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Roviditések jegyzéke

PARP ... poly(ADP-ribose) polymerase

Cland N3.......ccovveenennne mammalian expression vector construct

FCS fetal calf serum

GFP .o green fluorescent protein

GSK.oooieeeeeee glycogen synthase kinase

JC-1 ., 5,5,6,6-tetrachloro-1,1,3,3-tetraethylbenzimidazolylcar-

MEM....coooviiiieieeeeen minimum Eagle’s medium

MTT oo, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide
PAR ..ot poly(ADP-ribose)

PARP-DBD...................... N-terminal DNA binding domain of PARP
PI3-kinase ........cccceeveeneee. phosphatidylinositol 3-kinase

SIRNA ..o small interfering RNA

MPT .. Mitochondrial Permeability Transition

ROS ..o Reactive Oxygen Species

AlF o, Apoptosis Inducing Factor
PTPC..ccviiieieeen Permeability Transition Pore Complex
VDAC ... Voltage Dependent Anion Channel

ANT i, Adenine Nucleotide Translocase
IMe Inner Membrane

OM ., Outer Membrane

AV oo Mitochondrial Membrane Potential

CSA oo cyclosporine A

Rh123 .. Rhodamine 123

DRh123 ..., Dihydrorhodamine 123
Resorufin.........ccceeeeunennnee. N-acetyl-8-dodecyl-3,7-dihyroxyphenoxazine
o S Propidium Iodide

SCAV....cooiiiii 1-hydroxy-2,2,5,5-tetramethyl-2,5-dihydro-1H-pyrrol-3-

ylmethyl



Bevezetés

A reaktiv oxigén gyokok (ROS) altal okozott karosoddsok fontos szerepet
jatszanak szamos betegség patogenézisében. Kiilonbozo forrasokbdl szarmazhatnak a
szabadgyokok, pl. a xantin oxiddz rendszerbdl, a mitokondridlis respiracids lanc
tokéletlen miikodése kovetkeztében, az arahidonsav anyagcsere cikloxigendz utvonalabol
¢s a fagocitald sejtek atmeneti respiracios aktivitasfokozddasa kovetkeztében, amelyek
aztan, szamos egyéb karosodas mellett, egyes-lancik DNS toréseket okoznak. A
poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP, EC 2.4.2.30) egy multifunkcionalis nuklearis enzim,
amelyet az egyes-lanci DNS torések aktivalnak, és amely NAD'-ot hasznédlva
szubsztratként kiilonbozé nukledris fehérjéken, pl. hisztonokon ¢és sajat magan
kovalensen kapcsolt, elagazd-lancu poli(ADP-rib6z) szadlakat szintetizal. A PARP-1-nek
szerepe van a kromatin “remodelling”-jében, a DNS hibajavitdsban, a genomikus
stabilitas megdrzésében; €s ezeket a szerepeket részben poliADP-ribozilalo aktivitasa
révén ¢éri el. Enyhe DNS kérosodéas esetén a PARP-1 sziikséges a hibajavitdshoz, de
oxidativ stressz soran, amikor a nagy mennyiségi DNS torés a PARP-1 tulzott
aktivacidjat okozza, az enzim depletalhatja a NAD -ot, illetve a NAD" reszintézisének
nagy energia-igénye miatt az ATP-t is, ami sejthalalt eredményez. A PARP inhibitorok
védenek a miokardialis ischemia, neuronalis ischemia, akut tiidégyulladas, akut szeptikus
sokk , zimogén-indukalta tobbszervi elégtelenség és a diabetikus pankredsz karosodas
ellen mutatva, hogy milyen jelentds a tulzott PARP-1 aktivacio szerepe a sejthalal
kivaltasaban. A klasszikus elképzelés szerint a PARP inhibitorok a NAD" és ATP
deplécié megakadalyozésaval védenek az oxidativ stressz ellen, de néhany 0j adat a
citoprotekcid egy sokkal dsszetettebb mechanizmusat sugallja.

