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Roviditések jegyzéke

ACE: angiotenzin-konvertdlé enzim

ADME(T): abszorpcid, eloszlés, lebomlds,

kitiriilés, toxicitas

Akt: protein kindz B

ALK: aktivin receptor-szerli kindz

AP: aktivitor fehérje

ATCC: american type culture collection
BSA: marha szérum albumin

cAMP: ciklikus adenozin monofoszfat
CDK: ciklin-fiiggd kinaz

CGD: kronikus granulomatézis betegség
CI: konfidencia intervallum

COX: ciklooxigenaz

CSF: kol6nia-stimulalé faktor
DMEM: Dulbecco's modified Eagle's
medium

DMSO: dimetil-szulfoxid

DPI: difenil-jodénium

DUOX: kettos oxidaz (dual oxidase)
DTT: ditriotreitol

EC: endotél sejt

ECM: extracelluldris matrix

EPO: eritropoetin

ER: endoplazmatikus retikulum

ERK: extracelluldris jellel szabalyozott
protein-kindz

EVL: bovitett validacids vegyiilettar
FACS: dramlasi citometria

FAD: flavin-adenin-dinukleotid

FBS: magzati borju szérum

FI: fluoreszcencia intenzitas
FP: fluoreszcencia polarizacid
GABA: gamma-aminovajsav
Glut: gliikéz transzporter

GR: glutation reduktaz

GSH: redukalt glutation
GSH-Px: glutation-peroxiddz
GSSG: oxidalt glutation
HBSS: Hank's pufferelt séoldat
HEK 293: humén embriondlis
vesesejtvonal

HIF: hipoxia-indukdlt faktor
HPLC: nagyfelbontasu
folyadékkromatograf

HRP: tormaperoxidiz

HSA: humén szérum albumin
HTS: nagy ateresztoképességii
(molekula) sziirés

HUVEC: humén koldokvéna
endotél sejt

ICs¢: 50%-o0s gatlashoz sziikséges
koncentracio

IMAP: immobilizlt fémion assay
IL: interleukin

IPF: idiopatiés tiid6fibrozis

JNK: c-Jun N-terminalis kinaz

LDL: alacsony denzitasu lipoprotein

LPO: laktoperoxidadz
LPS: lipopoliszaharid
MAPK: mitogén-aktivalt protein-
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-kindz (MEK)

MCP: monocita-kemotaktikus
fehérje

MMP: matrix metalloproteaz
MPO: mieloperoxidiz

mRNS: hirvivé RNS

MTT: 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2.5-difeniltetraz6lium bromid

NA: numerikus apertira

NADPH: redukalt nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfat

NF-kB: nukledris faktor kB

NMR: méigneses magrezonancia
NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén-monoxid-szintdz
NOX: NADPH-oxidaz

NoxA1l: NOX aktivétor 1

NoxO1: NOX szabdlyoz6 1

OPD: o-fenilén-diamin

oxLDL: oxidédlt LDL

PAI: plazminogénaktivétor inhibitor
PAMPA: parallel mesterséges membran
permeabilitas vizsgélat

PAO: fenilarzin oxid

PBS: foszfat-pufferelt séoldat
PDGF: trombocita-eredetli novekedési
faktor

PEDF: pigmentepitélium-eredett faktor
PKC: protein-kindz C

PLC: foszfolipaz C

PMA: forbol-mirisztoil-acetat
PMSF: fenil-metil-szulfonil-fluorid

PTP: protein-tirozin-foszfatz
PVDF: polivinilidén-fluorid

QSAR: kvantitativ struktira-aktivitas
Osszefiiggés

Rb: retinoblasztéma

RCC: vesesejt karcindma

RFU: relativ fluoreszcencia egység
RhoGDI: Rho GDP-disszociicié
inhibitor

RICK: receptor-kolcsonhaté protein-
kindz

ROS: reaktiv oxigén szdrmazékok
SDS-PAGE: natrium dodecil-szulfat
poliakrilamid gélelektroforézis

SH3: Src-homolégia 3 domén
siRNS: kis interferdlé RNS

SOD: szuperoxid-dizmutaz

TBS: tris pufferelt s6oldat

TBST: TBS-Tween 20

TGF: transzformdl6 novekedési
faktor

TIMP: MMP szoveti inhibitor
TLC: vékonyréteg kromatografia
TNEF': tumor nekrozis faktor

VEGF: érendotél novekedési faktor
VSMC: ér simaizom sejt

7’: signal window koefficiens

VHL: Von Hippel Lindau (tumor

SZUpresszor)
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1. Bevezetés, tudomanyos hattér

1.1. Reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)

A reaktiv oxigén szdrmazékok aktiv oxigént tartalmazé kis molekuldk, melyek két
nagyobb csoportba sorolhaték. A szabadgyokok, mint a szuperoxid (+O,’), hidroxil-
gyok (+OH), peroxil-gyok (RO,*) és alkoxil-gyok (RO-) olyan molekuldk, melyek egy
vagy tobb pérositatlan elektronnal rendelkeznek, és ennek koszonhetéen meglehetdsen
instabilak és reaktivak. A madsik csoportot az oxigén nem gyok tipusi szdrmazékai
képviselik (hipoklérossav (HOCI), 6zon (Os), szinglet oxigén (102) €s hidrogén-peroxid
(H20,)), melyek oxidéalé tulajdonsdguak, és konnyen gyokké alakulhatnak. Ezek
azonban hosszabb féléletidével rendelkeznek, kevésbé reaktivak, és ennek megfeleléen

stabilabbak, mint a szabadgyokok [1].

1.1.1. A ROS képzodése és hatastalanitasa a szervezetben.

Mint a késébbiekben latni fogjuk, bizonyos mennyiségii ROS elengedhetetlen, tobbek
kozott a normalis sejtmiikddés szabdlyozasdhoz, a sejten beliili jelzések tovabbitdsahoz,
a sejtek szaporoddsihoz, a védekezést szolgdlé gyulladdsos folyamatokhoz és az
apoptézishoz. Fiziologids koriilmények kozott a ROS, mint a normdl aerob
metabolizmus mellékterméke jelenik meg a mitokondrium és mikroszomélis elektron-
transzport ldncok, a fagocita sejtek és enzimrendszerek (pl. xantin oxid4z, monoamin
oxiddz, peroxiszémadlis citokrom P-450 oxiddz) bioldgiai reakcidi soran [2, 3, 4, 5] (1.
abra). A NADPH oxiddz (NOX) enzimek voltak ugyanakkor az elséként azonositott

olyan enzimek, melyeknek elsddleges funkcidja a szuperoxid termelés.
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1. dbra. A ROS enzimatikus forrdsai [1].

Normdl esetben a ROS termelést enzimatikus és nem enzimatikus antioxiddns
rendszerek mitkodése ellensulyozza, és biztositja ezzel a szervezet redox egyensulyét a
sejtekben és szovetekben. Ezek az enzimatikus és nem enzimatikus mechanizmusok
eltérnek a sejten belilli és kiviili kompartmentekben. A legfontosabb enzimatikus
antioxiddnsok a szuperoxid-dizmutdz (SOD), a glutation-peroxiddz (GSH-Px), a
glutation reduktdz (GR) és a katalaz [6].

A SOD a -0, dizmuticidjit katalizdlja hidrogén-peroxiddad és oxigénné. A glutation
peroxiddz a lipid peroxidokat és hidrogén-peroxidot redukdlja vizzé és lipid
alkoholokkd, mikdzben a glutationt, glutation diszulfiddd (GSSG) oxiddlja. A glutation
reduktdz egy flavoprotein, mely az oxidalt glutation NADPH fiiggd redukcigjat
katalizdlja glutationnd (GSH), fenntartva ezzel a sziikséges redukélt GSH szintet, amely
elengedhetetlen a GSH redox ciklusdhoz. A kataldz egy intracelluldris antioxiddns
enzim, mely elsdsorban a peroxiszomékban és a citoszolban taldlhaté meg. A hidrogén-
peroxid redukcidjat katalizédlja vizzé és oxigénné, és kiillonosen hatékony magas szintii
oxidativ stressz esetében. A keletkezd0 ROS-t semlegesithetik tovdbbd a
peroxiredoxinok, a citokrém-oxiddzok vagy kozvetleniil a citokrém-c [7, 1]. A rendszer
milkodésének alapjait a 2. abran bemutatott vazlat szemlélteti. A szervezetben képz6do
szuperoxid-gyokoket az egyik lehetdség szerint a SOD hidrogén-peroxidda alakitja,

amelyet aztdn a kataldz vizre és oxigénre bont. Egy mdsik lehetdség szerint a GSH-Px
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vizz¢ alakitja a hidrogén-peroxidot oly médon, hogy ezzel egyidében redukélt formaban
jelenlévd glutationt oxidal el. Ez utdbbit aztdn a GR alakitja ismét a redukélt formava. A
GSSG redukdlasdban kozremiikodhetnek kéntartalmu fehérjék is. Ilyen szerepet tolthet

be példdul a hemoglobin tiol-csoportja.

. . Kivalasztas

2. dbra. A ROS kdrosito hatdsdnak kivédése a szervezetben. GSH-Px, glutation-

peroxiddz; GR, glutation reduktdz; GSH, redukdlt glutation;, GSSG, oxiddlt glutation,
GRXo, oxiddlt glutaredoxin; GRXr, redukdlt glutaredoxin; TRXo, oxiddlt tioredoxin;
TRXr, redukdlt tioredoxin.

Modd van azonban arra is, hogy a GSSG transzferdz enzim kozremiikodésével a GSSG
kivélasztasra keriiljon. Az enzimatikus k6zombosité folyamatokat timogatja, kiegésziti,
illetve annak hatékonysdgit noveli a nem specifikus antioxiddnsok jelenléte is,
amelyeket elssorban a tdpédlkozds sordn juttatunk szervezetiinkbe. A szdmtalan
antioxiddns koziil taldn a legfontosabbak az alfa-tokoferol (E-vitamin), B-karotin az

aszkorbinsav (C-vitamin) és a flavonoidok [8].

1.1.2. ROS fiziolbgiai szerepe

A ROS fiziolégids szerepei kozé tartozik tobbek kozott az endotél funkcié fenntartdsa
€s a vaszkuldris tonus szabdlyozdsa, a szervezet védelme, a hormon bioszintézis, a
fertiliz4cid és a celluldris jelatvitel. Ez utébbival kapcsolatban elmondhatd, hogy a ROS

kiilonboz6 fajtai kiilonbozd jeldtviteli utakat képesek aktivdlni, melyek aztin eltéro,
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esetenként ellenkez6 funkciondlis vélaszt valtanak ki. Ennek j6 példdja a vérnyomadsra
gyakorolt kozvetett és kozvetlen hatdsa. A szuperoxid reagdl a nitrogén-monoxiddal
(NO), melynek sordn peroxinitrit (ONOQO") keletkezik. A vazodilatitor NO
mennyiségének csokkenése endotél diszfunkcidhoz €s vazokonstrikcidhoz, ezzel magas
vérnyomdashoz vezet [9, 10]. Masrészrdl viszont a H,O,, mint vazodilatator miitkodik
bizonyos érszakaszokon elsdsorban az agyi, korondria és mezenterikus artéridkban [11,
12]. A hidrogén-peroxid vérnyomds szabédlyozasdban betoltott kozvetlen szerepe illetve
a makromolekuldkkal (lipidek, szénhidritok, nukleinsavak) és kis molekuldkkal
(elsésorban a NO) val6 interakcidja mellett egy kémiai ROS jel dtalakitasa biologiailag
relevans eseménnyé bizonyos fehérjék poszttranszlaciés kovalens médositasan keresztiil
is megvaldsul, azok funkcidjdnak megvaltoztatdsa révén. Ez lehet egy akut véltozds
(mésodpercek, percek) a célmolekula funkcidjdban (ioncsatornak, kontraktilis fehérjék),
vagy okozhat krénikus valtozast a sejt fenotipusdban (6rék, napok) amikor a célfehérje
egy jelatviteli molekula (pl. protein-kindz, protein-foszfatiz vagy redox-szenzitiv

transzkripcids faktor).

1.1.2.1. A ROS szerepe a sejt miikodésében akut valtozast okozo jelatvitelben

Az intracelluléris és plazmamembrin ioncsatorndk reguldciéja mind direkt, mind ROS
fliggd jelatvitel révén megvalésulhat. A NOX eredetli ROS elsésorban a K'-csatorndk
[13], a plazmamembran Ca’'- [14] és inracellularis Ca”*-csatorndk [15] és pumpdk
mitkadését képes ily médon befolyédsolni, ezzel hatdsa kiterjed a Ca**-fiiggd jeldtvitelre
[45]. Egy masik nagyon fontos akut jeldtviteli folyamatban, a sejtek oxigén
érzékelésében is nagy jelentOséget tulajdonitanak a ROS-nak. Legaldbb két sejten beliili
esemény jelzi a sejteknek a hipoxia allapotat: a hipoxia-indukalt faktor (HIF)
stabilizaléddsa és a redox-szenzitiv K*-csatorndk aktivaléddsa [13]. Hipoxidban a HIF
prolil-hidroxildz miikddése gatolt, ennek kovetkeztében nem torténik meg a HIF
degradécioja. Tekintve, hogy a HIF prolil-hidroxilaz egy oxigénfiiggd enzim, valdszind,
hogy a hipoxiaban megndvekedett ROS képzodés kozremiikddik a HIF stabilizalasédban.
Hipoxidban a K'-csatorndk inaktivdlédnak, ami a plazmamembran depolarizéciéjahoz

vezet [16]. Val6sziniileg ebben a ROS 4ltal kivaltott K'-csatorna gatlas is kozrejatszik.
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1.1.2.2. A ROS szerepe a sejt miikodését hossziitavon befolyasolé jelatvitelben

A fent leirtak alapjan egyértelmii, hogy a ROS és a makromolekuldk interakciéja nem
feltétleniil vezet az utébbi irreverzibilis oxidativ sériiléshez, Ggy ahogy azt kordbban
gondoltdk. A legjobban ismert és taldn legfontosabb dtvonalak, melyeken keresztiil a
ROS hosszu tdvon képes szabélyozni a sejtfunkcidt, a protein-tirozin-foszfatazok (PTP)
inaktivdlasa, illetve a protein kindzok (elsOsorban mitogén-aktivalt protein-kindz
(MAPK), protein kinaz B (PKB, Akt), extracelluldris jellel szabalyozott protein-kindz
(ERK) c-Jun N-termindlis kindz (JNK)) aktivdlasa, a katalitikus régidjukban 1évo redox-
szenzitiv cisztein aminosavak oxid4cidjan keresztiil [17]. Hasonlé médon, a ROS képes
bizonyos transzkripcids faktorok (nukledris faktor-xB (NFxB), aktivator protein-1 (AP-
1) p5S3 és HIF) aktivdlasara [18]. A PTP befolydsolja szdmos jelatviteli fehérje
foszforildltsagi allapotdt, ennek megfelelden tehdt a ROS kozvetett modon képes
befolydsolni a sejtproliferdcidt, differencidldédast, tilélést, metabolizmust és mobilitast
egyardnt [19]. A hidrogén-peroxiddal kezelt sejtekben a p38MAPK foszforilacidja és
aktivélasa figyelhetd meg, amely részben a foszfatdz aktivitds gatldsanak is koszonhetd
[20, 21].

A korédbban targyaltak mellett, a ROS oxigénszint érzékelésben betoltott szerepének egy
madsik aspektusa a sejtdifferencialodds szabdlyozédsa a trombocita-eredetli novekedési
faktor (PDGF) jelatvitelen keresztiil. A megfigyelések szerint tobbek kozott a ROS
biztositja a sejtciklus GO-G1 atmenetét a ciklin D expresszidjahoz sziikséges jelatviteli
utvonalak aktivaldsaval [22, 23]. A ciklin D szint novekedése biztositja a ciklin
D/CDK4/6 komplex aktivalodasat, ami a retinoblasztoma (Rb) fehérje foszforilacidjan
kersztiil egy kulcsfontossdgi mozzanatot jelent a G1 fazisba valé belépéshez [24] (3.

abra).

10
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3. dbra. A ROS feltételezett szerepe a Gl fdzisba valo belépéshez vezeto jeldtvitelben.

A ROS a p53 és p21 fehérjék szintjének csokkentésével illetve a pS3 DNS kotd
doménjén 1évo cisztein aminosavak oxiddcidjaval (a DNS-hez valé kotddés gatlasdval)
biztositja a ,,p53 ellenérzOponton” vald atjutast [25]. A pS3 szdmos olyan enzimnek a
célpontja, amelyek a sejt proliferaciéjahoz sziikséges prekurzorok jelenlétét érzékelik. A
feltételezések szerint végeredményben a sejt tobbek kozott a ROS-t termeld enzimek
mikodésén keresztiil érzékeli a sejtoszoddshoz elengedhetetleniil fontos oxigén és
NADPH megfelel?6 szintjét [26].

Osszegezve, a génexpresszi6 reguldcidja tehdt torténhet egyrészt a mar emlitett redox-
szenzitiv médsodlagos jelatviteli rendszereken keresztiil (pl. a MAPK aktivéldsa) vagy
olyan transzkripcids faktorok révén, mint az NF«xB, AP-1 és p53, melyek redox
szenzitiv, alacsony pKa-val rendelkez0 cisztein aminosavakat tartalmaznak a DNS ko6td
doménjiikon. Tobbek kozott a tumor nekrézis faktor-o (TNF-a), transzformdld
novekedési faktor-f1 (TGF-B1), angiotenzin II, monocita-kemoattraktans protein-1
(MCP-1) és a plazminogénaktivator inhibitor-1 (PAI-1) expresszidjanak indukcidja
torténik ROS jelenlétében [27, 28]. A feltételezések szerint a ROS ezen kiviil taldn

képes a génexpresszid szabdlyozdsasra az mRNS stabilitds valtoztatasaval is [29].
1.1.2.3. A ROS szerepe az immunrendszer miikodésében.

A sejtfunkciok intracelluldris jeldtvitelen keresztiil megvalosulé szabédlyozdsa mellett a

NOX enzimek 4ltal termelt ROS masik kulcsfontossagi funkcidja a ,,sajat védelme”.
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Eleinte kizarélag a ROS filiggo direkt sejtpusztitdst gondoltdk a NOX enzimek szervezet
védekezésében betoltott szerepének, de a helyzet ennél sokkal komplikéltabb. Szdmos
mds ROS fiiggd mechanizmus noveli a védekezés hatékonysdgat. Ezek kozé tartozik
tobbek kozott a mikroorganizmusok virulencia faktorainak inaktivacidja [30, 31] ill. a
pH és ion koncentriacidk szabdlyozdsa a fagoszémdban [32]. ElImondhat6 tehét, hogy a
ROS mind direkt, mind indirekt médon szerepet jdtszik a mikroorganizmusok elleni

védelem biztositasaban.
1.2. NADPH-oxidazok

1.2.1. A NOX enzimcsalad

NADPH-oxiddzok olyan enzimek, melyek elektronokat transzportdlnak biologiai
membranokon keresztiil. Az elektron akceptor az O,, az elektron transzfer végterméke
pedig szuperoxid, ennek megfelelden, a NOX enzimek bioldgiai funkciéja a ROS
generdldsa. Miikodésiik egyarant fontos a tiidé szoveteiben, szivben, kozponti
idegrendszerben, vesékben, bélrendszerben, és a csont sejtjeiben, gyakorlatilag
mindenhol, még a spermatozodkban is, ahol kritikus a szerepiik az élet kezdetén [33].
Jelenleg a NOX enzimcsaldd hét tagot szamldl: NOX1-5 valamint a kettos oxidaz
(DUOX) 1 és 2.

Az elsOként leirt, legtobbet tanulmanyozott és legjobban ismert NOX izoenzim a NOX?2
(gp91ph°x) vagy mds néven fagocita oxiddz volt. A fagocitdkban ez az enzim felelds a
nagy mennyiségli szuperoxid termelésért a fagocitézis sordn [34]. Az immunrendszer
normdlis miikodésének fenntartdsidban betoltott szerepét bizonyitja, hogy a krénikus
granulomatdzis betegségben (CGD) egy genetikai defektus folytdn inaktiv enzim
képzddik, mely életet veszélyeztetd fertdzések kialakuldsit eredményezheti [35].

Az elsOnek azonositott NOX2 homoldg a NOXI volt. Legnagyobb mennyiségben a
vastagbél epitéliumdban expresszalodik, de szdamos mads sejttipusban is megtaldlhato,
igy az érfal simaizom sejtjeiben, endotél sejtekben, méhben, placentdban, és a
prosztatdban [36]. A NOX3, NOX4 és NOXS5 mind human vesesejtekbdl lettek elso
alkalommal izolélva [37], ugyanakkor a NOX3 elsddlegesen magzati szovetekben €s a

felndtt belso fiilben expresszalodik [38], mig a NOXS nagy mennyiségben taldlhatéd
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meg a magzati szovetekben illetve a herében, 1épben, ovariumban, placentidban és
hasnydlmirigyben [39]. A NOX enzimcsaldd fent emlitett Gj tagjai 21-59%-o0s
azonossagot mutatnak a NOX2-vel [40]. Az 6t NOX izoenzim utdn két hosszabb
fehérje, név szerint a DUOX1 és DUOX?2 is azonositdsra keriilt humdn pajzsmirigy
sejtekbdl, melyek 53% ill. 47% azonossdgot mutatnak a NOX2-vel a C-termindlis
régioban [41]. Ezek az enzimek elsOsorban a pajzsmirigyben expresszalédnak, de

kisebb mennyiségben, a gyomorban is megtaldlhaték [41].

1.2.2. Szerkezet és aktivitas

A NOX izoenzimek csalddja harom csoportba sorolhaté bizonyos specifikus domének
megléte vagy hidnya alapjan. A NOX1, NOX2, NOX3 és NOX4 enzimeknek azonos az
altalanos szerkezete: hat transzmembrdn alfa hélix, melyek konzervalt hem-k&td
hisztidineket tartalmaznak, kettot a harmadik és kettot az Otodik transzmembran
doménen, valamint FAD- és NADPH-ko6t6 doméneket a citoplazmatikus C-terminélison

[42] (4. abra).

NOX1,NOX2
NOX3,NOX4

4. abra. A NADPH oxiddz enzimek dltaldnos felépitésének sematikus dbrdja.

A NOXS5 annyiban tér el ez el6zéektdl, hogy rendelkezik négy N-termindlis
kalmodulin-szeri EF doménnel, tehit négy darab Ca2+-k6t6helyet tartalmaz, lehetové

téve ezzel a citoszolikus Ca** jeléatvitelen keresztiil torténd aktivaciét [43]. A DUOX
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enzimek a NOXS struktirdlis elemein feliill még rendelkeznek egy peroxiddz homol6g
doménnel is az N-termindlison, amelyet egy tovdbbi transzmembran szegmens kapcsol
a Ca’*-koté doménhez [41, 44].

