreatin foszfat és ATP,6412esetében az ATP szintjében a
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kontrollnal magasabb atlagértékeket mértiink, mglyan nem szignifikans, mégis a jelenség
miatt feltételezniink kell, hogy a kontroll perfazi§ gyakorlatilag relativ iszkémias
kornyezetben torténik, melynek karos hatésait vegggiink ki tudtak védeni. A Langendorff
perfluzios rendszer megfelel kulénidoelettani folyamatok kovetésére, de tokéletesen nem
modellezheti azt. Példaul a szallitott oxigén midnddben fizikailag oldott allapotban
transzportalddik, szemben a haemoglobinhoz koizitlbgids oxigénszallitdssal. Ezen kivil
a Langendorff perfuzids rendszerben a sziv mengeségurohormonalis behatasok alol.

Az energetikailag kedvéHden allapotot reprezentalé anorganikus foszfahtgzia
szivizomban H-2693 és H-2641 hatasara mésdékl, megefsitve az altalunk alkalmazott
kisérleti szerek kardioprotektiv hatasat. A vegigleprotektiv hatasat a sziv intracelluléris
kémhatasanak vizsgalatakor is tapasztalhatjuk, Indvdoxorubicin hatdsara csokkepH
szintje H-2641 és H-2693 kezelt esetekben a kdntswporthoz viszonyitva szignifikans
mértékben nem vdéltozott. H-2693 hatasara a kontodbport atlagatél magasabb
atlagértékeket kaptunk. Ez aldtdmasztja azt avigimket, hogy Langendorff perflziés
modellinkben a kontroll perfuzié relativ iszkémigtjelent, hiszen az iszkémia hatdsara a
kedvedtlenebb energetikai statusszal pérhuzamosan at |dkt@nentacié szamottév
szerephez jut, savanyitva az intracellularis kézeyet, mely folyamat azonban H-2693
vegyulettel mérsékelh&t

Munkacsoportunk korabbi vizsgalataiban medgfigyeltihogy a lipopoliszacharid
kezelt egerek majaban, tidejében, [épében a PARBitorok az Akt-t foszforilaljak, mely
felveti, hogy a PARP inhibitorok protektiv hatasykha csak részben is, a PI3-kindz-Akt
jelatviteli utak aktivalasan keresztill valdsitjakegif®. Mivel az Akt kindz szamos
regulatorikus fehérjét szabalyoz (GSR;3kaszpaz-9, BAD, FKHR), felvédik, hogy a
PARP inhibitorok protektiv hatasa nem csak a NA&B ATP kimerilés megakadalyozasaban

keresend. A proapoptotikus Bad fehérje foszforilalasavalaftivalasaval) a mitokondrialis
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membranstabilizalé rendszerositésével gatolhatdé a proapoptotikus fehérjék atopaba
tortérd kilrtlése. Az Akt foszforilalja, igy inaktivalja &aszpaz-9 fehérjét is, gatolva a

citokrém c/Apaf-1/kaszpéaz-9/kaszpaz-3 ttvorafdt>

Mivel kisérleti antioxiddns szereinkkel a doxonibi kivaltotta kardiotoxicitast
modelliinkben kivédtik, és igy meggitést nyert az elmélet, mely szerint a doxorubédiat
kardiotoxikus hatasat szabadgyok generalo képesskd@szonheti, célszarek mutatkozott
az iszkémia-reperfaziés szivizom kérosodasokat -el ad szivizom karosodasban
szabadgyodkds mechanizmusok szintugy kulcsszer@petanak - mérsékelni képes PARP
inhibitor alkalmazasa. Az ismert PARP inhibitor idhioxi-kinazolin kivédte a doxorubicin
hatdséara éldézett kedvedtlen energetikai statuszt, és intracellularis pbk&enést. A 40HQ
kedved hatasa wortmanninnal csokkentheolt.