Kisérletesen bizonyitott, hogy a PARP aktivacid hozzajarulhat a mitokondridlis
karosodasok és a mitokondridlis ROS termelés megndvekedéséhez, mutatva, hogy a
PARP a magon kiviili folyamatokat is képes befolyasolni. Friss eredmények szerint
létezik mitokondridlis PARP, ami gatolhato6 PARP-1 inhibitorokkal, ezért, fontos azt
tisztazni, hogy a mitokondrium védelem a mitokondrialis ADP-ribozilacios folyamatok
gatlasanak egyenes kovetkezménye, vagy a nuklearis PARP-1 befolyésol olyan, egyelére

nem tisztdzott mechanizmusokat, amelyek a mitokondrialis protekciot eredményezik.



Sajat korabbi eredményeink szerint PARP inhibitorok az Akt foszforilacigjat, ezaltal
aktivaciojat eredményezték lipopoliszahariddal kezelt egerek majaban, tiidejében és
lépében, ami annak lehetdségét veti fel, hogy a PARP inhibitorok védd hatdsa a PI3-
kinaz/Akt utvonalon keresztiil medialodik. Ezek a megfigyelések arra mutatnak, hogy a
PARP inhibitorok védé hatésa sokkal komplexebb lehet, mint a NAD" és ATP deplécid
megakadalyozasa, mivel az Akt kinaz képes szamos regulatoros fehérje, igy a GSK-33, a
kaszpaz-9, a BAD, vagy a FKHR foszforilalasara, amely folyamatok involvalva vannak a
mitokondridlis membran rendszerek stabilizalasaban.

A sejtek lecsokkent energia toltése kdvetkeztében rosszul miikodé pumpafunkcidok
eredményeként bearamlé Ca’, a megemelkedett inorganikus foszfat, valamint a ROS
kiilon-kiilon és egyiittesen is mitokondrialis permeabilitas tranziciohoz (mPT) vezetnek.
Mind a fizioldgias, mind a patologias sejthalal velejardja az mPT, mely természetesen
tobb szintli regulacié alatt all. Szamos pro-apoptotikus masodlagos hirvivo felelds
kozvetleniil az mPT kialakulasaért; pl.: a mar emlitett ROS és Ca*" mellett lipid
szarmazékok is (ceramide és ganglioside GD3), valamint a stressz-kindzok. Mindent
Osszevetve elmondhatjuk, hogy a pro-apoptdtikus fehérjék kivaltjak, az anti-apoptdtikus
fehérjék pedig gatoljak az mPT kialakulasat. A mitokondriumok bels6 membranja (inter
membran: IM) atjarhatatlan a metabolitok szamdra. Ennek kdszonhetden alakulhat ki a
1égzési lanc komplexei altal generalt membranpotencidl kiilonbség az IM két oldalan. Az
mPT alatt végbemend duzzadast a szabadon be és ki aramlé metabolitok valtjak ki, mely
az u.n.”mega-porus”’(mPT-Pore) megnyitasan keresztiil jon 1étre.

Korabbi eredményeink szerint az Amiodarone (2-butyl-3-benzofuranyl 4-[2-
(diethylamino)-ethoxy]-3,5-diiodophenyl-ketone hydrochloride), amely egy IIL
kezelésében hasznalnak, bizonyitottan jotékony hatassal rendelkezik a postischemias
szivekre, mivel javitja a mitokondriumok energia metabolizmusat , ¢s mPT gatl6 hatéssal
is rendelkezik. Az Amiodarone kis koncentracioban gatolja, nagy koncentracioban
viszont indukéalja a mitokondridlis duzzadast, valamint a mitokondrialis
membranpotencial dsszeomlasat okozza. Megvizsgaltuk az Amiodarone patkany szivre
gyakorolt  hatasait. Langendoff-perfuzié soran, °'P-NMR  spektroszkopiaval.