Habér a NOX enzimcsaldd mind a hét tagja a molekuldris oxigén redukcidjét katalizdlja,
az egyes izoenzimek kiilonboznek szoveti megoszlasukban, alegység igényiikben,
domén struktdrdjukban és abban a mechanizmusban, amivel aktivdlédnak. A NOX2
aktivacidja fehérje-fehérje interakciok komplex sorozatdnak koszonhetd (5. abra). Az
enzim konsitutivan kapcsolt a p22P"* fehérjéhez, melynek hidnyaban instabil,
ugyanakkor magahoz az aktivicidjdhoz szamos egyéb citoszolikus faktor is sziikséges.

o . h
Az aktivdcié6 sordn a p47™™*

regulator alegység foszforildlédik és a membranba
transzlokdlédik egy komplex formdjaban, mely a p67°" és p40P™* alegységeket is
tartalmazza. A membranban a citoszolikus komplex kapcsolédik a NOX2-t és p22P"**-ot
magdaba foglal6 heterodimerhez (citokrém bssg) [45]. Ezeken tdl sziikséges, hogy a Rho
GDP-disszociacié inhibitor (RhoGDI) disszocidljon a RacGDP-rdl, ami ezutin GTP-t

kot. A Rac, a regulétor alegység hatdsasra aktivilédik egy kétlépéses mechanizmussal,

melyben el8szor a NOX2-vel, majd a p67°"*-szal 1ép kélcsonhatasba [46, 47].

5. dbra. A NOX?2 aktivdciojdnak folyamata.

Hasonléan a NOX enzimekhez, az azok miikodését reguldlé alegységek (pd7P"™,

Phox 47 oformét NoxO1-

p67°"%) izoforméi is azonositdsra keriiltek. A 41 kDa tomegii p47
nek, az 51 kDa tomegli p67°"™ izoformat NoxAl-nek nevezték el. A NoxAl abban tér
el a p67™"*-t61, hogy hidnyzik réla egy N-terminalis Src homoldgia 3 (SH3) domén és a
p40P™* kstéhely [48]. A NoxOl esetében a foszforilacié fiiggd miikodés elvesztése a

legnagyobb eltérés, melynek révén dgy tlinik, folyamatosan képes tdmogatni a Nox1

14



DOI:10.14753/SE.2012.1726

konstitutiv akitivitdsat (a p47°"™ foszforildciét igényel az oxiddz aktivdlashoz). A
NoxOl és NoxAl a p47™*-ot és p677-ot helyettesiti bizonyos sejtekben,
valoszintileg a Noxl aktivdcié soran in vivo [49]. Az enzim komplex harmadik
alegységének a Rac izoforméainak expresszidja is eltérd a kiillonbozo sejttipusokban. A
fagocitdkban a Rac?2 a jellemz6 izoforma, mig a nem fagocita sejtekben a Racl dominal
[50]. Ugyantgy, ahogy a NOX2, a NOX1 és a NOX3 szintén igényli a p22°™*, valamint
a citoszolikus reguldtor komponensek (p477"/p67°""* vagy azok homoldgjai
NOXO1/NOXALI ill. a p40P™™) és a Rac asszocidci6jat, mig a NOX4 szintén p22P"**-
fliggd moédon milkddik, de nincs sziiksége citoszolikus faktorokra [45]. A NOXS és
DUOX enzimek az intracelluldris Ca**-szint emelkedés hatdsdra aktivdlédnak, mely

kozvetleniil kotddik az N-termindlison elhelyezkedo kalcium-koté doménekhez [51].
1.3. NOX4 enzim

Altalanos hattér

A NOX4 enzimet Geiszt Miklds és munkatdrsai 2000-ben irtdk le el0szor [52]. Mig a
NOX1, NOX2 és NOX3 egy evoldciésan kozel allé alcsoportjat alkotjdk a NOX
enzimeknek, addig a NOX4 alacsonyabb, 39%-0s szekvencia azonossidgot mutat a
NOX2-vel. A humdn NOX4 gén 18 exonbdl all és a 11-es kromoszéma hosszu karjin
(q14.2-g21) helyezkedik el [53]. NOX4 cDNS-sel transzfektdlt HeLa sejtek membrin
frakcidjdnak vizsgdlata sordn két, egy 75 és egy 66 kDa tomegli fehérje frakcid volt
elkiilonithetd. A nagyobb fehérje feltételezhetden a NOX4 gliikozildlt formdja, mivel
négy darab N-gliikoliz4ciés hely taldlhat6 az enzim mésodik €s harmadik extracelluléris
hurokjan (Asnl129-Phe-Ser, Asnl33-Tyr-Ser, Asn230-Arg-Thr és Asn236-Ile-Ser).
Azonban mar maga a gliikozilaltsag ténye is sok kérdést vet fel. Elképzelheto, hogy
sejttipus fiiggd, tekintve hogy NOX4 transzfektdlt COS-7 sejtekben a 75 kDa fehérje
nem volt kimutathat6 [53].

Az elektronforrés tekintetében vildgos, hogy a NOX1, NOX2 és NOXS specifikusan
NADPH-t és nem NADH-t haszndl, mint elektrondonor. Ugyanakkor a korai kutatdsok
alapjan azt feltételezték, hogy az érrendszerben a ROS generdl6 enzimek a NADH-t
részesitik elonyben a NADPH-val szemben, ezért szdmos szerz6 még mindig a

NAD(P)H oxiddz kifejezést haszndlja. Azéta bebizonyosodott, hogy a fent emlitett
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NOX izoformdkhoz hasonléan, a NOX4 enzim is a NADPH-t haszndlja
elektrondonorként [54, 55].

Expresszio

A NOX4 legnagyobb mennyiségben a magzati €s felndtt vesében expresszalodik, ott is
elsdsorban a kéreg régidban illetve a proximadlis és disztdlis tubulus sejtjeiben. Ennek
megfelelden valdszinlileg, mint oxigén szenzor, jelentds az eritropoetin (EPO) szintézis
sordn [53]. Ezek mellett nagy valésziniiséggel fontos szerepe van a vesesejtek
novekedésének, proliferdcidjanak és apoptdzisanak szabalyozasaban is. A vesében valo
er0s kifejezddése mellett [52, 53] a NOX4 hirvivd RNS (mRNS) megtaldlhaté az
oszteoklasztokban [56], endotél sejtekben (EC) [57, 58], ér simaizom sejtekben
(VSMC) [59], hematopoetikus Ossejtekben [60], fibroblasztokban [61], keratinocitdkban
[62], melandma sejtekben [63] és neuronokban [64].

Szerepe van a stressz jeldtvitelben a vese [65] €s simaizom sejtekben [45], tovdbba a
TGF-B-indukélt differencidléddsban [66], az inzulin-jelatvitelben [67], az
oxigénérzékelésben [13] €s a transzkripcid szabalyozdsaban [63, 68].

Lokalizacio

Kiilonboz6 NOX enzimek gyakran taldlhaték meg ugyanabban a sejtben vagy
szovetben, de eltérd funkciot toltenek be €s eltérd jelatviteli dtvonalakat aktivalnak [17].
HEK?293 sejtekben a NOX4 enzim az endoplazmatikus retikulumban (ER) volt
megfigyelhetd [17]. Habar a NOX4 funkciondlis szerepe teljes mértékben elképzelhetd
az ER-ban, egy ilyen lokalizaci6 szintén jelentheti az enzim felhalmozodasat a
szintézisének helyén. Kuroda és munkatarsai, ér simaizom sejteken és endotél sejteken
végzett megfigyelései alapjan, a NOX4 a sejtmagban lokalizdlddott [68], mig patkany
glomerularis mezangialis sejtekben €s szivizom sejtekben a mitokondriumban volt
kimutathato [69]. A NOX4-nek feltehetOleg fontos szerepe van az organellumok redox
allapotanak szabdlyozdsdban. Ez egy megfeleld magyardzat lehet az ER-ban torténd
lokaliz4cidra, ahol az oxiddlé kornyezet fenntartisa elengedhetetlen a fehérjék
megfeleld poszttranszlacios modositdsa soran. Ezen kiviil a NOX4 taldn maga is
szabalyozza a fehérjék oxidaltsagi szintjét az ER-kozeli régioban a hidrogén-peroxid
diffizidja révén. Ez utébbi esetben a NOX4 a kindzok, foszfatdzok és transzkripcids

faktorok aktivitdsdnak szabdlyozdsa révén jatszik szerepet a jelatviteli folyamatokban.
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A fent lefrtakat 6sszegezve tehit megéllapithatd, hogy a kiterjedt kutatdsok ellenére a
NOX4 enzim sejten beliili lokalizaciéjanak kérdése kordntsem tisztdzott megnyugtatd
modon.

ROS termelése

Egy tovabbi érdekes, de szintén sok megvalaszolatlan kérdést felvetd teriilete a NOX4
kutatdsnak az enzim é&ltal elsOdlegesen termelt ROS mindségének kérdése. A
megfigyelések azt sugalljdk, hogy a NOX4 aktivitds sordn inkabb hidrogén-peroxid
termelddik, nem szuperoxid. A NOX4 enzim harmadik extracitoszolikus hurokja (E-
loop) 28 aminosavval hosszabb, és ez a szakasz hidnyzik a tobbi NOX izoenzimbdl
[70]. Ennek a kizarélagosan NOX4 enzimre jellemzd szakasznak a kiiitése, vagy a
benne 1évé cisztein aminosavak cseréje nem befolydsolta az expresszidt vagy
lokalizaciot, de a H,O, termelést +O, termelésre vdltoztatta. Nincs ugyanakkor
egyértelmil bizonyiték, hogy az enzim kozvetleniil hidrogén-peroxidot éllitana eld. Egy
lehetséges magyardzat, hogy az enzim sejtorganellumokban val6 lokalizicidja révén
szuperoxidot termel a sejtszervecskék lumenébe, ahol az gyorsan dizmutaldodik
hidrogén-peroxiddd. Illeszkedik ebbe az elképzelésbe, hogy a NOX4 E-loop erdsen
konzervativ hisztidin aminosavakat tartalmaz, melyek protonforrast jelenthetnek a :O,
gyors dizmuticidjdhoz [70]. A hidrogén-peroxid az, ami képes atjutni a membranokon
és elérni az extracitoszolikus/extracelluldris teret.

Ezzel kapcsolatosan egy szintén megvalaszoldsra vard kérdés, hogy a NOX fiiggd redox
jelatvitel specifitisa hogyan pdrosul egy olyan diffizibilis medidtorhoz, mint a
hidrogén-peroxid. Elképzelhetd, hogy éppen a kompartmentalizalt ROS produkcié
biztositja a jelatvitel specifikussdgat. Mig a NOX2 komplex elsOsorban a
plazmamembranban foglal helyet, addig a NOX4 inkdbb a sejtorganellumok
membranjaban (nukleusz, mitokondrium, ER) [68, 71, 72]. Ezenfeliil elképzelhetd,
hogy a lokalizdlt szuperoxid produkcié elérése érdekében a NADPH oxidaz
komponensek kolcsonhatnak oxiddz-koto proteinekkel is.

Aktivacio

Habar a NOX1, NOX2 és NOX3 enzimek mukodése aktivalo és szervezd alegységek
jelenlététdl fiigg, a NOX4 olyan sejtekben is aktiv, melyek nem expresszdlnak ilyen
faktorokat. Jelenlegi ismereteink szerint a NOX4 egy kizdrdlag p22P"**-fiiggé enzim,

vagyis ROS termeld funkciéjdhoz elengedhetetlen a p22ph°X alegység [73]. A
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citoszolikus faktorokat igénylé NOX enzimek aktivdlédasa sordn a p47°", PX (phox)

2ph0x 2phox

doménjén 1évé SH3 régié kapcsolddik a p2 prolinban gazdag régi¢jdhoz. A p2
mutansok, melyekbOl hidnyzik a prolin gazdag C-terminalis régio, képesek teljes
mértékben fenntartani a NOX4 4ltali ROS termelést, mig ugyanez a mutdns nem
alkalmas a NOXI1, NOX2, és NOX3 aktivdlasdra [52]. A NOX4 nem igényel
citoszolikus alegységeket, és aktiv minden fajta stimuldci6tol fiiggetleniil [73]. A sziv-
és érrendszerben az agonistdk stimuldcidjanak hidnydban is megfigyelhetd folyamatos
ROS termeld aktivitas valdsziniileg NOX4 alapu. Ezt tdmasztja ald az is, hogy a NOX4
kilitése redukdlta az alap ROS produkciot EC és VSMC sejtvonalakban [74].
Transzfektalt human embrionélis vesesejtekben (HEK293), EC és VSMC sejtekben az
oxiddz aktivitds fiiggetlen a citoszolikus alegységektsl (p67™", p47°™* NoxAl,
NoxOl) azt sugallva ezzel, hogy konstitutivan aktiv enzimr6l van szé [45, 52]. Az
enzim Rac fliggése és stimuldlhatésidga még mindig ellentmondédsos. Habar néhany
indirekt adat a Rac sziikségességére utal, a szdmos sejten elvégzett vizsgélatok alapjan
valOszinlsithetd, hogy a NOX4 nem igényli a Rac miikdodését sem [73]. Ezeknek
megfeleloen nagyon valdszinli, hogy a NOX4 egy olyan indukalhat6 NOX izoenzim,
mely az mRNS szintjén keresztiill szabdlyozott €s nem poszttranszlicids fehérje
modositdssal. A feltételezések szerint a NOX4 enzim gyorsan (néhany Oora alatt)
szintetizdlodik és degradalodik. Ez éles kontrasztban 4ll a NOX?2 tobb napig tartd
aktivitasaval [75].

Stimuléacio

A NOX4 folyamatos alapszintli aktivitisa mellett, a megfigyeléseknek megfelelden,
bizonyos stimulusok képesek fokozni az enzim miikodését, mint a lipopoliszaharidok
(LPS) a HEK293 sejtekben [76], az inzulin adipocitdkban [67] és az angiotenzin Il vagy
a magas gliikéz szint mezenchima sejtekben [77]. A miikddés fokozasa mellett az
enzimaktivitds szintén szabdlyozhaté a transzkripcié szintjével, igy novelve vagy
csokkentve az éppen elérhetd enzim mennyiségét. A NOX4 esetében, az expresszid
szintjében bedlld valtozasok talan a legfontosabb reguldlé mechanizmusok, melyek
felelosek az aktivitds moduldldsaért. Egyre tobb olyan informécié érhetd el, mely szerint
bizonyos jelétviteli dtvonalak és/vagy effektorok szerepet jatszhatnak a kiilonbozé NOX
izoformék expresszigjaban. A NOX4 mRNS szintet csokkenti pl. a trombin, de emeli a

human urotenzin II, 7-ketokoleszterin, és mechanikai stressz [45]. A NOX4 mRNS és
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fehérje kifejezddésének emelkedésérdl szamoltak be angiotenzin II kezelést kovetden,
de az angiotenzin II indukdlt NOX4 mRNS expresszid, pigmentepitélium-eredetii
faktorral (PEDF) gatolhat6 volt [78, 79]. Szintén a NOX4 mRNS expresszidjanak
novekedése figyelhetd meg ER-stresszben, karotisz sériilésben, hipoxidban,
iszkémidban, valamint TGF-B1 és TNF-a stimuldciét kovetden simaizom sejtekben és
fibroblasztokban [45, 64, 66]. A protein-kindz C (PKC), és elsdsorban a PKCa egy
fontos vaszkuldris NOX4 aktivatornak tlinik. Azon feliil, hogy akut médon reguldlja a
NOX enzim aktivitdsadt, magat a gén expresszidjat is szabalyozza [80]. Simaizom
sejtekben, angiotenzin II idukalt hipertenzidban és spontdn hipertenziv patkdnyokban a
PKC egyaréant novelte a NOX izoenzimek expresszidjat [81, 82].

Fontos kiemelni, hogy a NOX4 enzim aktivitisdnak és stabilitdsdnak fenntartdsaban
kiemelkedOen fontos szerepet jatszo p22ph°x fehérje expresszidja is mdédosulhat. A
p22P"°* expresszi6jan keresztiil hatd, azt specifikusan csokkenteni képes anyagok,
tobbek kozott a dexamethason vagy a sztatinok [83, 84].

Az agonistdk €s antagonistak 4ltal kivaltott, a NOX4 illetve p22ph°x expresszios
szintjében bedlld vdltozasok molekularis mechanizmusainak meghatdrozdsa nagy
jelentdséggel bir. Ezeknek a folyamatoknak a felderitésével olyan informécidkhoz
juthatunk, melyek a késdbbiekben segithetnek egy NOX4 expressziot célzd terdpids

stratégia kifejlesztésében.
1.4. NOX4 enzim, mint terapias célpont
1.4.1. A vese megbetegedései

Legalabb harom NOX izoforma expresszalddik a vese kortexében: NOX4, NOX2 és
NOX1, de a NOX4 a legnagyobb mennyiségben [45]. A kortexen beliil els6sorban a
tubulus sejtek, de kisebb mennyiségben a glomeruldris mezangidlis sejtek is
expresszaljdk [52, 53]. A NOX eredetii ROS alapvetéen 3 {6 funkciot lat el.

- A vese véraramlasdnak szabalyozdsat, amelyben a hidrogén-peroxid nitrogén-
monoxiddal val6 reakcidja jatssza a fOszerepet, limitdlva annak relaxdld hatdsdst az
afferens arteriolakban [85].

- A vesesejtek €életciklusanak szabdlyozasat.
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- A génexpresszi6 szabdlyozdsat. A transzkripciés faktorok (NF-«xB, c-JUN) NOX4-
fliggd oxidativ aktivaldsa, bizonyos gének (foszfolipiz A2, MCP-1, kol6nia-stimuldléd
faktor-1 (CSF-1) és ciklooxigendz-2 (COX-2)) megnovekedett expresszidjdhoz vezet
[45].

A vesesejt karcindma (RCC) tobb mint 60 szdzalékidt a Von Hippel-Lindau (VHL)
tumor szupresszor inaktivacidja okozza [86]. A VHL az E3 ubikvitin-ligdz komplex
szubsztratfelismerd alegysége, mely a heterodimer transzkripciés faktor, a HIF-2a
degradaciojat okozza [87]. Hipoxidban a HIF szdmos gén expresszidjat irdnyitja (EPO,
érendotél novekedési faktor (VEGF), gliik6z transzporter-1 (Glut-1), TGF-a)), melyek
tobbek kozott az eritropoézisben, angiogenezisben és anaerob metabolizmusban
jatszanak szerepet [88]. Normal oxigéntenzié esetén a HIF-2a alegység gyorsan
degradalodik a VHL-nek koszonhetden, de a VHL gén mutdcidja esetén a HIF-2a 4ltal
reguldlt gének megnodvekedett expresszidja figyelheté meg normél oxigén tenzié esetén
is. A HIF dtvonal szabdlyozdsa mind normoxids, mind hipoxids dallapotban, ROS
kozremukodésével, redox jeldtvitelen keresztiil valosul meg [89]. Szdmos tanulmany
bizonyitja a NOX4 szuperoxid termelésen keresztiil megvaldsuld szabalyozo szerepét a
HIF-20, expresszidjara és aktivitdsara egyarant [90]. Mint a domindns rendlis NADPH
oxiddz izoforma, a NOX4 egy igéretes célpontot jelent a HIF aktivitds manipuldldsira
RCC-ban. A NOX4 specifikus gatldsa valészinilileg hatékony mddszer az Osszes, az

RCC-ben HIF-2a altal regulélt gén overexpresszidjanak gatlaséra.

1.4.2. Cukorbetegség és diabéteszes nefropatia

Novekszik azoknak a megfigyeléseknek a szdma, melyek szerint a ROS tdltermelése az
egyik legfébb faktor a cukorbetegséghez kapcsolt érrendszeri és vese megbetegedések,
illetve maganak a cukorbetegségnek a kialakuldsdban [91]. A diabétesszel kapcsolatban
a legtobb bizonyiték azt sugallja, hogy mind a NADPH oxid4dz, mind a disszocialt
nitrogén-monoxid-szintdz (NOS) szerepet jatszik az endotél diszfunkci6 kialakuldsaban,
pl. streptozotocinnal kezelt patkdnyok és egerek aortdjaban [92], és olyan
cukorbetegségben szenvedd emberek artéridgjaban is, akik korondriaartéria-bypass
mitéten estek at [93]. A ROS tiltermelése diabéteszben a hiperglikémia direkt

kovetkezménye. Tobbféle sejt, koztiik az EC, VSMC és tubuldris epitél sejtek egyardnt
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képesek ROS termelésre hiperglikémidban [91]. A ROS kulcsszerepet jatszik a
diabétesz kései komplikdcidinak kifejlodésében is, igy az ateroszklerdzis [94], valamint
a megnovekedett szuperoxid produkcié révén az endotél diszfunkcié kialakuldsban
humédn diabétesz mellituszban [93, 95], patkdny diabétesz modellben [92] és
angiotenzin II indukdlt hipertenziéban [81]. Azon feliil, hogy direkt médon kdrositja a
makromolekuldkat, a ROS jeldtviteli molekulaként is mukodik, és szdmos olyan
stressz€rzékeny jelatviteli utvonalat aktival a sejtben, ami végiil a sejtek sériilését
okozza [28]. Eldsegiti a transzkripcios faktorok és szignaltranszdukcids kaszkadok
hiperglikémia indukalt aktivacidjat, ezzel tobbek kozott profibrotikus gének
transzkripcidjdhoz is vezet. Az elszabadult ROS képzddés nefrotoxikus utvonalak
kialakulasaban is szerepet jatszik [96]. Megnovekedett NOX4 protein €s mRNS
expressziorol szamoltak be tobben is diabéteszes nefropdtia esetében. Ugyanakkor
diabéteszes dllatok antiszensz NOX4 RNS-sel valo kezelése csokkentette a vese

sériilését [65].

1.4.3. Sziv- és érrendszeri megbetegedések

Hatéarozott kiilonbség van a fagocita NADPH-oxiddz és az érprepardtumokban
megfigyelt NADPH-oxiddz enzimaktivitds kozott, ami az ,,érrendszeri NADPH-oxidéz”
elnevezés elterjedt hasznalatdhoz vezetett. Fontos megemliteni ugyanakkor, hogy nem
l1étezik specifikus érrendszeri NADPH-oxid4z, inkdbb kiilonbozé NOX izoformak
komplex expresszidja az érrendszer kiilonbozd sejtjeiben €s régidiban. Az endotél
sejtekben a NOX4 tlinik a leggyakoribb izoformdnak (mRNS és enzim szinten), habar a
NOX1, NOX2 és a NOXS szintén megtaldlhat6 (6. abra). Az érrendszeri simaizmokban
szintén a NOX4 jelenik meg a legnagyobb mennyiségben [45].
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6. dbra. Az egyes NOX izoformdk megjelenése az érrendszer sejtjeiben [45].

A NOX4 enzim expresszidja és aktivitdsa az agyi artéridkban sokkal magasabbnak
tinik, mint a szisztémas artéridkban [97]. Az 6sszes NOX izoforma koziil, a NOX4
expresszid korreldl legjobban a human korondria artéridk endotél funkcidjdval és total
NADPH-oxidaz aktivitasaval [98].

A ROS relativ foloslege (oxidativ stressz) szdmos, a sziv- és érrendszert érintd
patoldgids folyamatban szerepel, beleértve az endotél diszfunkciét, magas vérnyomast,
érelmeszesedést, angiogenezist, fibrézist, extracelluldris maétrix depozicidt,
cukorbetegséget, gyulladast, hipertr6fidt, kardiovaszkuldris és vese remodelinget és

szivelégtelenséget [8, 45, 99, 100].