PARP inhibitorok hatdsara Western bloton szimultékt és GSK-B aktivaciot
figyeltink meg. Wortmannin hatasara a PARP inhibitavaltotta Akt és GSK-B
foszforilacio csokkent, mely kdvetkeztethetiink, hogy az Akt aktivacio részbdpi3-kindz
utvonalon keresztil tortént. PI3-kindz géatlé a 40OHe€kenlétében a nagy energiaju
foszfatokban, valamint az anorganikus foszfat flefle@ddasban, intracellularis kémhatasban
tapasztalhat6 kedvéhatdsokat cstkkentette, felhivva a figyelmet at jakatviteli atnak az
energia-homeosztazisban betdltétt érdemi szerepérienségben fontos lehet az Akt-nak a
mitokondrium membran integritas megtartasaban tigt@&zerepe.

A wortmannin ugyan csokkentette a 4OHQ kardiotdtehatédséat, azonban a PI3-
kindz gétlo hatdsara ezek a paraméterek nem raklattdoxorubicinnel kezelt csoportok
értékeire, melyre magyarazatként szolgalhat mumgasunk korabbi megfigyelése, mely
szerint a wortmannin jelen kisérletiinkben alkalniakoncentraciéjatdl 6tszér magasabb

koncentraciéban alkalmazva sem védte ki teljeserAkiz foszforilaciot, nem gatolta a
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protektiv jelatviteli utak aktivaciojat. Hasonloeeimények szilettek egy masik potens PI3-
kinaz inhibitor, az LY294002 esetéber’id ehetséges, hogy egy, a P13-kinaz uttdl fiiggetlen
kisebb mérték Akt foszforilaciot kivaltd jelatviteli Gt is szepet jatszik a
kardioprotekciéban.

Ennek ellenére nyilvanvald, hogy a 40HQ kivaltottt foszforilacio PI3-kinazon
keresztil torténik, mivel PI3-kinaz inhibitor a PRRnhibitor altal kivaltott fokozott Akt
foszforilaciot csokkentette. Mivel wortmannin hatees a csokkent Akt aktivacio a PARP
gatld kezelést kovétcsokkent protektiv hatasokkal jart egyditt, Ugy dmjuk, hogy a PARP
inhibitorok &ltal kivaltott Akt aktivacio kulcsszepet jatszik a doxorubicin indukélta szivizom
karosodds PARP gatlokkal torténkivédésének mechanizmusaban. A doxorubicin
antineoplasztikus hatésat kisérleti antioxidanseszikhez hasonléan a PARP gétl6é 4-hidoxi-
kinazolin sem csoOkkentette, jelezvén a doxorubigardiotoxikus és daganatellenes

hatdsmechanizmusa k6zotti kulonbseget.
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Uj eredmények, megfigyelések

1. Az antioxiddns H-2545 parhuzamos adasaval a rdbion indukalta akut
kardiotoxicitds mérséktlott, anélkil, hogy a doxorubicin daganatelleneide kdrosodott
volna.

2. A H-2545 és metabolitja, a H-2954 a kardiovataks védelem &ltalunk vizsgalt
minden szempontjabdl jobbnak bizonyult, mint a kéeért antioxidans dihidrolipoamid.

3. Megebsitettik azt a Hideg-féle paradigméat mind az aidiéxs hatdsu kisérletes
kardioprotektiv H-2545 molekulaval és metabolitjavaind pedig a H-2641 és H-2693
molekulaval végzett vizsgalatainkkal, hogy a gyordejatsz6dd, oxidativ stressz okozta
karosodasokat csak olyan molekuldk képesek mérigkebzerencsés esetben
kivédeni/megeizni, melyek a bekovetkéz karosodas helyéhez helyspecifikusan
kapcsolddnak és az oxidativ karosodast okoz6 ROkmakat nem toxikus antioxidans
hatdsu molekuldkkéa alakitjak.

4. lgazoltuk, hogy a PARP gatld 4-hidroxi-kinazoliaz iszkémia-reperflzios
kisérletekhez hasonléan csokkenti a doxorubicinalkitta miokardialis karosodast, és
aktivalta, részben a PI3-kinaz utvonalon keres#uprotektiv Akt-GSK Gtvonalat anélkil,
hogy a doxorubicin daganatellenes hatasa karosodloi.

5. Megebsitettik azt az éallaspontot, mely szerint a doxminbakut kardiotoxikus

mellékhatdsaban szabad gytkds mechanizmusok keftepst jatszanak.
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