Eredményeink szerint az Amiodarone, a mitokondrilis energia metabolizmusra pozitiv,



protektiv hatdst ischemia és reperfuzid alatt. A szivsejtekre és egyéb extrakardidlis
sejtekre gyakorolt hatdsukat cardiomiocyta ill. madjsejt sejtkulturdkon vizsgaltuk.
Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy az Amiodarone alacsony koncentracioban a
mitokondriumokra gyakorolt pozitiv hatdsai (mPT gétlds, ROS képzddés gatlas,
mitokondridlis fehérjekidramlas gatlds) miatt jotékony hatdsu a postischemids szivekre.
Feltételezéseink szerint az Amiodarone pozitiv tulajdonsagaiért a szerkezetében egy
amincsoporton taldlhatdé etyl csoport lehet a feleldés, mivel metabolitja a
Desethylamiodarone, nem mutat cardioprotektiv és mitokondriumvédd hatasokat.

Mivel az Amiodarone eldny0s tulajdonsagai miatt nélkiilozhetetlen az orvostudomany
szamara, a kozelmultban jelentds erét fektettek kiilonféle Amiodarone analdgok
kifejlesztésébe. Az Amiodarone molekula szerkezetének megvaltoztatasaval probalt
szamos csoport olyan molekuldkat keresni, melyek mutatjdk az Amiodarone mind a
mitokondriumokra, mind a szivre gyakorolt pozitiv hatdsait, mikdzben elkeriilhet6vé
valnak a negativ mellékhatasok.

Prof. Hideg Kalman ¢és munkatdrsai altal szintetizalt €s szamunkra rendelkezésre
bocsatott 1j Amiodarone analdogok lehetéséget jelentettek szamunkra, hogy
tulajdonsagaikat megvizsgalva talaljunk egy olyan uj Amiodarone analdég molekulat,

mely megfelelhet a fenti kivanalmaknak.

Tiznél tobb 1j analég molekula hatésait vizsgaltuk a mitokondridlis permeabilitas
tranziciora, és Langendorff perfundalt szivekre. Ezen vizsgalataink eredményeként
jutottunk el a HO-3538 nevii molekuldhoz, mely a legeffektivebb Amiodarone-analog

molekulanak tunik.
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Fig. 1. The chemical structures of amidarone HO-3538 and SCAV

Az amiodaronekémiai szerkezete (2-butyl-3-benzofuranyl 4-[2-(diethylamino)-ethoxy]-
3,5-diiodophenyl-ketone hydrochloride), HO-3538 (2-Methyl-3-(3,5-diiodo-4- {2-[N-
ethyl,N-(1-hydroxy-2,2,5,5-tetramethyl-2,5-dihydro-1H-pyrrol-3-ylmethyl)
ethyl]}oxybenzoyl)benzofurane 2HCI salt). A HO-3538 1-hydroxy-2,2,5,5-tetramethyl-
2,5-dihydro-1H-pyrrol-3-ylmethyl komponense (SCAV), mely gyokfogo tulajdonsaggal
rendelkezik.

A HO-3538 szerkezetileg egy oldallancban tér el az Amiodarone molekulatol
(Fig.1.). Az Amiodarone Etyl oldallancat helyettesitettek egy 1-hydroxy-2,2,5,5-
tetramethyl-2,5-dihydro-1H-pyrrol-3-ylmethyl  oldallanccal, mely Onmagéaban is
gyokfogd tulajdonsagokkal rendelkezik. Osszehasonlitottuk a HO3538 és az Amiodarone

mitokondriumokra (mPT, fehérjekidramlas), szivekre és sejtekre gyakorolt hatésait.



Célkituzések.

1.

Szdmos tudoméanyos munka bizonyitja, hogy a kiillonboz6 PARP gatlok
jotékony hatassal birnak a sejtek tulélésére oxidative stresszben. Valoban a
PARP-1 aktivalodasanak kozvetlen mérséklodéséhez kothetd ez a
citoprotekcid, vagy inkdbb mas, ADP-ribozilalt fehérjék aktivacidjanak
csokkenésével all Gsszefiiggésben?

Széles korben elfogadott tény, hogy a PARP gatlas citiprotektiv hatdsai
oxidativ stresszben a NAD" és kdzvetve az ATP szintjének a megdrzésén
alapszik. Egyediil a sejtek energetikdjanak a megdrzése felelds ezért a
jotékony hatasért, vagy mas mechanizmusok is részt vehetnek ebben?