1.4.3.1. Endotél diszfunkcio

A ROS interakcigja nitrogén-monoxiddal kettds hatdssal bir. Egyrészt csokkenti a NO
szintjét, mdsrészt egy masik reakcioképes molekula a peroxinitrit képzddéséhez vezet.
Valéjdban a NO mennyiségének csokkenése tobb okra vezethetd vissza. Egyrészt a NO
reakcidjara a szuperoxid gyokkel, mdsrészt a NO képzddésének visszaesésére a

csokkent NOS expresszid, a NOS szubsztratjdnak (L-arginin) vagy kofaktordanak
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(tetrahidrobiopterin) hidnya és/vagy az endogén mddon képzddott antagonistak (pl. az
asszimmetrikus dimetilarginin) dltali NOS gétlds miatt [101, 102].

A ROS dltal okozott NO inaktivicio, ill. ONOO™ képzddés az egyik kulcsfontossagu
mechanizmus, mely a kiilonb6z0d kardiovaszkularis megbetegedések hatterében huzodo
endotél diszfunkcio kialakulasahoz vezet.

Az endotélium egy vékony, egyetlen sejtrétegbdl allo feliilet, ami a teljes sziv és
érrendszer belsO felszinét fedi és elvélasztja a keringd vért a szovetektdl. Annak
ellenére, hogy csak egy sejtréteget alkot, az egyiittes tomege meghaladja a m4jét és
kiteritve egy teniszpdlya méretének felelne meg, ezért szamos esetben ugy jelolik, mint
a szervezet egyik legnagyobb és legfontosabb szervét [103]. Az endotél sejtek ugy
viselkednek, mint egy receptor-effektor struktira, mely érzékeli a kiilonboz6 fizikai és
kémiai ingereket, és ennek megfelelden mddositja az ér alakjat vagy kibocsitja a
sziikséges faktorokat, hogy reagéljon az adott stimulusra, és fenntartsa a homeosztizist.
Funkcidja nem csupdn autokrin, de parakrin és endokrin is egyben. Az endotélium
egyarant termel vazodilatitorokat és vazokonstriktorokat, prokoagulansokat és
antikoaguldnsokat, gyulladdsserkentOket és gyulladdsgatlokat, fibrinolitikumokat és
antifibrinolitikumokat, oxidansokat és antioxidansokat [104]. Endotél diszfunkciéban az
endotél elveszti a képességét, hogy fenntartsa ezt a finom egyensulyt. Az endotél
diszfunkcié tehdt egy olyan éllapot, melyben a normélis vaszkularis homeosztizis
megvaltozdsa endotél-fiiggd vazodilaticid, gyulladdsos folyamatok €&s trombus
képzddésének tendencidjaval karakterizalhaté [105]. Sulyossdga olyan allapotokban,
mint az érelmeszesedés, hipertenzid, kronikus szivelégtelenség és diabétesz, fontos
indikdtora a jovOben bekovetkez6 kardiovaszkuléris eseményeknek [106].

A megnovekedett mennyiségli érfal NADPH-oxid4z eredetli ROS fontos meghatarozgja
az endotél diszfunkcié kialakulasanak érelmeszesedésben, kisérletes
hiperkoleszterinémidban, diabéteszben, szivelégtelenségben, kisérletes angiotenzin II-
indukdlt hipertenziéban, renovaszkuldris hipertenzioban és genetikailag oroklott

hipertenzidban [1].
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1.4.3.2. Magas vérnyomas

Szadmos tanulmény bizonyitja, hogy antioxidans vitaminokkal, SOD-mimetikumokkal
(4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidinoxil) vagy szabadgyokfogékkal val6é kezelés
megeldzte vagy elnyomta a hipertenzid kialaklulasat és az asszocialt szervek sériilését
[107, 108].

Bizonyitott tény az is, hogy az oxidativ stressz magasabb szintli azokban a betegekben,
akik esszencidlis  hipertenzidban, renovaszkuldris  hipertenzioban, malignus
hipertenzidban, sé-érzékeny hipertenziéban vagy ciklosporin-indukélt hipertenzidéban
szenvednek [109]. A hipertenziv betegek jelentésen magasabb hidrogén-peroxid
produkciét mutatnak, mint a normotenzivek [1]. Tovdbba magasabb hidrogén-peroxid
termelést figyeltek meg azokndl a normotenziv embereknél, akiknek nagyobb a
genetikai rizikdja a magas vérnyomadsra (csalddjukban gyakori a magas vérnyomads),
mint azokndl, akik csalddjdban nem volt kordbban ilyen betegség [110]. Ez arra utal,
hogy taldn genetikai tényezok is kozrejatszanak a ROS termelés novekedésében. Ezen
feliil, a ROS szint novekedése mellett a csokkent antioxiddns kapacitds erdsiti az
oxiadiv stresszt a hipertenzidval kiizdé betegekben. Ezekben az esetekben csokkent az
antioxiddns enzimek mennyisége és aktivitisa [107, 111]. A vaszkuldris NADPH-
oxiddz aktivitdis (NOX1, NOX2 és NOX4) valamint p22"™* mRNS expresszié is
magasabb volt olyan patkdnyokban, melyeket angiotenzin II infizidval hipertenzivvé
tettek [112]. Hasonl6an, a NOX1 és NOX4 transzkripcids szintjét is magasabbnak
talaltak transzgénikus, Ren2 fehérjét overexpresszald hipertenziv patkdnyok aortdjaban,
Osszevetve a vad tipusu kontrollal [78]. Spontdn hipertenziv patkdny agyi artéridiban a
megnovekedett NADPH-oxiddz aktivitds korreldciét mutatott a NOX4 expresszid
novekedésével [11]. Szdmos tanulmédny azt sugallja, hogy a cerebrovaszkularis
NADPH-oxiddz eredeti ROS felelds az angiotenzin II indukdlt hipertenzi
kifejlodésében [113].

A fent leirt kisérletes bizonyitékokra alapozva, melyek az oxidativ stressz
kardiovaszkularis rendszerre gyakorolt kdros hatdsainak szerepét igazoljak, hatalmas az
érdeklddés olyan stratégidk kifejlesztésére, melyek a ROS-t célozzdk a hipertenzid és
mds kardiovaszkularis betegségek kezelésében. A lehetséges megkozelitések:

1. Az antioxidans kapacitds novelése.
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2. A nitrogén-monoxid szintjének novelése.
3. A ROS képzddésének csokkentése az azokat 1étrehozé enzimek (NOX) aktivitdsanak

csOkkentésén keresztiil.

1.4.3.3. Erelmeszesedés

Az érelmeszesedést olyan betegségnek tartjuk, melyre a kovetkezO négy megéllapitas
érvényes:

1. Diffiz betegség.

2. Tekintve, hogy a 1ézidk kiillonbozd fejlettségi dllapotban taldlhatéak meg a test
barmely teriiletén, heterogén és multiform.

3. Az ateroszklerdzis egy gyulladdsos, immunoldgiai, poligénes és multifaktoridlis
megbetegedés, tekintve, hogy szdmos klasszikus rizikéfaktor jatszik szerepet a
kifejlodésében.

4. A plakk mindsége fontosabb, mint a mérete.

Kétféle 1€zi6 kiillonboztethetd meg. Az egyik az dgynevezett stabil vagy fibrézus plakk,
egy kicsi és altaldban kozponti elhelyezkedésii lipid maggal, melyet egy vastag és
ellendlld, kollagénben gazdag réteg véd, gyulladds jele nélkiil. A masik az tgynevezet
,high risk” instabil és sériilékeny plakk, nagy és excentrikus lipid maggal, melyet
gyenge ¢és vékony fibrotikus sapka véd kevés kollagénnel, nagy mennyiségii
makrofdggal és T-limfocitdval, aminek kovetkeztében a gyulladdsos reakci6 kifejezett.
Az érelmeszesedés komplex folyamatdnak szdmos aspektusa koztudottan redox-
szenzitiv. Ilyen tobbek kozott az endotél aktivacid, lipidek oxidativ mddositdsa, az
immunsejtek és VSMC ateroszklerotikus plakkba gyiijtése é€s a VSMC-proliferacié
[40]. A korai ateroszklerotikus plakk progresszigjadhoz megndvekedett NOX4
expresszid tarsul. Elsésorban a NOX2 és NOX4 jatszik szerepet az oxidativ stressz
kialakuldsdban humdén korondriaartéria-szkler6zisban. Mig a NOX2 expresszidja a
plakk makrofagtartalmdval korreldl, a NOX4 csak a nem fagocita tipusd vaszkularis
sejtekben taldlhaté meg [80].

Az endotél diszfunkcié nem csak az érelmeszesedés kezdeti stddiumdban, a plakk

képzddés elején jelentds, de eldsegiti a plakk novekedését és karakterisztikdjanak
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kialakitasat is. Az érelmeszesedés 1éziok mindig endotél diszfunkciéval kezdddnek és a
diszfunkci6 fennmaradasétol fiigg progresszidjuk [103].

Az alacsony denzitdsu lipoprotein (LDL) akkumulécidja az ateroszklerotikus 1€zi6
tertiletén kritikus jelent6séggel bir az ateroszklerdzis kialakulasdban. Az oxidativ stressz
allapotdban konnyen oxiddlédé LDL-koleszterin molekuldk (oxLDL) erdsen
immunogének és erdteljes stimulust jelentenek az EC-ben torténd NADPH-oxidaz
aktivdciohoz, mely aztan kozremikodik az adhézids molekuldk expresszidjdban és
monocitdk, valamint egyéb sejtek irdnyitasdban [114]. Az oxXLDL megtamadja az artéria
intimat és toxikus foszfolipidek kibocsatasdhoz vezet, mely aktivélja az endotél sejteket,
indukdlja az endotél adhéziés molekuldk képzddését és a monocitdk megjelenését,
noveli a sejtnovekedési faktorok és a gyulladdsos folyamatokban fontos gének
aktivitasit, endotél diszfunkciét és lemezke-aggregaciét provokal, és kedvez a
trombogenezisnek [103, 115]. Ezen feliil kimutattdk, hogy a NADPH-oxid4z eredetii
ROS kozrejatszik az LDL tovabbi makrofagok altali oxidaciéjahoz, egy ordogi kort
alakitva ki ezzel. Ha egyszer a monocitdk &4tjutnak az endotél rétegen, makrofagga
alakulnak és felveszik az oxLDL-t, majd habos sejtekké alakulnak. A habos sejtek a f6
komponensei az ugynevezett zsiros csikoknak, és az elsé 1épést jelentik az
ateroszklerotikus plakk kialakuldsidban. Az oxLDL a makrofdgokban is aktivdlja a
NADPH-oxidazokat, ami még tobb ROS-t generdl és az egész kezdddik eldrdl [114,
116]. Amellett, hogy megndvekedett p22ph°x expresszié  figyelhetd meg
ateroszklerdzisban a human korondria erekben, nagyobb szuperoxid mennyiség
detektalhaté a plakk vallandl, ami azt sugallja, hogy a NADPH-oxiddzoknak a plakk
instabilitdsdban is szerepe van [40]. A novekvd ateroszkelrotikus plakkban nem csak
makrofagok, de CD4+ T-limfocitdk és CD8+ T-limfocitdk szdma is megnovekszik, ami
egy specifikus immunvalaszra utal [117]. Ugyanakkor a kutaték még nem értenek egyet
abban, hogy ez vajon kéaros vagy eldnyos a ndvekvo plakk szempontjabol.

Az oxidativ stressz és endotél diszfunkcié szisztematikus természete mellett, a
korondria artéridk bizonyos részei hajlamosabbak az ateroszkelerdzisra. Novekedett
endotél diszfunkcidt és plakk lerakddast figyeltek meg az eldgazdsok teriiletén [80]. Ez
valészinlileg az itt kialakulé turbulencia kovetkezménye, amely megnovekedett

NADPH-oxidaz expresszibhoz és aktivitishoz vezet [118]. A korondria artéria
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megbetegedéshez dltaldnos oxidativ stressz tarsul a korondria cirkuldciéban, amely nem

csak az ateroszklerotikus teriiletekre szoritkozik, igy tovabbi komplikdcidkhoz vezet.

1.4.3.4. Angiogenezis

A neovaszkularizdcidéban betoltott szerepe kapcsan szintén elmondhat6, hogy patolégids
események egész sora kotddik a ROS képzddéséhez. A folyamatok hatterében
valésziniileg az hizédik meg, hogy a mar fentebb tirgyaltaknak megfeleléen a ROS
direkt médon aktivédlja a HIF-et és ezen keresztiil noveli a kiilonféle angiogén faktorok,

példaul a VEGF expresszios szintjét [45, 119, 120].

1.4.4. Fibrozis

A szovetek gydgyuldsa az emldsokben novekedési faktorok és a sejt-sejt interakcidkban
fontos madtrixmolekuldk koordindlt egyiittmiikodését igényli. A kiilonbozd szovetek
fibrézisa akkor kovetkezik be, amikor ez a folyamat nem megfelelden szabdlyozott,
illetve hidnyos a reepitelizdcid és miofibroblaszt aktivdcié. A miofibroblaszt
differncidlodéds és aktivacié TGF-B1, matrix jelatvitel és biomechanikai tenzid fiiggd
[121].

TGF-B1 stimuldlt humdn magzati tido mezenchima sejtekben a NOX4 az egyik
legnagyobb mértékben indukélt gén a teljes genombdl, a NOX géncsalad egyéb tagjai
egyéltalan nem fejezddnek ki [121]. Az oxidativ stressz a mdjban, tiidében, vesében,
szivben és érrendszerben egyardant eldsegiti a fibrézis kialakuldsidt, mivel a
fibrogenezisben szerepet jatszé jeldtviteli dtvonalak és transzkripcids faktorok jelentds
része redox-szenzitiv [40, 122]. Ezen felil a ROS szabdlyozza a fibroblasztok
proliferdcigjat és transzformacidjat matrixtermeld miofibroblasztokkd [123].

Az intersticidlis fibrézis jelentds mértékben hozzdjarul a balkamra-hipertréfia,
miokardialis iszkémia, gyulladasos folyamatok és cukorbetegséghez tarsuld sziv
diszfunkcié kialakuldsdhoz. Ezekben az éllapotokban az interszticidlis fibroblasztok
miofibroblasztokkd alakulnak, melyek o-simaizom aktint, angiotenzin-konvertilé
enzimet (ACE), nagy mennyiségli angiotenzin II receptort, matrix metalloprotedzt

(MMP) és MMP szoveti inhibitort (TIMP) expresszdlnak [124]. Végeredményként a
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remodeling és fibrézis kialakuldsdban kulcsszerepet jatsz6 redox egyensuly
megbomldsa kovetkeztében a sziv szerkezete megvaltozik, kontraktilitdsa csokken és
szivelégtelenség alakul ki.

A tiid0 endotél, simaizom és fibroblaszt sejtjeiben a NADPH-oxiddzok dominéns
izoforméja a NOX4. Az altala termelt ROS funkcidi kozé tartozik az NFkB- és MAPK-
aktivaci6, valamint a sejtproliferacié szabdlyozdsa [45, 59]. Fontos szerepe van az
oxigénkoncentricid valtozasdra torténd vélaszaddsban is. Paradox médon mind hipoxia,
mind hiperoxia esetén a ROS képz8dés novekedése figyelhetd meg [125]. Ugy vélik, a
hipoxia-indukalt NOX aktivacié6 ROS fiiggd vazokonstrikciéhoz vezet [126]. Ennek a
modellnek megfelelden a NOX aktivicionak fontos szerepe van a tiid6 hipertenzid
kialakuldsdban is. A kisérleti eredmények is megerOsitik ezt, melyekben NADPH-
oxiddz aktivacid volt megfigyelhetd olyan stimulusokra, melyeket a pulmondlis
hiperténia kialakuldsdban tartanak fontos tényezének. Exogén hidrogén-peroxid
adagoldst kovetden pulmondlis vazokonstrikcid, valamint hipoxids pulmondlis
hipertenzioban a NADPH-oxiddz expresszi6 vagy aktivitds fokozdéddsa volt
megfigyelheto [127, 128].

A NOX4-nek funkciondlis szerepe van a miofibroblaszt differencidléddsban és
aktivaloéddsban ex vivo €s a fibrézis kialakuldsban a tiid6 sériilését kovetden in vivo.
Differencidlédott miofibroblasztokban a TGF-B1 specifikusan aktivdlja a NOX4 enzim
expresszidjat és mikkodését. A TGF-B1 két heterodimer transzmembran receptoron, az I-
es és Il-es tipusu aktivin receptor-szerti kindz (ALK) receptorokon keresztiil hat. Az
ALK receptor a SMAD2 és SMAD3 enzimeket foszforildlja (fibrézisban a TGF-B1
tobbnyire a SMAD3 jelatvitelt hasznalja) [129].

VégsO soron a NOX4 aktivacio és azon keresztiil megvalosulo extracelluldris hidrogén-
peroxid termelés szabdlyozza a miofibroblasztok differencidléddsat, fibronektin és
extracellularis matrix (ECM) fehérjék szintézisét illetve kontraktilis funkciéit. Ezt
bizonyitja az a kisérlet is, melyben a NOX4 endogén szupresszidja siRNS technikdval
gétolta a TGF-B1 4ltal indukalt a-aktin, fibronektin és prokollagén-I expresszidjat [121].
Hasonlé6 moddon, idiopétids tiidofibrézisban (IPF) a tiidd mezenchima sejtek
proliferacidja és TGF-B1-indukalt illetve konstitutiv kollagén szekrécidja is gatolhatd
volt specifikus kis interferdld6 RNS (siRNS) technikdval torténé NOX4 kiiitéssel [121]. A
NOX4 enzim szerepét bizonyitja, hogy a tiidofibrézis két egérmodelljében is a NOX4
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indukciéjanak vagy milkodésének genetikai vagy farmakoldgiai dton torténd gétlasa
alkalmas volt a fibrézis kialakuldsanak megel6zésére [121].

Mindezek alapjan ugy gondoljak, hogy a NOX4 egy olyan enzim, mely a metazodk
evolucigja sordn alakult ki, a soksejtes eukaridtdk tuléléséhez nélkiilozhetetlen szoveti
javité funkciok ellatasara. Ezt latszik aldtdmasztani az a tény is, hogy a NOX4 izoforma
szinte csak gerincesekben expresszdlodik [130, 131]. A NOX4 aktivécid és a szdveti
fibrogenezis kapcsolata egy tovabbi példat szolgdltat az tgynevezett antagonisztikus
pleiotropidra, mely szerint bizonyos gének, melyek eldsegitik a tulélést és elonyosek az
élet korai, reproduktiv szakaszdban, potencidlisan kédros hatast fejtenek ki a késobbi élet
sordn. A fibrézis tipikusan a kiilonb6z0 szervrendszerekben elrontott szoveti
regenerdaciobol és hidnyos epitélium javitdsdbol adoédoé komplikdcid, melynek
gyakorisdga altaldban korfiiggd novekedést mutat [132, 133]. A NOX4 enzim, mint
terapids célpont gitlasa hatdsos stratégidnak tlinik a humén fibrotikus megbetegedések

mads kezelésekre nem reagdld és végkimenetelét tekintve fatdlis csoportjaval szemben.

1.5. Ismert NOX gatlé vegyiiletek

Az elmult évtized sordn, midta a NADPH-oxiddz izoenzimek egész sora keriilt
felfedezésre, egyre jobban megndtt az igény a specifikus NOX inhibitorok
azonositasasra, egyrészt a lehetséges terdpids alkalmazdsuk miatt, masrészt mert
tokéletes eszkozt jelentenek az enzimfunkcid megismerésében. Az elsd NOX
inhibitorokat a neutrofil granulocitdk ROS termelésének gatldsan keresztiil
azonositottdk és karakterizaltdk. Ezeknek a korai NOX inhibitoroknak a
felhasznalhatésdga viszont szdmos szempontbdl limitélt volt.

A NOX enzimek sokféle szovetben expresszdlédnak. A nem specifikus NOX
inhibitorok alkalmazdsa esetén a szervezet 6sszes NOX izoformdjanak gatldsaval nem
kivant események egész sordval kell szamolnunk. Az izoenzim specifikus NOX gétlds
az egyik legnagyobb kihivds jelenleg a NOX enzimek kutatdsdnak teriiletén. Annak
ellenére, hogy nagyszdmu NOX inhibitor molekula létezik, hianyzik a specifitdas. Az
inhibitorok vagy nem kozvetleniil az enzimet blokkoljak, hanem az aktivitdshoz vezetd
jelatvitellel interferdlnak valamilyen moddon, vagy mint antioxiddnsok, gyokfogok

hatnak (mint a SOD és peroxiddz-mimetikumok, az N-acetil-cisztein vagy dimetil-
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szulfoxid). Mas molekuldk ugyan direkt médon az oxiddz komplexre hatnak, de
blokkoljdk mindazon enzimrendszerek miikodését is, melyek azonos struktirdju
kotohelyekkel rendelkeznek (tobbek kozott citokrom P-450, mitokondridlis elektron-
transzport lanc, NOS) [51].

Hogyan képes egy molekula gatolni a ROS termelést anélkiil, hogy direkt médon hatdst
gyakorolna a NOX enzimre? Egy molekula hathat oly mddon, hogy az aktivacids
mechanizmusokkal interferdl, példdul a NOX2 esetében, annak fiziol6gids peptid tipusi
aktivitora, a formil-metionil-leucil-fenilalanin receptordnak a blokkoldsdval, vagy a
NOX1 esetében az angiotenzin II receptor (AT1) blokkoldsdval [134]. Hasonléan, azok
az anyagok, melyek blokkoljik a Ca’*-csatornikat, NOX5 és DUOX aktivitdst gitl6
hatést fejtenek ki, &m nem tekinthetdek igazi NOX inhibitoroknak.

Molekuldk hathatnak az aktivaciés mechanizmus egy késObbi pontjdn is a protein-
kinazok, foszfolipdzok, foszfatdzok, vagy G-proteinek foszforilaciés 1épéseinek
szintjén.

Az olyan jelatviteli molekuldk, mint a Ca®™ sejten beliili koncentracidjdnak csokkentése,
gitolja a NOX2 aktivaciot, mig azok a molekuldk, melyek a ciklikus adenozin
monofoszfat (cCAMP) szintjét novelik, szintén a jelatviteli folyamaton kersztiil fejtenek
ki gatlast a NOX2-re [135, 136].

Azok a vegyiiletek, melyek csokkentik az elektrondonorként szereplé NADPH
mennyiségét, igy mint a pentdz-foszfat utvonal gatldi, végsd soron szintén NOX gatlast
eredményeznek [137]. Megint mdsok a sejt ROS elleni endogén védekezdrendszerének
(SOD, glutation vagy tioredoxin rendszer) vélaszat erdsitik fel [138, 139]. Az indirekt
NOX gatlas tipikus példdi az angiotenzin AT1 receptor gatléi (pl. valsartan), vagy a
sztatinok, melyek részben a Rac transzlokacié gatldsan keresztiil fejtik ki hatasukat
[140, 141].

Vegyiiletek szdzai okozzdk a ROS-produkcié csokkenését neutrofil granulocitikban,
érrendszeri sejtekben, vagy mas olyan rendszerekben, ahol a ROS {6 forrdsai a NOX
enzimek. Ezek koziil, a NOX katalitikus alegységének direkt gitlasa révén hatnak a
kovetkezd vegyiiletek: DPI, fenilarzid oxid, gliotoxin, norathyriol, abruquinon C,

magnolol, honokiol, prodigiosin, neopterin (7. abra).
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7. dbra. NOX enzimek katalitikus alegységének gdtldsdn keresztiil hato molekuldk.

- Difenil-jodénium (DPI) (8. abra): A legelterjedtebben hasznalt NOX inhibitor. Az
eddig vizsgalt NOX enzimeket szubmikormolaris tartomédnyban gétolja (NOX2: ICsg =
0,9 uM, NOX4: IC50= 0,3 uM, NOX3: IC5o=0,1- 0,3 uM) [51].

8. dbra A DPI kétdimenzios szerkezeti dbrdja.

A DPI oly médon hat, hogy elvon egy elektront a FAD-r6l, majd gyokké alakulva
gitolja a FAD, mint elektrontranszporter aktivitdsat irreverzibilis médon. Habéar a DPI
nem specifikus, szdmos mds enzimet is géitol, néhanyat jelentés mértékben (NOS
esetében az ICsp < 100 nM [142], mégis dltaldnosan elfogadott, hogy sejtes assay-ben, a
ROS termelddés gétlasa egy rovid DPI-vel torténd eldinkubécio utan (kevesebb mint 30
perc, < 10 uM), val6sziniisiti, hogy NOX enzim volt a ROS forrdsa. A DPI-vel val6
inkubdcié hosszdnak novelésével né a nem specifikus gatlds is [45, 143]. A DPI habér
hatdsos az in vitro NOX vizsgalatokban, nem lehet gyogyszerjellt molekula, ugyanis

irreverzibilis kotodése, mellékhatdsai €s alacsony oldhatdsdga mellet toxikusnak talaltdk
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ragcsdlokban (LDsp < 10 mg/kg) [144]. A DPI mellett egyéb szerves jodénium
vegyiiletek is hatdsosnak bizonyultak hasonlé giatlé mechanizmus révén. A di-2-tienil-
jodénium és a fenoxi-jodénium, a neutrofil granulocitidk NADPH-oxiddz aktivitdsat 0,5
uM ill. 0,75 uM koncentracidban a felére csokkentette [145].

Fenilarzin oxid (PAO): Egy hatdsos NOX2 inhibitor, de mds NOX izoenzimekre
gyakorolt hatdsat eddig még nem vizsgaltdk. 1 M koncentriciéban teljesen gatolja a
NOX2 aktivaciét neutrofil granulocitdkban, barmilyen mads celluldris folyamatra (mint a
fagocitézis, vagy degranuldcié) gyakorolt gétld hatds nélkiil [146]. A nyugalmi
allapotban 1évdé NOX alegység a PAO szdmadra hozzéaférheté SH-csoportokat tartalmaz a
szomszédos cisztein aminosavakon, amely a NOX2 aktivélt formdjdban tobbé méar nem
elérhetd. Még nem bizonyitott egyértelmiien, de a fentieknek megfeleléen a PAO egy
specifikus NOX2 inhibitornak tlinik, mivel a NOX2 az egyetlen izoforma, mely két
szomszédos ciszteint tartalamaz [147]. Ugyanakkor &ltaldnos reaktivitisa a cisztein
aminosavakkal valdsziniisiti, hogy szdmos méas enzim és fehérje miikodésést is gétolja,
ezért nem felel meg, mint gydgyszerjeldlt, vagy specifikus préba.

Gliotoxin (GTX): Egy Aspergillus sp. eredetli mikotoxin, mely gitolja a NOX2
miikodését neutrofil granulocitidkban (ICsp = 8 puM) [148], de a NOX4-re szinte
hatastalan (ICsp > 100 uM) [55]. A feltételezések szerint a PAO-hoz hasonlé mdédon
fejti ki hatdsat, a p47"" foszforildci6 gatlasan keresztiil [149]. Ez a gatlds val6sziniileg
az Aspergillus patogenitdsit tidmogatja az immunrendszer szupresszidjaval. Ezt
tdmasztja ald az is, hogy alacsonyabb, szubmikromoldris koncentracidoban gatlé hatasa
van a fagocitézisra [150].

Szdmos természetes eredetli novényi extraktumbdl nyert vegyiiletet teszteltek
szisztematikusan foleg a NOX2 gatlas tekintetében. Sajnos egyiket sem vizsgaltdk mas
NOX izoenzimre, és arrdl is igen kevés az informécié, milyen a hatdsuk mads
enzimrendszerekre.

A norathyriol mind gyokfogé tulajdonsdggal, mind NOX2-gitl6 aktivitdssal
rendelkezik (ICso= 18 uM) [151]. Ugyanakkor szdmos mds hatdsa is van, tobbek kozott
a xantin oxiddz, a foszfolipiz C (PLC) utvonal és PTP gatlds, valamint a PKC
mukodésének modositasa [151, 152].

Abruquinon C: Egy természetes izoflavankinon, mely a norathyriolhoz hasonléan

képes gatolni a NOX2 ROS termelését mind neutrofil granulocitdkban, mind enzim
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assay-ben (ICsp=1 puM) [151]. A szuperoxid termelésre gyakorolt hatdsa ugyanakkor
részben a PLC és PLD utvonalak gatlasdnak is kdoszonhetd [151].

Magnolol: Azon feliil, hogy gitolja az izolélt neutrofilek ROS termelését (NOX2: ICsg
~ 15,4 uM) [51], egyéb farmakologiai tulajdonsagokkal is bir (proapoptotikus hatdsa
van [153] és kotddik a gamma-aminovajsav (GABA) receptorokhoz [154]). Mas NOX
izoformakon eddig nem tesztelték.

Honokiol: Szdmos antioxidadns tulajdonsdga van és szamos in vivo aktivitast is mutat,
ugy mint a miokardidlis infarktus kiterjedésének mérséklése és az arritmidk
csokkentése, valamint az agyi iszkémia/reperflizi csillapitdsa patkdnyokban [155].
Neutrofil sejtekben blokkolja a szuperoxid termelést mind ép sejtekben, mind
partikulum frakciokban [156]. Teljes mértékben blokkolja a szuperoxid termelést 1 uM
koncentraciéban, de csak az enzim aktivalédasat kovetOen, ezért lenne hasznalhato
patologids dllapotokban, ahol az enzim perzisztensen aktivalodott. Alacsony
koncentraciéoban (0,125 - 1 uM) gatolja a magas gliikéz szint indukdlt humén
koldokvéna endotél sejt (HUVEC) apoptozist, feltehetéleg NOX-gétlason keresztiil
[157].

Prodigiosin: Egy természetes vOrds pigment immunszupressziv €s tumorgitld
aktivitdssal. Neutrofil sejtekben a membranhoz val6 kotddésen keresztiil gatolja a Rac
és pd7P* sszekapesoloddsat és ezzel a NOX2 aktivitdst anélkiil, hogy hatést
gyakorolna a PKC aktivitasara [158, 159].

Neopterin: Egy endogén eredetll vegyiilet, melyet az aktivdlt makrofagok
szintetizdlnak. Gétolja a NOX2 miikodését mind ép makrofagokban (ICsp = 1,4 uM),
mind NOX2 enzim assay-ben (ICsop = 1,2 uM) [160]. Habar a pontos fizioldgiai
funkcidja nem ismert, a feltételezések szerint a NOX2-re gyakorolt fiziol6gids gétldsa
azt a célt szolgalja, hogy a gyulladdsos folyamatok sordn a tulzott mértékiti ROS
termelést gétolja, és ezzel megeldzi a szoveti kdrosodast [161].

A NOX katalitikus alegységének indirekt inhibitora az apocynin (9. abra). Nem hat
kozvetleniil a katalitikus flavocitokrom szintjére €s nem mutat direkt gatldst enzim
assay-ben, de a tények azt sugalljak, hogy megfeleld koriilmények kozott NOX
inhibitorként miikodik [162, 163].
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9. dbra. Az apocynin kétdimenzios szerkezeti dbrdja.

A novényi eredetli apocynin allati modellekben nagyon hatékonynak bizonyult olyan
oxidativ stressz eredetl tiinetek csokkentésében, mint a hipertenzid, ateroszklerdzis €s
stroke [163]. Az apocynin ,kettds” megitélése abbol fakad, hogy megfeleld
koriilmények kozott egyszerre mikodik NOX inhibitorként €és antioxiddnsként.
Hatdsmddja jelenleg is vita targya és szdmos tanulmény foglalkozik vele [164, 165].

Az apocynin (vagy legalabbis annak aktiv valtozata) a megfigyelések szerint a NOX?2
katalitikus része és a p47°"* kolcsonhatdsdnak gatlasan keresztiil hat. Ha ez igaz, akkor
az apocynin bizonyos NOX izoformak (NOX1, NOX2, NOX3) specifikus inhibitora, de
hatastalan a NOX4, NOX5 és a DUOX 1 és 2 esetében [164, 166].

Az apocynin farmakoldgija igen komplex. Ugy gondoljdk, hogy egy pro-drug, mely
mind hidrogén-peroxidot, mind peroxidazt, elsésorban mieloperoxidazt (MPO) igényel,
hogy dimerizdlédjon egy apocynin gyokké, ami aztdn a NADPH-oxiddz protein
komponenseinek tioljait oxidalja [167]. Mivel a neutrofil granulocitdk és mas fagocita
sejtek egyarant rendelkeznek hidrogén-peroxid generdlé rendszerrel (NOX2) és MPO-
val, az apocynin aktiv dimerré tud alakulni. Ugyanakkor a fibroblasztokban, ér
simaizomsejtekben vagy transzfektidlt HEK293 sejtekben, amelyekbdl hidnyoznak ezek
a rendszerek, mar nem aktiv [164]. Tovdbb bonyolitja a dolgot, hogy nem fagocita
sejtekben bizonyos megfigyelések szerint az apocynin (30-300 uM koncentraciéban)
noveli a ROS termelést [168].

Osszefoglalva, az apocynin nem mutat aktivitdst enzim assay-ben, mivel taldn az oxiddz
enzimkomplex osszeépiilésével interferdl, ami csak ép sejtekben figyelheté meg. In vivo
egy hatdrozottan hatdsos antioxidans gyogyszer, j6 elérhetoséggel, beleértve a vér-agy
git permeabilitast is [S1]. Ugyanakkor még mindig nem vilagos, hogy a gatlé hatas
mely részei koszonhetdek a gyokfogd tulajdonsidgnak és melyek a direkt NOX

gatlasnak.
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Az eddig targyalt, nagyrészt természetes eredetll inhibitorok mellett gydgyszercégek is
foglalkoznak NOX gétlok fejlesztésével. Ilyen szintetikus vegyiiletek tobbek kozott a
VAS2870, S17834 és a N-(1-ciklohexiletil)-4-fenilftalazin-1-amin (Mitsubishi) (10.

abra).
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10. dbra. Gyogyszercégek dltal fejlesztett NOX gdtlok.

Forbol-mirisztoil-acetat (PMA) stimuldlt neutrofilekhez hasonlé HL-60 sejtvonalon a
VAS2870 2 uM-os ICsp-nel rendelkezik, mig enzim assay-ben 10,6 uM az ICsg értéke
NOX2-re [169]. Ezen feliil, 10 uM koncentriciéban gitolja az oxLDL-indukalt ROS
képzddést endotél sejtekben és a PDGF-indukdlt ROS képzddést simaizom sejtekben
[169].

Az S17834 nevii vegyiilet gatolja a ROS termelést HUVEC sejtekben és szintén gatolja
a NADPH felhaszndlast endotél sejtmembrin frakcidk esetében 2 és 4 6rds TNF-a
kezelést kovetden (ICso = 25 pM és 50 uM) anélkiil, hogy a xantin oxiddz rendszer
miikodését befolydsolnd [170]. In vivo kisérletekben 6 hetes kezelés streptozotocin
indukalt, diabéteszes, LDL receptor deficiens egerek esetében gdtolta az
ateroszklerotikus 1€ziok kifejléddését az aortdban [171].
N-(1-ciklohexiletil)-4-fenilftalazin-1-amin (Mitsubishi) 50%-os gatldst mutat 6,3 nM
koncentracioban a NOX-fiiggd intreleukin 8 (IL8) termelésre, magas gliik6z szint 4ltal

stimuldlt HUVEC sejtekben. Ezen feliil azt 4llitjdk, hogy nem okoz NOX?2 gatlast
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leukocitakban, csak az enzim tdlmuikodése esetén. In vivo Kisérletekben hatasosnak
bizonyult ateroszklerézis és iszkémia/reperfuzié kifejlodése ellen az agyban és A
szivben [172].

Tovabbi hatékony vegyiiletek a pirazolo pirimidinek (Shionogi); tetrahidroindol
szarmazékok (GenKyoTex) és pirazolo piridinek (GenKyoTex) (10. abra), am kevés
publikus informdcié érheté el a bioldgiai aktivitdsukrdl, minddssze annyi, hogy
alacsony mikromoldris ICs értékkel rendelkeznek NOX gétlas tekintetében [S1].

Az elérhet6 tudomdnyos irodalom, kiilondsen NOX deficiens egereken végzett
tanulmanyok alapjdn egyre vildgosabb, hogy a NOX enzimek gitlisa egy igéretes
farmakolégiai koncepcié az oxidativ stresszel kapcsolatos betegségek kezelésére.
Szemben az antioxiddnsokkal, melyek hatdsa kései, csekély hatdsfoki €és nem
specifikus, a szelektiv vagy specifikus NOX inhibitorok direkt médon gatoljak a ROS
produkcidt, szemben a mar 1étrejott ROS kéros hatdsainak csillapitdsdval. Ezen kiviil az
antioxiddnsok hatdsfoka ardnyosan csokken a ROS koncentricié novekedésével, ezért
alkalmazdsuk kevésbé eredményes olyan patolégids folyamatok esetében, ahol a NOX
enzimek tdlmiikodése figyelheté meg. Ez a koncentraciéfiiggd hatékonysdg vesztés nem
jelenik meg az enzim inhibitorok esetében. Aggodalomra adhat okot a NOX inhibitorok
haszndlata emberekben, hisz a NOX2 funkciéjanak teljes elvesztése CGD-ben az
immunrendszer alulmiikodése révén a baktériumok és gombdk fertézésével szembeni
ellenallas csokkenésével jar [173]. Azokndl a CGD-ben szenvedd betegeknél, akiknél a
neutrofil sejtek 5-10%-a képes a ROS termelésre, nem figyelhetéek meg stlyos tiinetek
[174]. Mindez azt sugallja, hogy megfeleld mozgastér all rendelkezésre a NOX enzimek
altal megnovekedett ROS termelés gatlasara.

Jelenleg egyetlen specifikus NOX inhibitor sem all készen a klinikai felhasznaldsra. Az
allatkisérletekben legelterjedtebben hasznalt DPI ugyan hatékony, de nem specifikus és
toxikus. Az apocynin, pedig nem toxikus, de a NOX enzimekre gyakorlolt gatlé hatdsa
eddig még nem bizonyitott megnyugtatd moédon. Ezért kiemelkedden fontos az uj,

gyogyszerszerti NOX inhibitorok felfedezése és kifejlesztése.
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2. Célkitiizések

A Semmelweis Egyetem és a Vichem Chemie Kutaté Kft. egyiittmiikddése és egy
kozosen elnyert Jedlik Anyos pélydzat alapjan, a NOX4 klénozdsit megvaldsité SE
Elettani Intézet kutatécsoportjdval egyiittmiikodve, specifikus NOX4 inhibitorokat
kivantunk kifejleszteni. Munkédnk sordn a kémikus partnerek segitségével kismolekulds
NOX4 gatlo hatéanyagok, oxidativ stressz eredetli megbetegedések ellen tortend
kifejlesztését és hatdstani karakterizdldsat tliztik ki célul. A megfeleld bioldgiai
aktivitdssal rendelkezd, valamint a szakirodalomban eddig nem ismert vegyiiletek
bioldgiai vizsgalataval potencidlis Uj gydgyszerhatdanyag-jeloltekhez juthatunk. Ezzel
reményeink szerint hozzdjarulhatunk, és tovabbi 16kést adhatunk a specifikus NOX4
inhibitorok kifejlesztéséhez.

A fentieknek megfelelden a kovetkez0 stratégiat allitottuk Ossze:

2.1. A NOX4 gatlo vegyiiletek azonositasdra egy egyszerl, de hatékony sejtes alapu
rendszer bedllitdsa €és optimalizdldsa. Ezzel kapcsolatban a Semmelweis Egyetem
Elettani Intézetén tjonnan kifejlesztett sejtes mérési rendszer optimalizdldsa volt az
elsddleges feladatom.

2.2. Hatéanyagok tesztelése a fent leirt sejtes alapu rendszerben, majd az eredmények
alapjan torténd vezérmolekula optimaliz4cio.

2.3. A NOX4 enzim lokalizicidjanak vizsgdlata (NOX4 enzimet endogén mddon
expresszadld) endotél sejtekben, majd az igy kapott eredmények felhaszndldsaval egy
enzim alapu mérési rendszer bedllitdsa és optimalizdldsa a molekuldk hatékonysaganak
ellendrzésére.

2.4. Az esetlegesen hibdsan azonositott vezérmolekuldk kisziirése.

2.5. A NOX4 gatlas szelektivitdsdnak ellenorzése.

2.6. Szerkezet-aktivitds Osszefiiggés feldllitasa.

2.7. Az igéretes molekulak korai ADME paramétereinek vizsgélata.
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3. Modszerek

3.1. Kémiai hattér

A NOX4 inhibitorok, vezérmolekuldk kutatdsa sordan kis fokuszédlt konyvtarak
létrehozdsanak €s tesztelésének technoldgidjat alkalmaztuk. Vezérmolekuldknak azokat
a hatéanyag molekuldkat tekintjiikk, amelyek ICsp < 1 uM értékkel géitolnak egy adott
validalt célmolekulat.

A kémikus partnerek daltal rendelkezésiinkre bocsdjtott validacidés vegyiilettar, ill.
kiterjesztett validicios vegyiilettar (EVL-Extended Valiadion Library) a 108 ,alapvaz”
koré tervezett 6sszesen tobb mint 900 molekulabol allo molekulakonyvtar. Az EVL egy
olyan diverz vegyiilettar, mely bioldgiai célmolekuldk publikdlt, klinikailag bevezetett
vagy pre-klinikailag relevdns inhibitorait tartalmazza. Alkalmazdsa lehetdvé teszi,
egyrészt a célmolekula kérfolyamatokban jatszott dontd szerepének kémiai titon torténd
validalasat annak szelektiv gatlasa révén, masrészt, az egyes inhibitorok esetében mért
bioldgiai adatok felhaszndldsdval egy farmakofor modell hozhat6 létre, mely djabb
vezérmolekuldk kivélasztasat teszi lehetdvé.

A vezetd molekuldk optilamizaldsa két modon tortént. A tradiciondlis orvosi-kémiai
megkozelitést kovetve a vegyészek analdgokat szintetizaltak a kivélasztott molekuldk
koré. Mésrészt egy olyan szdmitégépes modszert alkalmaztunk kvantitativ struktura-
aktivitds 0sszefiiggés (QSAR) vizsgélatokhoz, melynek sordn a vegyiiletek mérhetd és
szdmithatd, kvantum-mechanikai és fizikai-kémiai paramétereinek, (pl. lipofilités,
oldékonysdg), molekuldris deszkriptorainak €s az ezekkel korreldlo bioldgiai
hatdsoknak a lefrdsdra torekedtiink. A kvalitativ szerkezet-hatds Osszefiiggéshez a
szamitasok elvégzését farmakofor modell generdldsa illetve 1j, hatékony
molekulastruktirdk predikdldsa majd, tervezése koveti. Az EVL lehetdséget ad arra,
hogy bonyolultabb tesztrendszerekben, ahol nem &ll moédunkban un. HTS (high
throughput screening: nagy hatékonyséagu sziirés) teszteléseket végezni és tobb 10000
molekuldt vizsgdlni, a kémiai diverzitds maximalis megtartdsdval vezérmolekuldkat
kutassunk.

A molekuldk tisztasdga nagyobb, mint 98%, melyet magneses magrezonancia (NMR),

€s analitikai nagyfelbontédsu folyadékkromatografia (HPLC) vizsgalatokkal igazoltak.
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3.2. Sejtvonalak

A sejtes assay-ben a vegyliletek teszteléséhez a NOX4 enzimet magas szinten
expresszald 293 FS sejtvonalat hasznaltuk. A sejtvonalat Dr. Geiszt Miklos bocsatotta
rendelkezésiinkre. A sejtvonal pcDNA3.1 vektorral torténd stabil transzfekcidjat a
Semmelweis Egyetem Elettani Intézete végezte és ellendrizte. A transzfektalt sejtvonal
NOX4 overexpresszidjdt illetve HO,-termeld képességét mi magunk is megvizsgaltuk.
Az EA.hy926 (ATCC, crl-2229) egy hibrid sejtvonal, melyet a HUVEC és az A549
sejtvonalak fiizi6jabol hoztak 1étre. Felhasznaldsdval egy, a fiziol6gidshoz kozelebb allo
rendszert kivantunk vizsgélni az inhibitorok hatdsdnak modellezésére.

A sejteket DMEM médiumban (Sigma-Aldrich) tenyésztettik. A médium 4,5 g/l
gliikozt, 110 mg/l Na-piruvatot, 2 mM L-glutamint, 10% magzati borju szérumot (FBS)
€s 1% penicillin-streptomycin antibiotikumot tartalmazott. A sejteket felhasznalasig

37°C-on, 5%-0s CO,-termosztatban tartottuk.

3.3. H,O,/Tyr/LPO sejtes assay

A NOX4 enzim H,O,-termeld aktivitdsét a leirtaknak megfeleléen végeztiik [175]. A 75
cm’-es flaskdban konfluenssé valt sejteket tripszines inkubdcidt kovetéen 260 g
fordulaton, 5 percig cenrtifugaltuk. A leiilepedett sejtekrdl leszivtuk a médiumot, 10 ml
foszfat-pufferelt séoldatban (PBS) szuszpenddltuk fel, majd Biirker kamraban
megszamlaltuk oket. Ezutan ismét centrifugaltuk (260 g, 5 perc), és H-médiumban (145
mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl,, 0,8 mM CaCl,, 10 mM HEPES, 5 mM gliik6z, pH
7,4) szuszpendaltuk fel oly médon, hogy a sejtszdm 5x10%/ ml legyen. A mérések sordn
a 384-lyukd mikrotiter lemez (Greiner 781076, Sigma-Aldrich) lyukaiba 10-10 pl
tesztelendo vegyitiletet mértiink 50 uM koncentracioban, majd 40-40 pl H-médiumban
szuszpendalt 293 FS sejtet adtunk hozzd. Igy a sejtszdm 2x10* lett, a tesztelendd
vegyiiletek koncentracidja pedig 10 uM az 6tszorods higuldsnak kdszonhetden.

A kimutatési reakci6hoz 2 mM tirozint és 2 pg/ml LPO-t tartalamzé H-médium oldatot
készitettiink. A fél 6ra inkubdaciés 1d0 leteltével 50-50 pl-t mértiink ebbdl az oldatbol
minden lyukba. Ezaltal a mikrotiter lemez minden iiregében 100 ul Ossztérfogatban a

tirozin végkoncentriciéja 1 mM, az LPO végkoncentricidja pedig 1 pg/ml lett. A
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fluoreszcenciat djabb fél 6ras inkubdciot kovetdéen hataroztuk meg (Aex = 330 + 40nm,
Aem = 405 + 10nm). Mivel a mérés sordn az LPO-t és a tirozint is feleslegben

alkalmazzuk, ezért a ditirozin képzddés limitdld tényezdje a NOX4 enzim altal termelt

H,0, volt.