Korabbi munkaink soran megallapitottuk, hogy az amiodarone az mPT-re
bifazisos hatdst gyakorol. Alacsony koncentracidban megvédi a
mitokondriumokat a duzzadastol, mig nagyobb koncentracional CsA fiiggetlen
uton mPT-t idéz eld. Feltételezhetd, hogy eld tudunk allitani olyan amiodarone
szdrmazékot, amely nem rendelkezik mPT indukal6 hatassal, amellett, hogy a
mitokondriumra gyakorolt jotékony hatasait meg6rzi?

Szamos amiodarone szarmazékot vizsgaltunk meg, mig kivalasztottunk egy
olyan 0j amiodarone analdégot (HO-3538), melynek egyik ethyl- oldalldncat
egy SOD-mimetikus csoportra cseréltiik. Milyen elényds hatdsai vannak az
mPT gatlasnak és a szabadgyok fogd képesség kombinacidjanak oxidativ

stresszben vagy ischemia-reperfiizid koriilményei kozott?



Modszerek

A PARP DNS-koto doménjének transzdomindns expresszidja

A PARP N-termindlis DNS-k6t6 doménjének kodold régiojat (PARPN214, 1-214
aminosavak [34]) PCR technikdval kierdsitettiik és “in-frame” beillesztettik pEGFP-
C1/N3 vektorokba (Clontech, Palo Alto, CA) Hind III és EcoRI restrikcids enzimek
(Fermentase, Vilnius, Lithuania) segitségével. Annak érdekében, hogy a zdld
fluoreszcens fehérjét (GFP) tartalmaz6 PARP-N214 a magba juthasson, az erdsitéshez
nukledris lokalizacids szignalt kodol6 PCR primert alkalmaztunk. A tisztitott
rekombinans pPARPGFP-C1/N3 vektorokat tranziensen transzfektaltuk WRL-68 human
maj sejttvonalba Lipofectamine2000 (Invitrogen, Frederick, MD) segitségével. Hatasos
transzdominans expresszi6 érdekében egy masodik transzfekciot is végeztiink 48 oraval
késobb ¢€s a sejteket 40 oraval ezt kovetden hasznaltuk fel a kisérletekhez.

A PARP-1 szupresszioja kis interferdlo RNS (siRNS) technikdaval

WRL-68 sejteket tranziensen transzfektaltunk a gyart6 (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA) altal a PARP-1 szupressziojara tervezett siRNS-sel Lipofectamin2000
segitségével. A PARP hatasos elnyomasa érdekében még két transzfekciot végeztiink 48
oras idokozokkel és a sejteket 40 oraval ezt kovetden hasznaltuk fel a kisérletekhez.
Sejthalal mérése

A sejteket 96-lyuka talcakon tartottuk, a kiindulasi sejtszam 10* sejt/lyuk volt. Az
oxidativ stressz kivaltasahoz a sejteket 3 oran at H,O, tartalmu médiumban tartottuk
inhibitorok jelenlétében és tavollétében, majd a médiumot lecseréltik 0.5% 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT') tartalmi médiumra.
Tovabbi 3 Oras inkubécié utan Anthos Labtech 2010 ELISA leolvasoval 550nm
hullamhosszon megmértiik a képzodott kék formazan festék mennyiségét, amely aranyos
volt az ¢l6 sejtek szamaval. Minden kisérletet 3-szor ismételtiink kisérletenként 4
parhuzamost hasznélva.

Western blot analizis

A sejteket az el6zoekhez hasonldan kezeltiik, majd proteaz- ¢€s foszfatazgatlot tartalmazéd
pufferben homogenizaltuk. Zsebenként 35 pg fehérjét vittiink fel 12%-os poliakrilamid
gélre, és blottolast kdvetden a nitrocellul6z membrant 5% zsirmentes tejben 1:1000

aranyban higitott primér antitest oldatban inkubaltuk 4°C-on egy ¢éjszakan at. A masodik



antitest tormagyokér peroxidaz-konjugalt anti-nyul IgG volt, a vizualizalast SuperSignal
West Pico chemiluminescent substrate (Pierce Chemical,Rockford, IL) haszndlataval
végeztiik. Minden kisérletet 4-szer ismételtiink.

Fluoreszcens mikroszkopia

A vad tipusi, vagy transzfektalt WRL-68 sejteket poli-L-lizinnel boritott (2.5-5 pg/cm®)
iiveg fed6lemezekre tenyésztettiik. A kezelések utan a lemezeket mostuk, a sejteket JC-1
membranpotencial fiiggd festékkel (Molecular Probes, Eugene, OR) feltdltottik 10
percig, majd ColorView CCD kameraval és analySISR software-rel felszerelt Olympus
BX61 fluoreszcens mikroszkoppal fényképeket készitettiink 60x objektiv alatt. A GFP
fluoreszcencidhoz 450-490nm excitaciés €s >520nm emisszios (z0ld) filtereket
hasznaltunk. JC-1 fluoreszcencidhoz ugyanarrdl a latdomez6rél 546nm bandpass
excitacios €s >590nm emisszios (piros), majd zold filterrel késziilt kép.

Allatok

A Wistar patkanyokat a budapesti Charles River Hungary Breeding Kft-t6l vasaroltuk
Mitokondridlis permedbilitds tranzicio mérés

Az mPT jelenséget a mitokondridlis duzzadéas sordn fellépd abszorbancia csokkenés
(540nm-en) regisztalasaval kovettiik nyomon Perkin-Elmer fluoriméter segitségével. 1mg
A mitokondrialis permeabilitas tranziciot Ca*"-mal, Amiodaronnal vagy HO-3538-cal
indukaltuk. Az E4so-es abszorbancia csokkenést 20 percig detektaltuk.

Mitokondridlis membranpotencidl mérés

A mitokondriumokat Rh123 tartalmid mPT pufferben 1 o6rdan at eldkezeltik. A
mitokondriumok membranpotencial csokkenését az mPT indukciot kovetd, kidramlod
Rh123 fluoreszcens festék detektalasaval kovettiik nyomon (ex./em.: 495nm/535nm). A
mérés 4 percig tartott.

Antioxidans hatdas mérése sejteken

A sejteket 96-lyuka talcakon tartottuk, a kiindulasi sejtszam 10* sejt/lyuk volt. Az
oxidativ stressz kivaltasahoz a sejteket 1,5 6ran at H,O, tartalmu médiumban tartottuk,
majd a médiumot lecseréltiik HO-3538 vagy kiilonb6z6 antioxidans anyagokat tartalmazo
médiumra. Tovabbi 1/2 6rds inkubacié utan 1uM carboxy-H,DCFDA-t adtunk a

médiumhoz, majd 1 6ran at tovabb inkubaltuk. A generdlédott ROS sztdchiometrikus



aranyban oxidalta a carboxy-H,DCFDA fluoreszcens festéket, amit fluoreszcens ELISA
leolvasoval ex: 485nm / em:555nm hulldmhosszon mértilk. Minden kisérletet 3-szor
ismételtlink kisérletenként 4 parhuzamost hasznalva.

Langendorff szivperfuzio

A kisérleti patkanyokat 200 mg/ttkg ketamin intraperitonealis beadasaval altattuk el, és
100 IU i.p. Na-heparinnal heparinizaltuk. A sziveket a Langendorff modszer szerint az
aortan keresztiil retrograd perfundéaltuk 70 Hgmme-es allandé nyoméssal 37°C-on. A
perfuzios folyadék modositott, fosztatmentes Krebs-Henseleit puffer volt, amely 118 mM
NaCl-t, 5 mM KCl-t, 1,25 mM CaCl,-t, 1,2 mM MgSO4-t, 25 mM NaHCOs-t, 11 mM
gliikozt és 0,6 mM oktansavat tartalmazott, és pH-jat 7,4-re allitottuk. A 15 perces
kimosasi fazist kovetéen a sziveket 10 percig normoxids koriilmények kozott
perfundaltuk, majd az aorta bedramlasi csovének az elzarasaval 30 perces globalis
ischaemiat hoztunk létre, amit 15, 45 illetve 90 perces reperfuzios fazis kovetett.