3.3.1. Vegyiiletek mindségellenorzése

A vegylileteket a Vichem Chemie Kutaté Kft. dolgozéi szintetizéltdk, illetve re-
szintetizaltdk. A termékek szerkezetének igazoldsa spektroszkopids modszerekkel
(HPLC-MS, NMR) tortént. A vegyiiletek tisztasigat vékonyréteg-kromatografiaval
(TLC), HPLC-vel, HPLC-MS-sel és kapillaris-elektroforézissel hatdroztak meg.

3.3.2. SDS-PAGE és Western blot

A sejteket PBS-sel mostuk, majd natrium dodecil-szulfit (SDS) mintapufferben
felkapartuk és Osszegytljtottilk. A mintdkat 200 pl Laemli pufferben vettiik fel (62,5
mM Tris-HCI pH 6,8, 2% w/v SDS, 10% glicerin, 50 mM DTT, 0,01% w/v brémofenol
kék), majd 6 percig forralva denaturdltuk a gélbe vald felvitel elétt. Az SDS-
poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) 10% akrilamid koncentracigju gélen
(Tris-HClI Gel 10% Linear Gradient, BioRad) végeztik SDS-PAGE standard
jelenlétében (low range, Biorad) 90V-on 90 percig.

A fehérjéket a gélr6l PVDF vagy nitrocellul6z membrinra (Millipore) blottoltuk mini
trans blot blottolé késziilékkel (BioRad) 1 6ran keresztiil (400 mA). A membran nem
specifikus kotOhelyeinek blokkoldsara 5%-o0s marha szérum albumint (BSA) (BioRad)
€s 0,1% Tween 20-at tartalmazé TBS-t (25 mM Tris-HCI pH 8,0, 136 mM NaCl, 2 mM
KCl) hasznaltunk 1 ¢éran at. A membrant 0,1% Tween 20-at tartalmazé TBS
mosoépufferrel mostuk, majd anti-NOX4 vagy amti—p22ph°x antitesttel (1:2500, Santa
Cruz) inkubdltuk egy éjszakdn 4t 4°C-on. Négyszeri mosé pufferrel torténd mosdst
kovetden az elsOdleges antitesthez kotottiik a HRP-hez kapcsolt anti-nydl IgG-t
(DAKO) 1:10000 higitdsban 1 6rdn at. Végiil tobbszori mosédst kovetéen ECL
Advanced Western Blotting Detection kit (Amersham Biosciences) protokollja szerint

detektaltuk a jelolt fehérjét. Az el6hivds autoradiografis filmen (Kodak) tortént.
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3.3.3. Amplex Red assay

Az Amlex Red assay-t, az Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay kit
(Invitrogen) lefrdsa alapjdn végeztik. Az assay futtatdsa sordn termelt H,0O,
mennyiségének kimutatdsa 50 uM Amplex Red reagenst és 0,1 U/ml HRP-t tartalmazé
H-médium vagy KRPG oldat (145 mM NaCl, 5,7 mM Na,HPO,, 4,86 mM KCl, 0,54
mM CaCl,, 1,22 mM MgSOy4, 5,5 mM gliikkéz, pH 7,35) felhaszndldsdval tortént. A
HRP enzim katalizdlta reakcioban az Amplex Red reagens 1:1 ardnyban reagdl a H,O,-
vel, melynek sordn vordsen fluoreszkdld rezofurin képzddik. A 30 perces, 37°C-on

torténo inkubaciods 1do elteltével a rezofurin fluoreszcenciat 590 nm-en detektaltuk.

3.4. Inmunhisztokémia

24 lyukd szovettenyészté edényekben, feddlemezeken tenyésztett sejteket (5x10*
sejt/well) egy éjszakan at inkubdaltuk CO, inkubatorban (Hera cell) (37°C, 5% COy,).
Misnap haromszor mostuk PBS-sel és 10 percig fixaltuk, illetve permeabilizaltuk
PETMF-ben (0,2% TritonX-100, 0,02 M PIPES pH 6,8, 1 mM MgCl,, 10 mM EGTA,
és 4% formaldehid). Ujabb haromszori mosést kovetéen elsédleges antitestekkel
inkubdltuk 1:400 higitdsban, 5% BSA tartalmi PBS-ben egy €jszakédn 4t 4°C-on. Ismét
haromszor mostuk PBS-sel, majd masodlagos antitestekkel inkubaltuk 1:2000
higitasban, 5% BSA tartalmu PBS-ben 2-3 6rdn keresztiil. Az antitestek a kdvetkezdk
voltak: nydl poliklondlis NOX4 antitest (Santa Cruz), nyil poliklonalis p22P™* antitest
(Santa Cruz), Cy3-konjugélt kecske anti-egér IgG (Jackson Immuno Research), Cy3-
konjugdlt szamar anti-nyal IgG (Jackson Immuno Research). Hoechst 33342-t
(Invitrogen) haszndltunk az elsOdleges antitestekkel a sejtmag specifikus festésére
1:10000 higitdsban. A masodlagos antitestekkel valé kezelést kovetden a mintdkat
négyszer mostuk PBS-sel, majd a fedO6lemezeket 12,5 mg/ml DAPCO-tartalmu
moviollal (Invitrogen) targylemezekhez ragasztottuk és egy €jszakdn at hagytuk Oket
szaradni 4°C-on. Az eredmények vizualizdldsa 'LSM 510 META’ (Zeiss) konfokalis

1ézer pasztazé mikroszkoppal tortént.
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3.4.1. Konfokalis lézer pasztazé mikroszképos mérések

A mintdkrdl *Zeiss LSM 510 META’ konfokalis 1ézer pisztdzé mikroszképpal (Carl
Zeiss AG, Gottingen, Germany) készitettiik a felvételeket 63x (NA = 1.4) és 100x (NA
= 1.4) olajimmerzids objektivvel. A Cy3 fluoreszcens festéket a He-Ne 1ézer 543 nm-es
hullamhosszaval gerjesztettiik, emisszigjat egy 560 nm-es longpass sziirOn keresztiil
detektaltuk. A Hoechst 33342 fluoreszcens festéket, melyet a DNS festésére
hasznaltunk, higanyg6z ldmpa UV emisszigjaval gerjesztettiik 405 nm-en. Emisszidjat
egy 420-480 BP sdvsziirOn keresztiil detektdltuk. A gerjesztd és emittdlt fotonokat egy
405/488/543 haromszoros dikroikus szlirfvel vélasztottuk el.

A konfokdlis képek készitését és elemzését ’Zeiss LSM Image Browser’ (version

4.2.0.121, Carl Zeiss Microlmaging) programmal végeztiik.
3.5. EA.hy926 sejtek sejtmag frakciéjanak preparalasa

A 75 cm’-es flaskdban konfluenssé valt EA.hy926 endotél sejteket PBS-sel mostuk,
majd tripszines inkubdcidt kovetden 260 g-vel 5 percig cenrtifugédltuk. A leiilepedett
sejtekrdl leszivtuk a médiumot, 10 ml PBS-ben szuszpendaltuk, majd Biirker kamrdban
megszamlaltuk Oket. Ezutan ismét centrifugdltuk (260 g, 5 perc), és a pelletet tizszeres
térfogatban (2-3 ml) N-pufferben (sejtmag puffer) (10 mM PIPES pH 7.4, 10 mM KClI,
2 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0,1 mM PMSF, teljes proteaz inhibitor koktél, 1% NP40)
szuszpenddltuk. A sejteket 20-30 percig hagytuk 4llni jégen ebben a hipotonids
pufferben, folyamatosan ellendrizve allapotukat fénymikroszkoép alatt

(11. abra).
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11. abra. Az EA.hy926 endotél sejtek sejtmag frakciojdnak prepardldsa. Az elso
képkockdn az érintetlen letapadt sejtek, a mdsodikon a hipotonids pufferben megduzzadt
sejtek, a harmadikon a prepardlt és tisztitott sejtmag frakcio ldathato. A felvételeket

fénymikroszkoppal 25x nagyitdsii objektivvel készitettiik. A fehér csik 10 um-t jelol.

Az inkubécids id6 leteltével a sejteket Dounce homogenizitorral évatosan tartuk fel
szintén folyamatosan mikroszkdppal ellendrizve az eljardst. Az igy kapott lizdtumot
30%-o0s (0,88 M) szahar6éz oldatra rétegeztiik, majd 800 g fordulaton centrifugdltuk
4°C-on 10 percig. A feliilliszot eltavolitottuk, a pelletet ismét N-pufferben
szuszpenddltuk fel, és a nagyobb tisztasdg elérése érdekében az utols6 1épést még
egyszer megismételtiik. Végiill mosasként a pelletet ismét felszuszpenddltuk N-
pufferben, és 800 g fordulaton centrifugdltuk 4°C-on 10 percig. A feliildszo6t ledntottiik,
a pelletet pedig NS-pufferben (10 mM PIPES pH 7,4, 5 mM EGTA, 80 mM KCl, 20
mM NaCl, 50% glicerin, 250 mM szahar6éz, 1 mM DTT, 0,1 mM PMSF és teljes
protedz inhibitor koktél) szuszpenddltuk maximum 1x10 sejtmag/ml koncentraciéban

€s -70°C-on taroltuk maximum 1 hétig.

3.5.1. Biokémiai assay

A mérések sordn a 384-lyukd mikrotiter lemez (Greiner 781076, Sigma-Aldrich)
lyukaiba 10-10 pM tesztelendd vegyiiletet mértiink, majd KRPG pufferben szuszpendalt

sejtmagokat adtunk hozzd dgy, hogy a sejtmagok szdma 1,5x10Y well legyen. A
kimutatasi reakciohoz 25 mM NADPH, 20 mM FAD, 100 uM Amplex Red és 0,2 U/ml
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HRP enzimet tartalamz6 KRPG-oldatot készitettiink és adtunk minden iiregbe. F¢l 6ras

inkubdaciot kovetOen a fluoreszcenciat 590 nm-en detektaltuk.

3.6. Eredmények Kiértékelése

A vegyliletek tesztelése minden esetben minimum triplikitumban tortént. A mérések
sordn a vegyiiletek NOX4-gatl6 hatasit, a kontrollokhoz viszonyitott gatlasi szazalék ill.
ICso értékkel jellemeztiik. Utobbi kalkuldlasdhoz az XLfit (IDBS) szoftvert
alkalmaztuk. Az eredményeket atlaguk és szérasuk feltiintetésével dbrazoltuk. Az assay
megbizhatésdgat a jel/hattér (S/B) és a jel/zaj (S/N) ardny megdllapitdsaval hataroztuk

meg a kovetkezd egyenletek alapjan.

S/B=AV nax/ AV min

ahol AV, a pozitiv kontroll esetében kapott abszorbancia értékek atlaga és AV, a

negativ kontroll esetében kapott abszorbancia értékek atlaga.

S/N= (AVmax'AVmin)/SDmin

ahol SDp, a negativ kontroll szérasa.

A sejtes assay uniformitdsat, elfogadhatdsagét és robosztus jellegét a signal window
koefficiens, vagy mds néven Z’-faktor segitségével hatdroztuk meg. A Z’-faktor egy
egyszeru, dimenzi6 nélkiili statisztikai adat, mely egyarant kifejezi az assay-ben kapott
jel dinamikus tartomanyat (AS) €s a mért jel szordsat, ennél fogva kivalo eszkoz egy
assay optimalizdldsara ¢és validdlasdra, valamint HTS mérések mindségi
Osszhasonlitdsdra és kiértékelésére.

A Z’-érték meghatdrozasa a kovetkezo egyenlet alapjan tortént:

7" =1-((3SDinax+3SDumin)/(AV max-AVmin))

ahol SDp,x a pozitiv kontroll szorésa.

44



DOI:10.14753/SE.2012.1726

A 7’ -faktor értéke alapjan az 1. tablazatban megadott kovetkeztetések vonhatdk le az

assay mindségét illetden [176].

1. tdablazat. Az assay mindségi besoroldsa a Z’-faktor értéke alapjdn.

Z'-faktor értéke Assay mindsége

1 Idealis
1>7">0,5 Kivalo
05>72">0 Bizonytalan

0 ,lgen/nem” tipusu
<0 Nem megbizhat6

Minden esetben meghatdroztuk az adott mérésre vonatkozo Z’-értéket és az

eredményeket csak akkor fogadtuk el, ha Z'-értéke 0,5 és 1 koz¢€ esett.

3.7. Lumineszcens sejtviabilitas vizsgalat

A sejteket megszamoltuk és 5% FBS-sel és 1% antibiotikummal (penicillin-
streptomycin) kiegészitett DMEM-ben szuszpendaltuk fel. A szuszpenziét 96-lyuku
sejtkultura edény (Nunc) lyukaiba mértiik, hogy a sejtszam 2x10* sejt/ml legyen. Egy
napos, 37°C-on, 5% CO, jelenlétében torténd inkubécidt kovetden a sejteket kiilonb6zo
inhibitorokkal kezeltik 10 puM végkoncentracidban, 72 6ran keresztiill. Harom nap
leteltével a sejtek életképességét, ’CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay’
(Promega Corp., Madison, USA) kit segitségével hatidroztuk meg a gyartd leirdsdnak
megfeleloen. Az assay az életképes sejtek szamdt hatdrozza meg az ATP jelenlétének
kozvetett kimutatdsa révén. A reakcié sordn a luciferdz enzim Mg, és ATP
jelenlétében a luciferin mono-oxigendcidjat katalizdlja, melynek sordn oxiluciferin

keletkezik. A kimutatds sordn az oxiluciferin lumineszcencidjat detektaltuk.
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3.7.1. MTT vizsgalat

Az EA.hy926 endotél sejtek 10% FBS-t, 10000 U/ml penicillint, 200 mM L-glutamint
€s 10 mg/ml streptomycint (Gibco, Life Sci.) tartalmazé DMEM  sejttenyésztd
médiumban 96-lyukd sejtkultira edényekre iiltettiik ki (1x10* sejt/well) egy nappal a
kezelés megkezdése eldtt. A sejteket a vegyiiletek 10 uM végkoncentricidjival
kezeltiikk, majd 72 6ran keresztiil inkubaltuk. Az MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-
difeniltetrazélium-bromid), mitokondridlis dehidrogendzok hatdsdra redukalédik, és
formazdn kristalyokat képez az aktivan metabolizdlé sejtekben. A kisérletekhez 5
mg/ml MTT oldatot alkalmaztunk, melyet 2 6ran keresztiil inkubdltunk a sejteken 37°C-
os CO; inkubdtorban. A formazan kristdlyok felolddsara MTT oldészert (10% Triton X-
100, 0,1 N HCI, izopropanolban) hasznaltunk 30-60 percig, majd 650 nm-en mertiik.

3.7.2. Aramlasi citometria

A sejteket 24 lyuku szovettenyésztdé edényekbe (Nunc) iiltettiik ki (5x10* sejt/well),
majd egy éjszakdn at hagytuk Oket letapadni. Masnap hozzdadtuk a megfeleld gatld
vegyiileteket 1 és 10 uM végkoncentracidban. A sejteket 72 6rdn keresztiil inkubdltuk
az inhibitorokkal CO, inkubdtorban, majd tripszines kezelést kovetden a iiregek teljes
tartalmat FACS csovekbe toltottiik. Centrifugdlast kovetden (260 g, 5 perc) a feliildszot
leontottiik és a pelletet 70%-o0s etanolban szuszpenddltuk fel. Az igy fixalt mintdkat -
20°C-on taroltuk felhaszndldsig (maximum 1 hétig).

A citometrids mérést kozvetleniil megel6zden a sejteket lecentrifugaltuk 4°C-on, 260 g
fordulaton 5 percig, az alkoholt ledntottik réluk és 0,5 mg/ml ribonukledzzal
kiegészitett, 200 mM Na,HPO, (pH 7,8) oldatban szuszpenddltuk. Ezt 20 perc
inkubdcié kovette szobahdmérsékleten. Az inkubdciés i1d6 leteltével 50 pg/ml
propidium-jodiddal (Sigma-Aldrich) festettik meg a nukleinsavat, majd &ramlési
citométerben vizsgéltuk a mintakat (FACS Calibur, BD biosciences). Az eredményeket

a WinList 32 szoftver segitségével értékeltiik ki.
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3.7.3. IMAP assay

A mobdszer alapelve, hogy nanorészecskéken rogzitett fémionokhoz Y

) nagy
affinitassal kotddik a foszfat csoport. Az IMAP™ reagens (nanorészecske) komplexet
képez az 5-karboxifluoreszcein festékkel megjelolt fehérje szubsztratra k6tddo foszfat
csoporttal. A kotddés lecsokkenti a jelolt szubsztrat molekuldris mozgésat, ami a mért
fluoreszcencia polarizacié (FP) értékének novekedésével detektdlhatd. A tesztek sordn
384-lyuku mikrotiter lemez (Corning) lyukaiba tesztelendd vegyiileteket mértiink 14
uM  koncentraciéban, majd 100 nM Akt szubsztritot (SFAM-GRTGRRNSI-NH?2)
(Genecust), 7,42 uM ATP-t és 4 nM Akt kindzt tartalmazé kinaz puffert (20 mM MOPS
pH 7,0, 1 mM DTT, 2 mM MgCl,, 0,4 mM MnCl,, 0,01% Triton X-100) adtunk hozza
€s 1 oran keresztiil inkubaltuk. A MEK/ERK mérés esetében 400nM szubsztritot
(SFAM-IPTTPITTTYFFFK-NH2) (Genecust) és 9,33 nM ERK2 enzimet (Upsate)
egészitettiink ki 12,5 uM ATP-t (Sigma-Aldrich) tratalmaz6 kindz pufferrel (20 mM
Hepes pH 7,5, 1 mM DTT, 2 mM MgCl,, 0,4 mM MnCl,, 0,01% Brij), majd
hozzaadtunk 4nM Mek enzimet (ProQuinase) és 1 o6rdn keresztiil inkubdltuk. A
kimutatést 'IMAP™ Evaluation® kit (Molecular Devices) felhasznéldsaval végeztiik, a
gyartdl leirdsainak megfeleléen. A puffer oldat és a nanorészecskék ardnya 1:400,

illetve 1:600 voltak. Az fluoreszcens jel detektdldsa fél 6ra inkubdcids idd utdn tortént

(}\.ex =458+30 nm, Aem = 530+25 nm).

3.7.4. Kinaz assay

A tirozin kindz géatld vegyiiletek tesztelését, modositott Sigma kit (PTK-101)
segitségével végeztiik. PBS pufferben oldott 250 pg/ml poly-(Glu,Tyr-1:4) szintetikus
szubsztrattal (Sigma-Aldrich) vontuk be egy 96-lyuku mikrotiter lemez (Costar) lyukait.
Egy éjszakan at inkubdltuk 37°C-on, majd mos6 pufferrel (PBS, 0,05% Tween 20)
mostuk. Két 6rds 37°C-on torténd szaritds utdn hozzdadtuk a tesztelendd vegyiileteket,
az enzimet és 0,3 mM ATP-t (Sigma-Aldrich), kindz reakcié pufferben (50 mM Hepes
pH 7,4, 20 mM MgCl,, 0,1 mM MnCl,, 0,2 mM Na3zVO,). Harminc percig 37°C-on
rdzatva inkubdltuk, majd mosé pufferrel mostuk. Hozzdadtuk a monoklondlis egér

HRP-konjugélt anti-foszfotirozin antitestet (13 mg/ml, 1:5000) (HRP-AB, Sigma-
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Aldrich, Clone PT-66) és a mikrotdlcat djabb 30 percig inkubdltuk 37°C-on. A
kimutatasi reakci6hoz foszfat/citrat pufferben (50 mM Naz;CeHsO7, 100 mM NaH,PO,
pH 5,0) OPD-t (0,2 mg/ml) (Sigma-Aldrich) és H,O,-t (0,015% w/w) (Sigma-Aldrich)
oldottunk és mértiink a lyukakba. Sotétben, szobahOmérsékleten inkubdltuk 7 percig,
majd 2,5 N H,SO, segitségével dllitottuk le a reakciét. A foszforildlt szubsztrat
mennyiségétdl (enzimaktivitds) fiiggben az antitesthez kotott peroxiddz enzim
jelenlétében sdrga szinl termék keletkezett, melynek abszorbancidjat 495 nm-en
mértiik. Kontrollként (szubsztrat nélkili) és autofoszforilacidés (enzim nélkiili)

méréseket is végeztiink.

3.8. NOX2 assay

A humén neutrofil sejteket egészséges Onkéntesek vénds keringésébdl nyertiik. A
mintdkat dextrdn (GE Healthcare) szedimentdcionak és Ficoll-Paque (GE Healthcare)
gradiens centrifugdldsnak vetettiikk ald, amit a megmaradé eritrocitdk hipotdnids lizise
kovetett a korabban kozolteknek megfelelden [177]. A sejteket szobahOmérsékleten
tartottuk  Ca®*- és Mg*"-mentes médiumban tovabbi felhaszndldsig, és 37°C-ra
melegitettiik az aktivacio elott.

A neutrofil sejteket kétféle médon aktivaltuk.

- Immunkomplex-szel torténo aktivalas esetében a mérések sordn a 384-lyuku mikrotiter
lemez (Nunc MaxiSorp) feliiletét 20 pg/ml (50 mM karbondt/bikarbonét pufferben (pH
9,6) oldott) human szérum albuminnal (HSA) kezeltiik 30 percig. Ezt 30 perc blokkolas
kovette 10% FBS-ben, majd tjabb 30 percig inkubaltuk HSA antitesttel (higitds 1:400).
A kezelést 0,5 mM CaCl,-vel és 10 mM MgCly-vel kiegészitett HBSS oldatban
végeztiik. Kontrollként HSA antitesttel nem kezelt lyukakat is alkalmaztunk.

- PMA aktivédlds esetében a plate lyukainak feliiletét 10% FBS-el blokkoltuk. Ezt
kovette a neutrofil granulocitdk aktivaldsa 100 nM PMA-val, melyet 0,5 mM CaCl,-vel
€s 10 mM MgCl,-vel kiegészitett HBSS-ben oldottunk. Kontrollként PMA-val nem
aktivalt, illetve inhibitorral nem kezelt mintakat alkalmaztunk. A kisérletek soran a
neutrofil granulocitdkat kiilonb6zd inhibitorok 1 vagy 10 uM koncentriciéji oldatdval

inkubaltuk 20 percen keresztiil.
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A szuperoxid-produkciét citokrom-c redukcids teszttel (Sigma-Aldrich) detektaltuk a
kordbban leirtaknak megfeleléen [177]. Roviden, az inhibitorokkal torténd kezelést és a
sejtszuszpenzié felmelegitését kovetden, de az aktiviciét megelézdéen 100 pM
citokrom-c-t adtunk a szuszpenzidhoz. Az ilymdédon eldkezelt sejteket pipettaztuk 4t az
FBS-sel blokkolt feliileti lyukakba, hogy a sejtszdm 1x10° vagy 3x10* legyen.
Spektrofotometrids késziilékkel (Thermo Labsystems Multiskan Ascent) mértiikk az
abszorbanciat 550 nm és 540 nm hulldmhosszokon (utébbit referencia hullimhosszként

hasznaltuk).

3.9. clogP meghatarozasa

A szamitégépes kalkuldcidhoz fragmens alapu szdmitdst alkalmaztunk. Az alkalmazott
program neve 3DNET4W (Vichem Kft., 1022 Budapest, Herman O. u. 15,
istvan.kovesdi @eqnet.hu, 2002). [178]

3.10. Permeabilitas vizsgalat

- Mintaeldkészités:

A mintdk 5 mM-os tomény dimetil-szulfoxidban (DMSO) feloldott torzsoldatit PBS
pufferben higitottuk a kivant 200 uM (vagy a molekula rosszabb oldékonysiga esetén
50 uM) eléréséig. Az igy kapott oldatokkal végeztiik a permeabilitasi vizsgalatokat. Az
oldatok DMSO koncentraciéja nem haladta meg a 2%-ot, aminek a sejtes vizsgdlatok
sordn van jelentdsége.

- Mérés menete:

A méréseket BD Gentest 96-lyuki PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability
Assay) mikrotiter lemez (sorszam: 353015-G) felhaszndldsdval végeztik a gyartd
ajanlasainak figyelembevételével.

Az elOre gyartott, mesterséges membrannal elldtott PAMPA lemezeket felhasznalas
elétt fél orat hagytuk allni szobahdmérsékleten. A donor (alsd) mikrotiter lemez
Iyukaiba pipettdaztuk a 200 uM koncentraciéji mintaoldatot 300 pl térfogatban. Az
akceptor mikrotiter lemez iiregeibe pedig 200 pul PBS-oldat keriilt. Az akceptor lemez

donor lemezbe valo helyezését kdvetden 5 ords inubécié kovetkezett. Az inkubécids 1d6
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leteltével, a donor és akceptor mikrotdlcak szétvalasztasat kovetden az oldatok
abszorbancidjanak detektdldsa UV/VIS spektrofotometridval tortént.

- Permeabilitas szdmitasa:

A mért abszorbancia értékekbOl elsOként a donor és akceptor mikrotdlcan levo

oldatkoncentréacidkat (Cq4 és C,) hatdroztuk meg:

Ca=Cox (A¢-Ap/ Ap-Ap)

Ca=Cox (Ax-Ap/ Apg-Ap)

ahol Cy a kezdeti mintakoncentraciot, Ay és A, a donor €s az akceptor iiregekben 1év0
oldat abszorpcidjdnak értéke, A, pedig a tiszta puffer abszorpcidjat jeloli.

A fentiek ismeretében kiszdmolva az ekvilibrium koncentraciot,
Ceoq=(CaxVg+CaxVy)/(Va+V,)

megadhat6 a permeabilitas (Pe):

Pe=-Inx (1-C,/Ceq) / Sx(1/Vg+1/Vy)xt

Ahol V4 a donor térfogat (0,3), V, az akceptor térfogat (0,2), S a membran sziiréfeliilete
négyzetcentiméterben, t pedig az inkubdcids id6 masodpercben mérve.

A kapott permeabilitds értékek alapjan a vegyiileteket két csoportba sorolhatjuk az als6
(donor) mikrotdlcara pipettdzott mintaoldat esetén:

P.>1,5x10° cm/s (vagyis logP. > -5,82): nagy permeabilitdsi molekula

P.<1,5 x10° cm/s (vagyis logP. < -5,82): kis permeabilitasu molekula
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4. Eredmények

4.1. 293 FS sejtvonal transzfekcio ellenérzése

A sejtes assay alapjat egy transzfektalt 293 FS sejtvonal képezte, mely overexpresszalja
a konstitutivan hidrogén-peroxidot termelé6 NOX4 enzimet. A NOX4 overexpresszidja
kettds jelentdséggel bir. Egyrészt a fiziologidsndl magasabb, patolégids allapotot
szimuldlé ROS tidltermelést eredményez, masrészt a NOX4 enzim jelends tulsdlyat
okozza a sejtben a tobbi NADPH-oxidé4z izoenzimhez, illetve ROS termeld rendszerhez
képest. A kisérletei rendszer megbizhatésdganak biztositdsa érdekében Western blot
modszerrel ellendriztik a NOX4 fehérje expresszidjat a transzfektdlt és
nemtranszfektalt sejtvonalakban. A NOX4 poliklonalis antitest szignifikdnsan
magasabb NOX4 enzim expressziét mutatott ki a transzfektdlt sejtvonalban (12. a

abra).

a.
Transzfektalt ~ Kontroll
sejtek sejtek

120000 -
100000 -

80000 -

RFU

60000 -

40000 -

0 .

Transzfektalt sejtek Kontroll sejtek

12. dbra. a. A NOX4 enzim expresszios szintjének osszehasonlitdsa transzfektdlt
és nemtranszfektdlt 293 FS sejtvonalakban Western blot modszerrel b. A NOX4 enzim
aktivitdasdnak vizsgdlata a transzfektdlt és nemtranszfektdlt 293 FS sejtvonalakban
Amplex Red hidrogén-peroxid/peroxiddz mddszer alkalmazdsdsval

(dtlag + szords, n=3).
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Amplex Red médszerrel vizsgéltuk a termelddott HyO, mennyiségét azzal a céllal, hogy
megbizonyosodjunk arrél, hogy ez a magasabb NOX4 expresszids szint nagyobb
mennyiségli, a kimutatasi reakci6 alapjat képezd hidrogén-peroxid termelést
eredményez. A 12. b abran lathatd, hogy a transzfektdlt sejtvonal H,O, termelése

jelentdsen magasabb, mint a kontrollé.

4.2. A sejtes assay optimalizalasa

4.2.1. Paraméterek beallitasa

Az irodalombdl ismert, egyszerlien kivitelezhet6 és koltséghatékony vizsgalatra
alkalmas sejtes alapu moddszer bedllitasat tliztiik ki célul a tesztelések hatékonysdganak
novelése érdekében. Ennek sordn egy nagyszdmu minta vizsgélatit lehetévé tévé HTS
rendszer feléllitdsdval, szabadalmaztathatd, specifikus hatéanyag kifejlesztésére
alkalmas tesztrendszert allitottunk be.

A 293 FS sejtek a plazmamembréanban lokalizalo6dé NOX4 enzimet tultermelik a NOX4
enzim génjét hordoz6 pCDNA3.1 vektor stabil kifejezodésének koszonhetden. A
kimutatasi reakcié sordn a NOX4 enzim éltal eldallitott H,O, mennyiségét hatdroztuk
meg kozvetett mdédon. Az LPO enzim H,0,; jelenlétében, az L-tirozinbdl 0,0’-ditirozint
allit el6. Ennek a 0,0’-ditirozinnak a mennyisé€gét hatdroztuk meg fotometridsan.

Ahol a rendszer mindhdrom kritikus komponense: az LPO, a tirozin €s a hidrogén-
peroxid is jelen volt (pozitiv kontroll), magasabb értékek mérhetok, mint a hatteret
megad6 negativ kontroll esetében. Mivel a mérés sordn a LPO-t és a tirozint is
feleslegben alkalmaztuk, ezért a ditirozin képzddés limitdlé €s a szdmunkra is kritikus
tényezdje a NOX4 enzim altal termelt H,O,. Az assay optimalizdldsa sordn a
sejtszdmot, a kimutatdsi reakci6 idejét és a kimutatdsi reakcidéban fontos LPO enzim
koncentracidjat vizsgaltuk €s allitottuk be.

A mérési rendszert ugy modositottuk, hogy 384-lyuku mikrotiter lemez felhasznaldsaval
is kivitelezhetové valjon. Célunk a vegyiilettar-tesztelés hatékonysdganak novelése €s az
overexpresszald sejtvonal gazdasdgosabb felhaszndldsa volt.

A sejtszam optimalizaldasdhoz egy felezé higitasi sort készitettiink (13. A abra) 384-

lyukd mikrotalcan 5x10* sejt / well sejtszamrol indulva, €s azt vizsgéltuk, hol kapjuk azt
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a jelkiilonbséget, melynél a termelddott H,O, dltal generélt fluoreszcenciaintenzitas (FI)
mdr nagy biztonsdggal elkiilonithetd a héttértdl. A kisérletek optimdlis miikodéséhez
minimdlisan 1x10* sejtre volt sziikség, ezért kis biztonsagi rahagyassal 2x10* sejtet

alkalmaztunk a késobbi kisérleteinkben.

A
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13. dbra. Sejtes assay paramétereinek bedllitdsa. A. A vizsgdlataink sordn
tovdbbiakban haszndlt, optimdlis 293 FS sejtszam meghatdrozdsa, egy ora reakcioido
esetében. B. és C. A LPO enzim optimdlis koncentrdciojdnak és a kimutatdsi rekacio

idotartamdnak hatdsa a mért abszorbancidra (dtlag + szords, n=3).

53



DOI:10.14753/SE.2012.1726

Az LPO enzim optimédlis koncentriacidjdnak meghatdrozdsa egy 8 pg/ml-rél induld
felezd higitasi sor tesztelésével tortént. A 13. B abranak megfelelen a kisérletekben
alkalmazott LPO koncentréci6 alsé hatara 1 pg/ml volt.

Az LPO higitasi sor mérése sordn idofliggést is vizsgédltunk, hogy a kimutatasi reakcio
hosszat meghatarozzuk. A kapott jel nem véltozik szamottevé mddon az inkub4dcids id6
hosszdanak viltoztatasaval. A 13. C abra alapjan kijelentheté, hogy az altalunk
valasztott 2 pg/ml LPO koncentréacié alkalmazasa esetén nincs akkora jelkiilonbség a 40
perc és akar a 160 perc idotartamu kimutatasi reakci6 kozott, mely indokolnd a hosszu
inkubécioét. Ezek alapjdn a 40 perc inkubécids 1d6t taldltuk optimdlisnak a kimutatdsi
reakci6hoz. A sejtes assay optimalizdldsa sordn a reakcidkoriilmények bedllitdsanak
fontos kritériuma volt az assay robosztus jellegének, standardizdlhatésdgdnak és konnyl

megvalOdsithatdésdgéanak kialakitdsa.

4.2.2. A referencia inhibitor, mint belsé kontroll vizsgilata

Az assay optimalizdldsa sordn a DPI-t is teszteltiik, hogy a késObbiekben, mint belso
kontrollt alkalmazhassuk kisérleteinkben. A DPI az irodalmi adatok szerint nM-os
koncentracioban gatolja a NOX enzimeket. Ennek megfeleléen 4 nM és 3 uM kozotti
koncentracidtartomédnyban vizsgaltuk a DPI hatdsat a mar bedllitott sejtes assay-ben.
Meérési eredményeink szerint (14. abra) a DPI ICs értéke 0,02 uM, ami megegyezik az
irodalomban ko6zolt, de mas moddszerrel mért adatoknak. Tovabbi kisérleteink soran a
DPI-t az A4ltalunk tesztelt vegyiiletek mindenkori koncentricidjanak megfeleléen

higitottuk és alkalmaztuk, mint belsé kontrollt.
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14. dabra. A DPI referencia inhibitor gdtlo hatdsdnak vizsgdlata a bedllitott sejtes assay-

ben 4 nM-3 uM koncentrdciotartomdnyban. ICsy = 0,02 uM (dtlag + szords, n=3).

4.2.3. A sejtes assay megbizhatosaganak ellendérzése

A leginkdbb hasznalatos két paraméter, melyek alapjan egy assay minOségét
megitélhetjiik, a jel/zaj illetve a jel/hattérzaj ardnyai. A problémat az jelenti, hogy habér
ezeknek az értékeknek a megaddsa hasznos, mégsem elégséges, mivel egyik sem veszi
figyelembe egyidejiileg a mérés Osszes fontos paraméterét, igy a mintak, a kontrollok és
a hattér mért értékeinek szordsat, illetve a maximum és minimum jel kozotti kiilonbség
(AS) értékét.

Az altalunk alkalmazott sejtes assay milkodésének és megbizhatdsdgéanak ellendrzésére,
nagyszamu kontroll alkalmazédsdval meghatdroztuk a signal window koefficiens vagy
7’ -faktor értékét. Ha Z’ értéke negativ vagy 0 kozeli, az azt jelenti, hogy az assay nincs
megfeleloen optimalizdlva és nem alkalmas megbizhato bioldgiai adatok kinyerésére.

A mar beallitott H,O,/Tyr/LPO assay Z’ érték meghatarozasat két 96-lyuku mikrotélcan
futtatott, egymadstol teljesen fiiggetlen vizsgalat keretében végeztiik. Mindkét mikrotiter
lemez 48-48 pozitiv és negativ kontrollt tartalmazott. A pozitiv és negativ
kontrollreakciok ugyanazokat az Osszetevoket tartalmaztdk, de a negativ kontrollokbol
kihagytuk a kimutatdshoz sziikkséges ditirozint eldallit6 LPO-t. A vegyiiletek
tesztelésénél alkalmazott fél ora inkubdcids i1d6 leteltével meghatdroztuk az egyes
lyukakban a fluoreszcenciaintenzitds értékeit (15. abra). Ezeknek az 4tlaga a pozitiv

kontrollok esetében 18500 rfu, mig a negativ kontrollokndl 12000 rfu volt. Kiszadmolva

55



DOI:10.14753/SE.2012.1726

a Z’-faktor értékét 0,6-et kaptunk, amely egy megfelelden robosztus mérési rendszerre

utal.
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15. dbra. Z'-faktor meghatdrozdsa sordn mért fluoreszcenciaintenzitds értékek a pozitiv
(feliil) és negativ (alul) kontrollok esetében.

4.3. Vegyiilettarak tesztelése

4.3.1. Vegyiiletek

A szakirodalmat 4ttekintve megéllapithatjuk, hogy NOX4 enzimet specifikusan gétlo
anyagok még nem ismertek, ellenben szdmos vegyiiletcsaladrdl irtak le NOX gatlé
hatast. Ezek a vegyiiletek képezték az egyik kiindulési alapot a NOX4 enzimet gitlo
vegyiiletek szintéziséhez, €s a tesztelni kivant vegyiilettar bovitéséhez.

A kémiai partnercsoport a kordbban emlitett struktirak koziil az S17834 és a VAS2870
alapvazat valasztotta ki, mint kiinduldsi alapot, a potencidlis NOX4 gétloszerek
szintéziséhez. A két kivdlasztott kémiai szerkezetet szdmos helyen moddositva (16.

abra), fokuszalt vegyiilettarak keriiltek eléallitasra.
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16. dbra. Az elddllitott fokuszdlt vegyiilettdrak dltaldnos képlete.

A VAS2870 és analdgjai azért érdemelnek kiilonos figyelmet, mivel az EVL vegyiilettar

tesztelése sordn is azonositottunk rokonszerkezetli, hatékony vegyiileteket. A sejes

assay beallitdsat kovetden tobb mint 1100 vegyiilet gatlé hatdsat vizsgaltuk meg.

A vegyiilettarak tesztelése négy 1épcsoben tortént. Elsé 1épésben a bdvitett validacids

vegylilettdir anyagainak tesztelését végeztik el (elsddleges szilirés).

alapszerkezetei koziil néhanyat a 17. abra tartalmaz.

N X X\ X
m /X 0] N
sollicollse

— — —
k N N N/ N

17. dabra. Az EVL alapszerkezetei.

Ezt kovetéen a 60% (ICso< 10 uM ) felett gatl6 vegyiiletek koré fokuszalt vegyiilettarak

tesztelését végeztiikk el szintén 10 uM végkoncentriacidoban (mdsodlagos sziirés). A

hatékony molekuldk gitldsi értékeinek validdldsa 3 fiiggetlen méréssel tortént. Végiil
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meghatdroztuk a 10 uM koncentraciéban stabilan 80% felett géatlé molekulak ICsg

értékeit.

4.3.2. Elsodleges sziirés

Az EVL maximdlis kémiai diverzitisa kivdléan alkalmas, hogy kiindulépontként
szolgéljon hatékony molekuldk azonositdsdhoz, illetve a tovédbbi fejlesztésekhez. Az
elsodleges szlrés keretében az EVL kozel 900 molekulgjat teszteltilk az optimalizalt
H,O,/Tyr/LPO sejtes assay-ben 10 uM végkoncentracidban. A tesztelések soran minden
egyes esetben harom parhuzamos mérés eredményét atlagoltuk, és viszonyitottuk a
pozitiv és negativ kontrollokhoz. Referencia inhibitorként a DPI-t haszndltuk a
mindenkori (maximum 10 pM-os) gatlévegyiilet-koncentraciknak megfeleléen. Az
elsddleges tesztelések sordn 47 olyan vegyiiletet azonositottunk, melyek jelentds (80-
100 %) gatl6 hatast fejtettek ki 10 uM koncentracidban a 293 FS sejtek (NOX4 enzim)
H,0, termelésére. A 47 vegyiilet nagyrészt a kovetkez0 hat vegyiiletcsaldd
képviseldibdl 4allt: oxalil-hidrazidok, kinazolinok, flavonoidok, oxindolok, benzo-
quinolinok és benzo-tiofének. A vegyiiletek 10 uM koncentraciéban elért NOX4
enzimaktivitds gatlasi értékeit a 2. tablazat tartalmazza. Minden gatldsi értéknél
megadtuk a konfidencia intervallum (CI) értékét is. A CI segitségével 1étrehozhaté a
statisztikai sokasdg vdarhaté értékének megbizhatdsdgi intervalluma. Tehdt adott

biztonsdggal (esetiinkben 95%) adja meg az atlagtol valo maximalis eltérést.
A A

ht | I | h3
h2

h1: alsé valdszinu hatar
h2: minta becsiilt értéke
h3: felsd valoszint hatar

A: hibahatdr, maximadlis eltérés adott biztonsaggal
Szamitasa:

CI%1,96 (sd/Vn)

Ahol sd a standard hiba, n pedig a mintak szama.
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2. tablazat. Az elsddleges sziirés sordn azonositott molekuldk 10 uM koncentrdcioban

mért gatlasi értékei a NOX4 enzim H;O; termelését méro sejtes assay-ben (dtlag +

CI95%, n=3).

1 10819 25 1057
2 104+3 26 104+7
3 10418 27 103+2
4 10243 28 102+4
D) 102+4 29 1011
6 10143 30 10041
7 10043 31 1005
8 10048 32 99+2
9 9849 33 9713
10 9618 34 96+10
11 96+10 35 9542
12 95+10 36 9416
13 9348 37 9348
14 9315 38 9248
15 92+2 39 9118
16 91+7 40 91+11
17 90+3 41 90+10
18 8919 42 89+3
19 88+2 43 87+4
20 87+2 44 8615
21 8549 45 8418
22 84123 46 83+7
23 82+7 47 82+4
24 80+20

4.3.3. Vegyiilettar bovitése

A molekuldk tesztelése sordn szdmos hatékony, kordbbi ismereteink szerint dj tipusd
molekuldt azonositottunk, amelyek tjabb kiindulépontot kindltak a tovdbbi fokuszalt
vegyiilettdrak tervezéséhez és szintéziséhez. Ezen felil a mar rendelkezésre &llo
vegyiiletek koziil tovabbi analdg struktdrdkat valasztottunk ki. Az {gy nyert informacidk

alapjan a 18. abran lathat6 altalanos szerkezetii vegyiileteket vizsgéltuk.
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18. dbra Az elsodleges tesztelés eredményei alapjdn tovdbbi tesztelésre kivdlasztott

fokuszdlt vegyiilettdrak

A mir kordbban is emlitett, egyik legfontosabb vegyiiletcsaldd a kondenzalt pirimidin
gylriit tartalmazé pirrolo- illetve pirazolo-pirimidinek. A vegyiiletcsoport azért is
kiemelt fontossagu, mert képviseldik egyarant megtaldlhatéak az irodalomban leirt,
kisszami NOX4 enzimet is gélé vegyiilet kozott, és az altalunk azonositott hatékony

molekulak kozott is.

4.3.4. Fokuszalt vegyiilettarak tesztelése

Osszesen 200 anal6g molekuldt vélasztottunk ki az oxalil-hidrazidok, flavonoidok,
benzotiofének, pirrolo-, illetve pirazolo-pirimidinek koziil, és teszteltink le 10 uM
végkoncentricidban sejtes assay-ben. A fékuszdlt vegyiilettdrak tesztelése sordn
azonositott molekuldk 10 pM koncentracioban elért NOX4 gatlasi értékeit a 3.

tablazatban foglaltuk ossze.
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3. tdbldzat. A fokuszdlt vegyiilettdrak tesztelése sordn azonositott molekuldk 10 uM
koncentrdcioban mért gatlasi értékei a NOX4 enzim H,O, termelését méro sejtes assay-

ben (dtlag + CI95%, n=3).

48 106+1
49 105+2
50 105+1
51 105+1
52 10041
53 97+14
54 97+13
55 93+16
56 93+16
57 93+14
58 93+12
59 92421
60 92+20
61 91+18
62 91+1
63 90+11
64 88+12
65 82+16
66 81+1
67 80+9
68 80+8

Osszességében tehdt 68 vegyiiletet talaltunk hatdsosnak, melyek pontos ICs, értékeit is
meghatdroztuk egy 10 pM koncentraciordl induld, 8 pontos felezd higitasi sor

tesztelésével. ICs értékeiket az 4. tablazatban lathatjuk.
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4. tabldzat. A sejtes assay-ben tesztelt hatdsos vegyiiletek ICsg értékei. Az ICsy értékek
meghatdrozdsdt az inhibitorok 10-0.078 uM koncentrdciotartomdnyban készitett felezo
higitdsi sordnak tesztelésével végeztiik. A gorbék illesztése és ICsy értékek
meghatdrozdsa az XLfit™ (IDBS) szoftver felhaszndldsdval tértént
(datlag £ CI95%, n=3).