NMR spektroszkopia

A *'P spektrumokat Varian UNITY™OY# 400 WB késziilékkel detektaltuk. A perfundalt
szivek *'P méréseit (161,9 MHz) 37°C-on Z+SPEC 20 mm-es ,,broadband” mintavételi
fejjel végeztiik (Nalorac Co., Martinez, California, USA) a felvétel alatt GARP-1 proton
lecsatolast alkalmazva. A mez6 homogenitasat a proton jel (w/2 = 10—15 Hz) kovetésével
allitottuk be. A spektrumokat 3 percenként gytijtottilk, minden FID (free induction decay)

jelben 120 tranziens 6sszegyujtésével.



Eredmények

1.

Szdmos tudoméanyos munka bizonyitja, hogy a kiillonb6z6 PARP gatlok
jotékony hatdssal birnak a sejtek tulélésére oxidative stresszben.
Bebizonyitottuk, hogy mindhdrom modszer, a farmakologiai gatlas, a PARP
fehérje mennyiségének elnyomasa siRNS technikéval, illetve a kompetitiv, de
nem farmakolodgiai gatlas, a PARP-DBD transzdominans expresszidja
megvédte a sejteket az oxidativ karosodasokkal szemben. Mind a siRNS, mind
a PARP-DBD konstrukci6 a PARP-1 szekvenciaja alapjan késziilt, igy
kisérleteink nyoman egyértelmiivé valt, hogy a nuklearis PARP aktivacidja, és
nem egyéb ADP-ribozilaciés folyamatok felelések az oxidativ stressz
kivaltotta sejthalal medidlasaban.

Sikeriilt cafolnunk azt a klasszikus elképzelést, hogy a PARP gatlas
citoprotektiv hatéasa kizarolag a sejtek NAD" illetve ebbdl kifolyolag az ATP
szintének megdrzésén alapszik oxidativ stresszben. Az Akt aktivaciojanak
gatlasa -specifikus inhibitorokkal szignifikdnsan csokkentette a PARP gatlas
jotékony hatasait oxidativ stresszben. Igy a PARP gatlds indukalta Akt
aktivacio is egyértelmiien feleldssé tehetd a citoprotektiv hatdsokért az
oxidativ kéarosodasokkal szemben. Bebizonyitottuk, hogy a PARP gatlas
jotékony hatasai oxidativ stresszben két kiillonb6z6 utvonalon medidlodnak: a
sejtek energetikdjanak megoérzésén, valamint az Akt/PI3K mint ismert talélési
jelatviteli utvonal aktivalédasan keresztiil.

Szamos amiodarone szarmazékot szintetizaltunk és megvizsgaltunk az mPT-e
gyakorolt hatasaikat, mig kivalasztottunk egy olyan uj amiodarone anal6got
(HO-3538), melynek egyik ethyl- oldallancat 1-hydroxy-2,2,5,5-tetramethyl-
2,5-dihydro-1H-pyrrol-3-ylmethyl csoportra cseréltiik, mely SOD-mimetikus
aktivitdst hordoz. A HO-3538 alacsonyabb koncentraciéban tokéletesen
gatolta a Ca® indukalta mitokondridlis duzzadast, mig nagyobb
koncentracioban nem okozott mitokondrialis permeabilitas tranziciot.

A HO-3538 bar kisebb szabadgyok fogd aktivitassal rendelkezik, mint mas
antioxidans vegyiiletek, vagy éppen sajat SOD-mimetikus szubsztituens

oldallanca Onmagéban, mégis sokkal hatékonyabbnak bizonyult az



amiodaronnal szemben-vagy egyéb vizsgalt vegyiileteknél- mind ischemia-
reperfuzi6 soran, mind oxidativ stresszben. A protektiv hatds —minden
kétséget kizaroan- az mPT gatld tulajdonsag SOD-mimetikus aktivitassal vald
kombinalasanak koszonhetd. A HO-3538 egy uj tipusa gyokfogo
tulajdonsagokkal rendelkez6 mPT inhibitor molekula, amely alapjaul
szolgalhat 1j cardioprotektiv és az Amiodaronéhoz hasonld hatdsu

gyogyszerek kifejlesztéséhez.
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