Vegyiilet sorszama I1Cso (UM) Vegyiilet sorszama ICs (UM)
2 0,17+0,03 9 0,24+0,14
6 0,26+0,01 8 0,46+0,05
1 0,52+0,15 33 0,59+0,36
27 0,63+0,41 28 0,63+0,61
36 0,68+0,48 52 0,74+0,14
44 0,79+0,05 50 0,83+0,12
48 0,85+0,31 31 0,86+0,44
14 0,93+0,98 60 0,91+0,09
30 140,17 18 0,96+0,13
34 1,02+0,54 64 1,02+0,75
40 1,04+0,14 29 1,07+0,48
38 1,1+0,86 5 1,13+0,46
51 1,13+0,68 25 1,16+0,71
57 1,16+1,05 49 1,240,27
39 1,27+0,03 56 1,27+0,53
53 1,3+0,19 23 1,34+0,48
3 1,440,42 7 1,35+0,21
13 1,58+0,66 35 1,58+0,71
47 1,59+0,1 59 1,64+0,78
41 1,67+0,14 15 1,7+0,57
43 1,85+1,14 42 1,86+0,03
63 240,02 12 2,1+0,81
32 2,11+0,61 16 2,2+1,93
17 2,25+0,63 11 2,31+1,11
45 2,37+0,3 20 2,38+1,58
55 2,4+1,63 54 2,43+0,26
19 2,44+0 1 21 2,62+22
65 3,04+0,99 10 3,02+0,09
67 3,22+0,37 61 3,1+0,09
24 3,2910,16 62 3,28+0,06
68 3,38+0,56 22 3,31+0,57
66 3,84+0,16 46 3,59+0,72
4 5,7+0,59 58 3,860, 1
26 6,64+0,12 37 6,17+0,06
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A 19. abra a sejtes assay-ben azonositott, leginkdbb hatdsos inhibitorok hatdstani
gorbéit mutatja. Az ICs értékek meghatarozdsat kovetden a hatékony molekuldk nagy
szdma miatt ugy dontottiink, hogy az irodalom alapjan is maximdlisan elfogadhat6 2
uM alatti ICsq értékekkel rendelkezd molekuldkat vetjiik ala tovabbi vizsgélatoknak. A
hatékony molekuldk ily moddon sziikitett csoportja még mindig tokéletes alapot

szolgéltatott a tovabbi szelektdldshoz.
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19. dbra. Az 4. tabldzatban szerepld 2, 9, 6 és 8 szdmi, a sejtes assay-ben leginkdbb
hatékony vegyiiletek (ICsp < 500 nM) ICsy gorbéi. Az ICsy értékek meghatdrozdsdt az
inhibitorok 10-0,078 uM koncentrdciotartomdnyban készitett felezo higitdsi sordnak
tesztelésével végeztiik. A gorbék illesztése és ICsy értékek meghatdrozdsa az XLfit™

(IDBS) szoftver felhaszndldsdval tortént (dtlag + szords, n=3).
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4.4. A NOX4 enzim aktivitasanak vizsgalata, sejtes rendszerbél izolalt enzim

segitségével
4.4.1. NOX4 és p22°"** Jokalizacio vizsgalata

Az elérhetd irodalmat attekintve a NOX4 enzim sejten beliili kifejez0dése rendkiviil
ellentmonddsos, ennél fogva nagyon valdszinii, hogy nagymértékben fiigg a sejttipustdl,
illetve az adott sejten beliil betoltott funkciotdl, valamint az expresszids szinttél. A
NOX4 és p22P™* fehérjék sejten beliili megjelenését két eltérd eredetii: egy epitél (293
FS) és egy endotél sejtvonalon (EA.hy926) vizsgaltuk. A vizsgalatokat nem csak azzal a
céllal végeztiik, hogy megnyugtaté valaszt kapjunk a NOX4 enzim sejten beliili
kifejezddésére az altalunk haszndlt sejtvonalakban. A NOX4 lokalizdciéjanak ismerete
sziikséges feltétele volt annak a terviinknek is, hogy bedllitsunk egy biokémiai assay-t a
NOX4 enzim aktivitisanak mérésére. A 20. abra alapjan megéllapithatjuk, hogy az
epitél sejtvonal esetében a NOX4 enzim ugyan nagyobb koncentracidban volt

megtalalhato a perinukledris régioban, elsdsorban mégis a periférian fejezodik ki.
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p 22 phox

Hoechst Hoechst

20. dbra. A NOX4 és p22""* fehérjék lokalizdcidjdnak vizsgdlata transzfektdlt 293 FS
epitél sejtvonalban. A kisérleteket hdromszor ismételtiik meg azonos eredménnyel. A
felvételeket konfokdlis lézer pdsztdzo mikroszkopal készitettiik 100x (NA=1,4)

olajimmerzios objektivvel.

Ezzel szemben az endotél sejtvonal esetében a NOX4 enzim egyértelmiien a sejtmagban
expresszalodik (21. abra). A p22°"* kofaktor mindkét esetben az irodalomban
kozolteknek megfeleléen a sejtben mindenhol megtaldlhaté volt. Ezeket az
eredményeket felhaszndlva kisérletet tettiink egy biokémiai assay megtervezésére és

bedllitdsara az EA.hy926 sejtek sejtmag frakcidjanak felhaszndldsaval.
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21. dbra. A NOX4 és p22""™
fehérjék lokalizdciojdanak
vizsgdlata EA.hy926
endotél sejtvonalban.

A kisérletek hdaromszori
ismétlése azonos eredményt
hozott.

A felvételeket konfokdlis

lézer pdsztdzo mikroszkoppal
Hoechst o Hoechst

készitettiik,
63x (NA=1,4) olajimmerzios

objektivvel.

4.4.2. Biokémiai assay
4.4.2.1. Paraméterek beallitasa

A NOX4 egy transzmembrin enzim, mely csak a membranba torténd transzlokdcigjat és
a p22P"**_szal t6rténd osszekapesolddast kovetden vélik aktivva. Az enzim sejten beliili
lokalizaci6janak meghatdrozaséaval lehetdség nyilt egy biokémiai assay bedllitasara.

A fent leirt eredményeink €és a fellelhet6 irodalom alapjin két lehetdség kindlkozott a
NOX4 enzim izoldlasdra. Az egyik a 293 FS sejtek plazmamembrin frakcidjanak, a
masik az EA.hy926 sejtek sejtmag frakcidjanak felhaszndldsa. A 293 FS sejtekben
torténd NOX4 overexpresszié biztositéka volt annak, hogy a hatékony vegyiiletek
gatoljak a NOX4 enzimmikodést, de nem zarjak ki annak a lehetdségét, hogy a sejtben

lejatszodo esetleg még ismeretlen NOX4 gétlast okozé folyamatokon fejtik ki hatdsukat.
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F6 célunk tehdt az “off-target” aktivitds kizardsa volt, de szerettilk volna a kordbban
kapott eredményeket is megerdsiteni. Az EA.hy926 sejtek sejtmag frakcidjanak
felhaszndldsa mellett dontottiink, ezzel ugyanis nem csupan egy, a NOX4 enzimet
endogén modon expresszdld sejtvonalon volt médunk vizsgalni a gatldomolekulédkat, de
egy, a kordbbitdl eltérd és széles korben alkalmazott kimutatdsi reakcié (Amplex Red
assay) alkalmazdsdval az djonnan kifejlesztett H,Oo/Tyr/LPO kimutatdsi reakciot is
validalhattuk.

A kordbbi méréseinknél alkalmazott médon, minden esetben hirom péarhuzamos,
fiiggetlen mérés alapjan hatdroztuk meg a vegyiiletek hatékonyséagat a pozitiv és negativ
kontrollok abszorbancia értékei alapjan. Minden esetben meghatdroztuk az adott
mérésre vonatkozé Z’ értéket és az eredményeket csak akkor fogadtuk el, ha Z'-faktor
értéke 0,5 €s 1 koz€ esett.

Az EA.hy926 sejtek sejtmag frakcidjanak izolédlasit kovetden a biokémiai assay egyes
paramétereit (sejtmagszam, reakcidéidé, NADPH- és FAD-koncentracié) hasonlé médon
optimalizaltuk, mint a sejtes assay esetében.

A sejtmagszam optimalizdldsara egy felez higitasi sort készitettiink (22. A abra) 384-
Iyukd mikrotdlcan 1x10° sejtmag / well koncentraciordl indulva, és a sejtmagszam,
illetve a kapott jel (fluoreszcenciaintenzitds) Osszefiiggéseit vizsgaltuk, a reakci6ido
fiiggvényében. A 22. A abran lathat6 modon, a kisérletek optimalis mitkodéséhez és a
megfeleld jelkiilonbség eléréséhez mar a 12 500 sejtmag/well érték is elégségesnek

bizonyult, ezért a tovabbi kisérleteinkben ezt hasznaltuk.
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22. abra. Biokémiai assay paramétereinek bedllitdsa: A. Az optimdlis EA.hy926
sejtmagszdm meghatdrozdsa a reakcioido fiiggvényében. B. A FAD és NADPH

optimdlis koncentrdciojanak meghatdrozdsa (dtlag + szords, n=3).

A NOX4 enzim milkodéséhez NADPH szubsztratot és FAD kofaktort igényel. Az
irodalomban leirtaknak megfeleléen a 10 uM FAD- és 12.5 uM NADPH-koncentricidk
haszndlata mellett dontottink. Az 22. B abran lithaté, hogy a koncentraciok
novelésével gyakorlatilag linedrisan novekszik a kapott jel értéke is. A 10 uM FAD- és
12.5 uM NADPH-koncentracidk alkalmazasdval elért jelkiilonbség nem indokolta a

magasabb koncentraciok hasznalatat, tehat mi is ennyit alkalmaztunk a tovabbiakban.

4.4.2.2. Sziirés és ICs értékek meghatarozasa

Az optimalizdlasi 1épéseket kovetden minden olyan molekulat leteszteltiink a biokémiai
assay-ben, amelyet a sejtes assay-ben vizsgdlva hatékonynak taldltunk (Osszesen 54
vegyiiletet). Elsé 1épésben 10 uM végkoncentracidban vizsgiltuk a vegyiileteket (5.
tablazat). A tesztek sordn, mint eddig is, minden esteben hidrom parhuzamos mérés

eredményét dtlagoltuk és viszonyitottuk a pozitiv és negativ kontrollokhoz. Referencia
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alkalmaztunk, minden

esetben 100

uM

5. tablazat. A kordbban azonositott hatékony molekuldk 10 uM koncentrdcioban mért

gatlasi értékei a NOX4 enzim H,0, termelését méro biokémiai assay-ben (dtlag +

CI95%, n=3).
VeI Gétlas (%) + Cl 95% | vevllel | caias () + CI 95%
sorszama sorszama

55 12612 6 1147
33 111419 54 10547
36 10515 43 104%3
38 1029 42 10222
31 10128 7 99+8
41 9848 14 98+7
25 98+20 44 97+13
2 94+17 13 94+11
34 93+7 35 89+13
49 85:16 18 84113
3 82:10 8 82114
21 8113 45 80+13
30 79+13 52 7716
32 7715 16 7617
: 7610 50 74%3
63 7114 17 7018
48 6917 5 68+4
15 6316 39 58+7
56 58+4 27 5811
10 5516 28 555
12 54+4 29 5311
51 50+13 59 4312
64 4012 53 40%9
20 3518 60 3016
23 2410 47 16+15
19 749 11 437
9 249 40 020

Az 50% folott gatlé 43 vegyiilet mindegyikének maghatiroztuk az ICsy értékét is egy

2,5 uM, illetve 10 uM koncentraciordl induld, 6 pontos felezd higitési sor felvételével.

A vegyiiletek ICs értékeit a 6. tablazat 6sszegzi.
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6. tabldzat A biokémiai assay-ben tesztelt hatdsos vegyiiletek ICsg értékei. Az ICsg
értékek meghatdrozdsdt az inhibitorok 10 uM-310 nM illetve 2,5 uM-78 nM
koncentrdciotartomdnyokban készitett felezo higitdsi sordnak tesztelésével végeztiik. A
gorbék illesztése és ICsy értékek meghatdrozdsa az XLfit'™ (IDBS) szoftver

felhaszndldsadval tortént (dtlag £ CI95%, n=3).

Vegyllet Vegyllet

sorgzéma ICso (UM) sorgzéma ICso (UM)
38 0,22+0,24 8 0,38+0,03
55 0,38+0,14 31 0,41+0,1
34 0,45+0,06 25 0,46+0,27
44 0,53+0,09 50 0,59+0
43 0,6+0,12 7 0,82+0,48
32 0,93+0,17 39 0,93+0,33
41 0,96+0,37 6 1,1+0,09
45 1,28+0,39 42 1,32+0,7
18 1,33+0,92 33 1,35+1
2 1,6+0,91 35 1,61+0,38
13 1,75+1,29 30 2,37+1,53
54 2,38+1,71 1 2,84+0,71
16 3,31+2,27 15 3,4+0,59
49 3,78+1,49 3 3,95+0,65
36 3,97+1,65 17 4,16+1,54
56 4,59+2,22 52 4,67+1,39
63 4,72+2,89 5 4,88+1,58
21 5,69+1,88 14 7,23+1,51
28 8,55+2,74 12 9,05+2,9
29 10,11+0,21 48 10,38+0,47
27 11,49+2,93 51 12,49+4,88
64 15+9,8

A tesztelések sordn 12 olyan vegyiiletet azonositottunk, amelyek a sejtes assay-ben
mérve hatékonynak bizonyultak, de a biokémiai assay-ben 10 pM koncentracidban
mérve, a hatékonysaguk 50%-ra vagy az ald csokkent. Csak elméleteink vannak arrdl,
hogy miért csokken ezeknek a molekuldknak a hatékonysaga. Elképzelhetd, hogy az
amugy inkativ molekulat maga a sejt alakitja aktiv forméava (pro-drug), vagy a sejtben
elérhetd szubsztrat, a NADPH mennyiségét csokkentik egy metabolikus utvonal, pl. a
pentdz-foszfat ciklus gatldsdval. De az is lehet, hogy ezek a molekuldk az ép sejtekben
valamilyen természetes antioxiddns rendszer miikodését erdsitik, és ezzel csokkentik a

H,0; mennyiségét.

70



DOI:10.14753/SE.2012.1726

4.5. Szelektivitas vizsgalata

A sejtes €s biokémiai rendszerekben egyarant hatékony molekuldk NOX4 enzim irdnti
specifitdsdnak vizsgalatira a NOX2 enzimet vdlasztottuk. A NOX2 enzim tobb okbdl is
idedlis jelolt erre a célra, hiszen nem csupan a NOX enzimek legkordbban felfedezett és
ezért legismertebb tagja, de sejtes rendszerben torténd vizsgélata is egyértelmii, mivel
neutrofil sejtekben ez az egyediili NOX izoforma. Mindezek mellett a NOX2 enzim
(nem koéros) miikodésének gatlasa élettani szempontbdl is komoly problémat jelentene
ismerve kiemelkedden fontos szerepét az immunrendszer mitkodésében.

Az igéretesnek tlind molekuldk mindegyikét (0sszesen 57 vegyiilet) leteszteltiik egy
NOX?2 gatlast vizsgalo sejtes rendszerben. A vizsgalatokat a NOX4-et hatékonyan gétlo
vegyliletek 10 pM, illetve 1 uM koncentricidjdnak jelenlétében is elvégeztiikk. 1 pM
koncentracioban a vegyiiletek egyike sem okozott szignifikdns vdltozast a neutrofil
granulocitdk szuperoxid termelésében, ugyanakkor 10 puM koncentrdciéban mér 18

vegyiilet okozott 50%-ot meghaladé gatlast (23. abra).
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23. dbra. A vegyiiletek hatdsa a neutrofil granulocitdk szuperoxid termelésére.

Kontrollok: Staurosporin, SOD, DPI és DMSO (dtlag + szords, n=3).
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A NOX2 vizsgdlat eredményeinek egy masik irdnybdl torténd értelmezésével a
molekuldk antioxiddns jellegét kivantuk vizsgdlni. A 23. abran lathat6 eredmények
nem csupédn a molekuldk specifitdsit bizonyitjdk a NOX2 enzimmel szemben. Abbdl a
ténybdl kiindulva, hogy mind a NOX4, mind a NOX2 sejtes assay azonos alapelv
szerint méri a képzddott ROS mennyiségét, annak a lehetdségét is kizdrja, hogy a
szamottevd aktivitdst nem mutatd molekuldk jelentds antioxiddns hatdssal

rendelkeznének.

4.6. Szerkezet-hatas osszefiiggések

A NOX4 enzim 3D szerkezetének hidnya és a bioldgiailag aktiv vegyiiletek szerkezeti
eltérései miatt a szerkezet-aktivitds Osszefiiggés megdllapitdsa nagyon nehéz.
Ugyanakkor, az egyes vegyiiletcsoportokon beliil észlelhetdek bizonyos kozos
sajatsagok. A tesztelések sordn azonositott leginkabb hatékony molekuldk a kovetkezd 8

vegyliletcsoportba tartoztak:

1. Fenantridinon szarmazékok

33 H 2-CN H 0,6+0,4 1,3+1
13 H 4-NO, H 1,6+0,6 1,7£1,3
35 H 2-SO,-Ph H 1,5+£0,7 1,6+0,4
15 H 4-(2-CN-fenil) H 1,4+0,1 3,4+0,6
69 H 3-Cl H <10 N/A
70 H 3-F H >10 N/A
71 Me 3-Cl H >10 N/A
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A fenantridinon szdrmazékok kozott a hatdshoz sziikséges, de nem elégséges feltétel a
négy darab fenolos hidroxi-csoport megléte, mivel ezen tilmenden a benzil részen
elektronszivo (nitro, nitril) csoportra is sziikség van a j6 hatas eléréséhez (33-15, kontra

69-70).

2. Flavonoidok

Vegyiilet | Alapviz | R R’ R’ R* R’ ?g;s(f;j[’)y Bi‘l’éé;:i(‘:i;j)say
36 B OH | OH | OH | 3-OH | 4-OH | 0705 3,9+1,6
52 B OH | OMe | OH | 3-OH | 4OH | 0,7+0,1 4,6+1.4
44 A OH H | OH | 3-OH | 4OH | 08%0,1 0,5+0,1
50 C 0,8+0,1 0,6+0
64 B OMe | OH | OMe | 3-OH | 4-OH 10,7 15+9.8
49 B OH | OH | OH | 20H | 4-OH | 1.2+03 3,78%1,5
54 B OH | OH | OH H 40H | 2,5+0,1 23+1,7
14 B OH H | OH | 3-OH | 4O0H | 0909 7,2%15
72 B OMe | OH | OMe | 3-OH | 4-OMe >10 N/A
73 B OMe | H | OH | 3-OMe | 4-OMe >10 N/A
74 B OH | OH | H H 4-OMe >10 N/A
75 A H H H H 4-NO, >10 N/A
76 A OMe | H H H OH >10 N/A
77 B H H H | 2-NH, | 3-OMe >10 N/A

A sejtes vizsgdlatokban leginkdbb hatékony vegyiilet 6t darab hidroxi-csoportot
tartalmaz (36).

A vizsgalt vegyiiletekben ezen hidroxi-csoportok hidrogén atommal vagy metoxi-
csoporttal lettek helyettesitve, ami az aldbbiak szerinti mddositotta a hatést.

Egyetlen hidroxi-csoport poziciéjanak véltoztatdsa (R* meta helyett orto) a sejtes assay-
ben egyértelmiien novelte az ICsy értéket (36-49). Hasonlé mddon, egyetlen hidroxi-
csoport metilezése nem befolydsolja a hatdst, de a két vagy tobb metoxi-csoporttal
rendelkezd vegyiiletek hatarozottan csokkentették a vegyiiletek hatékonysédgat a hidroxi

szarmazékokhoz viszonyitva (36-52-64-72). Ez a hatds filiggetlen volt a metoxi-
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csoportok poziciéjatél. Ugy tiinik, fontos a hidroxi-csoportok megléte, ahol mds a

szubsztituens vagy nincs szubsztituens, a gatlé hatds is elmarad (75-77).

3. Fenil-propénnitril szarmazékok

8 3-OH 4-OH H CSNH, 0,40 0,40
38 3-OH 4-OH H CN 10,8 0,2+0,2
78 3-Bu 4-OH 5-'Bu CSNH, >10 N/A
79 3-NO, 4-OH H CN >10 N/A
80 4-OH H H CN >10 N/A
81 3-OMe 4-OH H CN >10 N/A

A leghatékonyabb vegyiiletek a 3,4-dihidroxi-fenil-csoportot tartalmazé analdgok (8,
38). A fenilgylirin hdrmas helyzetben 1év6-OH csoport esszencidlis a hatdshoz.
Cseréjével drasztikusan lecsokken a molekula gatlé hatasa (78-81). A ciano-csoportot

tioamid-csoportra cserélve jelentds gatlisnovekedést tapasztaltunk.

4. Aminoszalicilsav szarmazékok

OH
o
1 N
R *@A H 5
~ R2
.. 1 2 Sejtes assay Biokémiai assay
Vegyilet R R ICso (M) 1Csp (UM)
18 2-OH H 0,9+0,1 1,3+0,9
23 2,5-di-OH H 1,3+£0,5 N/A
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Mindossze két molekula keriilt tesztelésre ebbdl a csoportbdl, de mindkettd aktivnak

bizonyult (habédr az egyik (23) csak 10 pM-t meghaladé ICs értékkel rendelkezett a

biokémiai assay-ben). A 23-as molekula aktivitdsa kismértékben csokkent a masodik

hidroxi-csoport bevitelével.

5. Oxalilamid szarmazékok

O 0] 0
R\ N RL_ _N § 1 §
H \RZ \// \H \R2 R\//N\N N\N//\RZ
H
0] O O
A B C
Vegyiilet | Alapvaz R! R? ?g;?(i?jg Bl?&?}iﬁ; 2y

31 B 3,4-di-OH-fenil 3-OH-fenil 0,6%0,2 0,4+0,1

34 B 3,4-di-OH-fenil 3-NO,-fenil 1+0,5 0,4+0,1

25 C 3,4-di-OH-fenil 3,4-di-OH-fenil 1,2+0,7 0,5+0,3

32 B 3,4-di-OH-fenil 4-OFEt-fenil 2+0,8 0,9+0,2
32 C 2-(4-OH-3-QMe-fenll)- 2-(4-OH-3-QMe-fen11)- <10 N/A

etil etil

83 A 2-(3,4-di-OMe-fenil)-etil 3-NH,-fenil >10 N/A

84 A 2'(4'0H'3€;8Me'feml)' 3-NO,-fenil >10 N/A

85 B 2,3,4-tri-OH-fenil 3-NO,-fenil >10 N/A

86 B 3-Indolil 3-Br-fenil >10 N/A

87 A 2-(4-NH,-fenil)-etil 3-NO,-fenil >10 N/A

Az A alapstruktirdval rendelkezd szdrmazékok (83, 84, 87) nem aktivak, de az R!

szubsztituenst 3,4-di-OH-fenillel helyettesitve a B és C alapvéazzal rendelkezd

vegyiiletek (31-32) aktivvd vdlnak. Nem éllapithaté meg egyértelmiien, hogy a B és C

alapvdz kozill melyik képviseli a leghatékonyabb vegyiileteket, mivel mindkét

vegyliletcsalad tartalamzott egyarant aktiv €s inaktiv molekuldkat. Megallapithato

viszont, hogy a dihidroxi-fenil és hidroxi-fenil szubsztituensek eldnydsek, kiillondsen a

szimmetrikus esetekben.

76



DOI:10.14753/SE.2012.1726

6. Oxindol szarmazékok

¢
N _O
R3
* \N—R
B
Sejtes Biokémiai
Vegyiilet | Alapvéz R R’ R’ R* assay assay
ICso (uM) | 1Cs0 (uM)
30 B N(CS)N(allil), 4-Me | 5-OH | 6-Me H 10,1 | 2,4#15
5 A 3-OH 4-OH | H 5-NO, - 1,120,5 | 4,9+1,6
16 A 3-OH 4-0H | H 5-Br - 1,240,5 | 3,3%2,3
3 A 3-OMe 4-OH | H | 5-NHAc - 1,4+04 | 3,9+0,6
88 B N(CS)N(allil), OZ'R H H H <10 N/A
89 A 4-OH H H 5-Me - <10 N/A
90 A 3-Br 4-OH | 5-Br | COCH,Cl | - <10 N/A
91 B N-(3-NO,-Ph) 4-Me | 5-OH | 6-Me H <10 N/A
92 B N(CS)NMe, H H H H >10 N/A
93 B N-Ph 5Me | H H H >10 N/A
94 A 4-OMe H H H - >10 N/A
95 B N'(lii\(/[(él){_gs)of 4Me |5-0H| 6Me | H | 10 N/A
96 B N(3-CI-Ph) 4-Me | 5-OH | 6-Me - >10 N/A
97 A 3-Pr 4-OH | 5-Pr 5-Cl - >10 N/A
98 B N(CS)N(allil) H H H H >10 N/A
99 B N(CS)N(allil), H H H Allil >10 N/A
100 B N-Ph H H H H >10 N/A
101 A 4-OH H H | 5-NHAc - >10 N/A
102 B N-(2-NO,-Ph) 4-Me | 5-OH | 6-Me H >10 N/A
103 B N'(;i\(g){_;s)of O?J-F3 H H H >10 N/A
104 B N'(;i\(g){_;s)of 4-Cl | 6-Cl H H >10 N/A
105 B N-(2-CI-Ph) 4-Me O?\;[e 6-Me Allil >10 N/A
106 A 4-OH 3-NO, | H NHAc - >10 N/A

A leghatékonyabb vegyiileteknél 3,4-diszubsztitudlt fenilgytirtit talalunk (kivéve 30). A
4-hidroxil fenilgytiriit tartalmazé anal6gok szintén hatékonynak bizonyultak (3, 16), de

az elektronszivé nitrocsoport bevitele a hidroxi-csoport mellé a fenilgyliriin teljesen
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elrontotta a hatdst 106. Ugyanakkor az 3, 5 és 16 vegyliletek esetében az indolon

alapvaz szubsztiticidja nem befolydsolta a hatdst jelentds mértékben. Az izatingylir(in

megsziintetve a triszubsztituciot, kiillondsen a hidroxi-csoportot, a géatlds csokkent (88).

A megfelel0 izatin-hidrazonja (91, 95, 102) hatdsban elmaradt a tioszemikarbazonjanak

hatédsétol (30).

7. Kinazolonok

O (0]
R'
X @
7 7 O
N~ R N i
A B .
.. . 1 2 Sejtes assay | Biokémiai assay
Vegyiilet | Alapvaz R R 1Csy (UM) 1Csy (UM)
7 A 3,4-di-OH-sztiril 2-Etoxikarbonil-etil 1,3+0,2 0,8+0,5
43 A 3,4-di-OH-sztiril 2-OH-etil 1,8+1,1 0,6+0,1
107 B 3,4-di-OH-fenil - >10 N/A
109 A Etil 2-Etoxikarbonil-etil >10 N/A
110 B 4-Cl-fenil - >10 N/A
111 A 4-CF;-sztiril 2-Etoxikarbonil-etil >10 N/A
112 B 3,4-di-Cl-fenil - >10 N/A

Az A alapvéz esetében a 3,4-dihidroxi-fenil csoport elengedhetetlen az aktivitdshoz,

modositdsa az aktivitds elvesztéséhez vezet (7 kontra 109, 111). A B alapvazzal

rendelkezd vegyliletek egyike sem mutat aktivitdst (még a 107 sem), a 3,4-dihidroxi-

fenil csoport megléte ellenére.

8. Benzotiofén szarmazékok
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Vegyiilet | Alapvaz R' R? ?gzs(isﬁ; Bi(;éésr:i(if/ls)s i
57 B 6-OH CONH, 1,11 N/A
63 A 6-Oxo0 (4-OMe-fenil)-amino 2+0 4,74£2.9
114 B 7-Cl-6-OH (4-OCHF,-fenil)-amino <10 N/A
115 A 6-OH (4-OCFs-fenil)-amino <10 N/A
116 A 6-OH (3,4-Metiléndioxi-fenil)-amino <10 N/A
117 B 6-OH (4-OCFs-fenil)-amino <10 N/A
118 A 6-COOEt (3,4-Metiléndioxi-fenil)-amino <10 N/A
119 A 6,6-Etiléndioxi (4-OEt-fenil)-amino <10 N/A
120 A 6-OH (4-OCHF,-fenil)-amino <10 N/A
121 A 6-OH (4-OEt-fenil)-amino <10 N/A
122 A 6,6-Etiléndioxi (4-OCHF,-fenil)-amino >10 N/A
123 A H (4-OMe-fenil)-amino >10 N/A
124 B 6-OEt (4-OEt-fenil)-amino >10 N/A
125 B 6-OH (4-OEt-fenil)-amino >10 N/A
126 A 6-COOEt (4-OMe-fenil)-amino >10 N/A
127 B 7-Br-6-OH (4-OCF;5-fenil)-amino >10 N/A
128 A H (4-OCFs-fenil)-amino >10 N/A
129 A 6-Me (4-OCFs-fenil)-amino >10 N/A

Az A alapvézzal rendelkez6 vegyiiletek (63, 123, 126) esetében egy oxigén bevitele
a hatos gyliribe, noveli a hatdst. A B alapvazat képviseld 57-es vegyiilet szintén
aktivnak bizonyult, de az R' és R? szubsztituens véltoztatdsa az aktivitds elvesztésével
jart. Talan az 57-es vegyiilet az 0Osszekotdé kapocs az oxdlamid és benzotiofén

vegyliletcsaladok kozott.

4.7. Sejtek életképességére gyakorolt hatas vizsgalata

A vegyiiletek biokémiai és sejtes assay-ben torténo tesztelését kovetden, illetve azzal
parhuzamosan, a molekuldkat MTT és lumineszcens sejtviabilitds vizsgdlatoknak
vetettik ald 293 FS és EA.hy926 sejtvonalakon. A vegyiiletek nagyobb része
semmilyen hatdssal nem volt a sejtek életképességére. A 7. tablazat a 10 uM
koncentracioban alkalmazott inhibitorok hatdsit mutatja, 72 oras kezelést kovetden. A
tesztelt 58 vegyiilet koziil mindossze 17 okozott 25%-ot meghaladé életképesség gétlast

mindkét tesztelési rendszerben.
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7. tabldzat. A vegyiiletek hatdsa a transzfektdlt 293 FS és EA.hy926 sejtek
életképességére. “: a lumineszcens sejtviabilitds modszerrel mért életképesség gdtlds
értékei a 293 FS sejtek 72 6rds kezelését kivetGen (inhibitor koncentrdcié: 10 uM). *: az
MTT modszerrel mért viabilitds gdtlds értékei az EA.hy926 sejtek 72 ords kezelését
kovetden (inhibitor koncentrdcio: 10 uM). Kontrollként staurosporint, triton X-100

detergenst és DMSO-t haszndltunk (dtlag + CI195%, n=3).

34 -916 5+4

17 9+1 1244
43 12+3 318

31 0+11 1247
11 0+3 3+7

25 0x11 -8+10
7 417 819

8 -10£10 12+0
38 -9+12 214

42 1248 1016
27 616 715
49 -9+12 -39
14 -3+10 14412
50 -1+13 3%13
47 515 1247
52 -4+4 945

54 -5+5 -5+10
51 -7+7 -1612
48 -10+5 1+10
36 1612 16+7
44 -10+10 1248
40 1246 1141
10 -1+12 -1+2
8 -15+15 248

23 015 1+1

41 2+12 -5+10
18 -148 10+3
39 -6+7 -9+3
3 -10+6 6x12
35 -9+10 0+13
13 -11+13 412

33 315 1442
6 91 1547
2 9112 7%7

15 -2+5 -1+3
30 10+3 14+4
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63 1615 1549
57 1515 X
19 -216 -16+11
55 1142 16+3
53 1840 12+3
59 2513 1814
32 2916 38+1
64 4315 35+15
45 3716 9+11
21 24+1 29111
16 374 27+7
28 3419 -748
1 32+3 21416
29 39+2 43+4
9 4515 3818
56 3713 549
67 64+18 57+14
68 6015 52+15
12 2616 2610
20 971 8913
24 3119 38+11
60 3318 14410
Staurosporin 10040 95+7
Triton X-100 X 10112
DMSO X 712

Osszehasonlitottuk a kétféle assay-ben vizsgélt 58 vegyiilet %-os gatld értékeit. Ahogy
az a 24. abran is lathat6, a két kiillonboz6 sejtvonal és eltérd kimutatasi koncepcid

ellenére az eredmények jol korreldlnak (R’=0,87).

120 -

100 +

Lumineszcens assay
(viabilitas%, 10 uM)

-20 0 20 40 60 80 100 120
20 -

MTT assay (viabilitas%, 10 pM)

24. dbra. Az MTT és a lumineszcens sejtviabilitds vizsgdlatok korreldcios vizsgdlata

(n=58).
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Sem az MTT, sem a lumineszcens sejtviabilitds assay nem teszi lehetdvé, hogy
megéllapitsuk egy molekulardl, hogy a proliferacié gétldsa vagy toxikus hatds révén
okozza a sejtek életképességének csokkenését. Hogy el tudjuk donteni az inhibitorokrol,
hogy a proliferdcié gatldsdval, vagy apoptdzis indukdldsdval fejtik ki hatdsukat, a 7.
tdblazatban 25%-ndl nagyobb életképesség csokkenést okozé molekuldkat dramldsi
citometria analizissel vizsgaltuk. A 25. dbra a tesztelt vegyiiletek apoptédzist indukdld

hatdsit mutatja 72 6ras kezelést kovetoden.

~Number -

Number

FLoH

Staurosporin

FLoH->

Staurosporin

Number

mipM O5uM

Number

125 4

100 4

75 4

50 +

Apoptozis indukalasa (%)

25 4

st
20
67
68
24
21
56
16

’
45
60
29
59
28
64

9
12
32

DMSO

25. dbra A FACS mddszerrel kapott gdtldsi értékek (dtlag + szords, n=3).
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Mint az lathat6 (25. és 26. abra), a tesztelt vegyiiletek koziil mindossze ketté indukalt

apoptozist, és azok is csak hosszu idejili és nagy dozisu kezelést kvetden.

26. dbra. EA.hy926 sejtek fénymikroszkopos felvétele a 20-as molekula 1 és 10 uM

koncentrdcioji oldatdval torténo kezelést kovetoen, 72 ora elteltével.

Mivel a NOX4 enzim aktivitdsa olyan jeldtviteli itvonalakat (elsésorban MAPK) képes
szabdlyozni, melyek a sejtek differencidlédasit, novekedését, proliferacidjat és
olyan enzim esetébenm melyek ezekben az tutvonalakban szerepelnek (EGFR, Akt,
RICK, ERK). 10 uM koncentricidban tesztelve, a vegyiiletek egyike sem rendelkezett
kiemelkedd aktivitdssal ezekben a vizsgdlatokban. Ugyanakkor egy érdekes
vonatkozasa ezeknek a méréseinknek, hogy kiemelkedden hatékony RICK gétlokat
azonositottunk a kinazolin molekulacsalddba tartoz6 vegyiiletek kozott, melyek a
gyulladdsos megbetegedések kezelésének kozismert célpontjai [179].

Osszességében megallapithatjuk, hogy a hiarom életképesség gatldst vizsgalé moédszer
segitségével Osszesen 17 olyan molekuldt azonositottunk, melyek a NOX4 enzimen
mért ICsy értékeiknél joval nagyobb, anndl egy nagysdgrenddel magasabb
koncentrdcioban mutatnak csak életképesség gatlast. Két molekula kivételével
valészintlileg az Osszes tobbi a sejtproliferacié gatlasan keresztiil fejti ki hatdsat, ahogy

az lathat6 az aramlasi citometrias mérésekbol.
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4.8. Lipofilitas és permeabilitas

Az eddigi eredmények és a szabadalmaztathatdsdg, fejleszthetdség szempontjait
figyelembe véve, kutatécsoportunk 11 olyan molekuldt valasztott ki, melyeket tovabbi
vizsgalatoknak vetettiink ald. Két kiemelkedden fontos korai ADME(T) paramétert
hatdroztunk meg ezeken a molekuldkon.

A lipofilitds, a molekuldk abszorpcids képességének jellemzésére legrégebb 6ta hasznalt
és egyik legfontosabb paraméter. Egy molekula membranoldékonysdga (logP) akkor
tekinthetd optimélisnak, ha a Lipinski-szabdlyoknak megfelelden 0 és 5 kozotti értéket
vesz fel. A lipofilitds meghatdrozasit a 3DNET4W (Vichem Kft., 1022 Budapest,
Herman O. u. 15., istvan.kovesdi@eqnet.hu, 2002) szamitégépes programmal végeztiik
[180]. Ahogy az a 8. tablazatban lathato, a kivalasztott vegyiiletek koziil mindossze 4
van (31, 34, 25 és 57), amelyeknek gydgyszerfejlesztési szempontbdl nem optimélis a

lipofilitasa.

8. tablazat. A kivdlasztott vegyiiletek permeabilitds (logP,) és kalkuldlt lipofilitds
(clogP) értékei.

31 -7,84 1,025
34 -7,39 -0,05
5 -6,43 2,26
25 -6,4 -1,06
57 X -1,4
7 -5,14 2,45
3 -6,1 1,43
43 -6,91 2,37
30 -5,55 3,06
63 -6,35 1,22
55 -5,21 2,77
caffein -5,26 X
verapamil -5,09 X

A molekuldk permeabilitisra vonatkozé jellemz6it PAMPA moddszerrel vizsgaltuk.
Ezzel az eljardssal a kutatdsok kezdeti szakaszdban lehet kivdléan modellezni egy adott
molekula bizonyos koncentrdciéji oldatdnak, passziv transzporttal torténd atjutdsat a

sejtmembranon. Ebbdl a szempontbdl a molekuldk nem mutatnak egységes képet.
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Héarom vegyiilet kivételével (7, 30, 55), minden anyag esetében a logP. alacsonyabb,
mint -5,82, vagyis mérsékeltnek mondhaté a permeabilitisuk. Az eredmények alapjin
ugy tlinik, hogy a molekuldk nagy része csak korlatozott mértékben képes 4atjutni a
plazmamembranon, és mégis hatdsos volt a sejtes assay-ben. A sejtes vizsgdlatokban
haszndlt vesesejtvonal esetében a NOX4 enzim nagyrészt a plazmamembranban volt
megtaldlhat6. Elképzelhetd, hogy az alacsony permeabilitisi molekuldk egy része a
sejtmembrdnban maradt, igy inhibiciés hatdsat, ha kisebb koncentracioban is, de
kifejthette. Mindamellett, annak a lehetdségét sem vethetjiik el, hogy a molekuldk aktiv

transzport révén jutnak be a sejtekbe.

5. Megbeszélés és kovetkeztetések

Egy adott betegség kilakuldsdban igazoltan szerepet jatszé enzimet célz6 Uj
hatéanyagok azonositdsdnak és tervezésének folyamata elengedhetetlenné teszi a HTS
kompatibilis rendszerek alkalmazdsat. Munkank elsé részében a Semmelweis Egyetem
Elettani Intézetén djonnan kifejlesztett sejtes alapii assay optimalizaldsat, és a kémiai
partnercsoport altal rendelkezésiinkre bocsatott vegyiilettdr hatdstani vizsgalatat
végeztiik el.

Donké €s munkatérsai kidolgoztak egy mddszert, mellyel az LPO enzim ditirozin
képzést katalizal6 aktivitasa révén, kozvetett médon kis mennyiségii H>O; is kimutathatd
[175, 181]. A jelenleg alkalmazasban 1évé ROS detektdldsi modszerekkel szemben ez a
kimutatdsi médszer olyan kétségtelen elényokkel rendelkezik, mint a koltséghatékonysdg és
az egyszerli megvaldsithatésdg. Mindezek alapjan idedlisnak taldltuk a NOX4 enzimet
vizsgalé HTS vizsgdlatban torténd felhaszndldsra. Mivel még soha nem alkalmaztik ilyen
jellegti sztirésben, az assay optimalizdldsa sordn a rendszer harom kritikus komponensének,
az LPO, tirozin és a sejtszam (H,0O,) beallitasat nagy koriiltekintéssel végeztiik el. Az
optimalizalt sejtes assay felhaszndldsdval egy olyan validiciés molekulakdnyvtérat
(1100 vegyiilet) teszteltiink le tobb 1épésben, amely Kéri és munkatdrsai szerint,
szerkezeti diverzitasa alapjan idedlis, mind 0j tipusd, mind az irodalombdl mar ismert
(NOX4) inhibitorok azonositdsara [183]. Egy megfeleld méretli €s kémiai diverzitasu
vegylilettdr tesztelése sordn arra szadmitunk, hogy a vegyiiletek tilnyomé tobbsége

semmilyen hatdst nem gyakorol a gétolni kivant enzimre. Az enzimet gitlo vegyiiletek
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szdma daltaldban nagyon alacsony, tobbnyire a tesztelt vegyiiletek 1%-at sem haladja
meg [182]. A tesztelések sziirési szakaszdban 68 hatékony vegyiiletet azonositottunk,
amely tobb mint 6%-a a szlirés targyat képezd vegyiilettarnak. A validacios vegyiilettar
tehgdt igazolta a hozzd flizott reményeinket és az azonositott NOX4 gitlé molekuldk
megfeleld alapként szolgéaltak a tovdbbi vizsgalatokhoz.

Munkénk kovetkezd részében a molekuldk hatdsossdganak validaldsat és karakterizaldsat
végeztiik el. Jaquet és munkatdrsai munkdjukban lefrjdk azokat a szelekciés kritériumokat
€és technikakat, melyek alkalmasak a NOX gatlok aktivitdsanak igazolasara [51]. Minden
esetben az a cél, hogy olyan hatéanyagot azonositsunk, amely kizdrdlag azt az enzimet
gitolja, amely a betegség kialakuldsdban szerepet jatszik. Ennek érdekében olyan
molekulasziiréseket szoktak futtatni, melyek segitségével megallapithat6, hogy a gatlé
vegyiilet interferdl-e valamely madsik, a mérés végkimenetelét befolydsold folyamattal.
Ezeknek az ugynevezett keresztsziiréseknek kettds szerepikk van. Az egyik, hogy
validdljdk a kordbbi mérések eredményeit, a masik, hogy csokkentik annak a
kockézatit, hogy egy valdjdban hatdstalan (mds célponton hatd) esetleg toxikus
vegylilet koltséges vizsgalatat folytassdk.

A hatékony molekuldk sejtek életképességére gyakorolt hatdsdnak vizsgalata a korai
ADME(T) karakterizdlds szempontjdbdl jelentds, mivel ily médon képet kapunk arrdl,
hogy mely molekuldk képesek a sejtek metabolikus aktivitdsdnak mddositdsara. Ahogy
azt kordbban megdllapitottuk a sejtes assay bedllitdsdndl, a kapott fluoreszcens jel
kozvetett médon, de jelends mértékben fiigg a sejtszdm valtozdsaitol, elsdsorban annak
csokkenésétol. Ennek megfelelden egy olyan molekula is hatékonynak tlinhet, amely
valamilyen médon a sejtszdm csokkenését okozta. Mas szdval, egy életképességet
befolydsolé vegyiilet, val6jdban nem a NOX4 enzim gétldsdval, hanem a sejtszdm
csokkentésén keresztiil is kifejtheti hatdsat és okozhatja ezzel a H,O, szint csokkenését.
A vegyiiletek sejtes assay-ben torténd tesztelésével parhuzamosan illetve azt kdvetden
egy tovabbi sziirési 1épést is beiktattunk a vegyiiletek életképességre €s proliferdcidra
gyakorolt hatdsdnak vizsgdlatira. A hatékony molekuldk mindegyikét MTT assay,
lumineszcens viabilitds assay és FACS moddszerekkel vizsgaltuk. A harom
életképességet vizsgalé modszerrel 6sszesen 17 olyan molekulét azonositottunk, melyek
a NOX4 enzimen mért 1Cs, értékeiknél joval magasabb, egy nagysdgrendet meghalad6

koncentracioban mutattak csak sejtviabilitds gétlast. Arra a kovetkeztetésre jutottunk,
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hogy a hatékony vegyiiletek keresése sordn alkalmazott kisérleti paraméterek (40 perc
inkubdcids 1dd, 0,15 uM-10 uM koncentracié) mellett egyértelmii, hogy a vegyiiletek
antiproliferativ, esetleg toxikus hatdsa nem érvényesiilhetett, legaldbbis olyan
mértékben, hogy kétségbe kéne vonnunk a mérési eredményeket. Ugyanakkor a késobbi
fejlesztéseknél mindenképpen érdemes figyelembe venni a molekuldknak ezen
tulajdonsagait is.

Jelenlegi tudomdsunk szerint nem ismert olyan jelatviteli mechanizmus, mely a
NOX4 enzim miikodését ,,upstream” foszforildcié révén gitolnd. A vizsgélt vegyiilettar
egyes vegyiileteinek bizonyitott €s tobb helyen leirt kindz gatlé tulajdonsiagai folytdn
azonban mindenképpen szerettiik volna kizarni annak a lehetdségét, hogy az inhibitorok
valamilyen mas célmolekuldn hatva okozzdk a NOX4 enzim aktivitdsdnak csokkenését
[183]. Erre a célra egy biokémiai assay bedllitasit talaltuk a legmegfelelobbnek. A
NOX4 enzim tisztitott, biokémiai assay-ben kozvetleniil alkalmazhaté formdja jelenleg
nem érhetd el a kereskedelmi forgalomban. Kuroda és munkatarsai, HUVEC sejteken
végzett kisérleteik sordn kimutattdk, hogy a NOX4 enzim a sejtmagban lokalizalédik.
A sejtmag frakcidt felhaszndlva, a NOX4 gén siRNS technikdval torténd elcsendesitését
kovetden a ROS termelés jelentds visszaesését tapasztaltdk [68]. A szintén érendotél
eredeti EA.hy926 sejteken végzett vizsgdlataink sordn mi is csaknem kizar6lagosan a
sejtmagban taldltuk meg a NOX4 enzimet. Mindezen feliil, Xu és munkatdrsai HUVEC
€s EA.hy926 sejteken végzett genetikai vizsgélatai, a NOX4 enzim szinte kizarolagos
jelenlétérdl (a NOX4 expresszid szazszor magasabb, mint a NOX1, NOX2 vagy NOXS)
szamoltak be ezekben a sejtvonalakban [80]. Az EA.hy926 sejtek sejtmag frakcidjanak
haszndlatdn alapul6 biokémiai tesztekben vizsgédlva az inhibitorokat, 14 molekula még
10 uM koncentriciéban sem mutatott semmilyen aktivitist, mig ujabb 11 molekulat a
biokémiai assay-ben végzett 1Csy ért€kek meghatdrozdsa utidn taldltunk alacsony
aktivitdsunak a tovabbi vizsgdlatokhoz. Fontos kiemelni, hogy ezeknek a molekuldknak
a tovabbi kisérletekbdl torténd kizdrasat nem csupan az indokolta, hogy a biokémiai
kisérletekben hatdstalannak bizonyultak, hanem hogy a tovdbbi fejleszthetdségi
szempontoknak (pl. szabadalmaztathatosdg) sem feleltek meg. Megjegyzendd
ugyanakkor, hogy ezeknek a molekuldknak lehetnek olyan érdekes vonatkozisai,
amelyek jelentdséggel birhatnak a NOX enzimek kutatisdnak szempontjabdl, hisz

valamilyen moédon a sejtes rendszerben csokkentették az enzim aktivitdsat (pl.
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valamilyen NOX4 enzimet gitld6 mechanizmus aktivdldsa, sejten beliili antioxiddns
rendszer muikodésének erdsitése vagy magdnak a vegyliletnek a sejtben torténd
metabolizacidja kovetkeztében).

Nagyon ritka, hogy a korai szlirési folyamatok eredményeként azonnal egy tokéletes
gyogyszerjelolt molekuldhoz jutunk. Inkdbb az szokott torténni, hogy szdmos vegyiilet
rendelkezik hasonl6 foku gatld aktivitassal. Ha ezek az aktiv vegyiiletek rendelkeznek
valamilyen k6z0s kémiai tulajdonsdggal, akkor szerkezet-aktivitds osszefiiggés 4llithaté
fel réluk. Ez megfeleld alapot biztosit a tovabbi fejlesztésekhez, melyek eldsegitik a:

- a célpont hatékonyabb gatlasat,

- a mellékhatdsok csokkentését,

- a vegyiilet gydgyszerszeriségének vagy ADME(T) paramétereinek tokéletsitését.
Sajnos a NOX4 enzimet gatld vegyliletek szerkezeti sokfélesége miatt a pontos
struktdra-aktivitds Osszefiiggés megdllapitdsa igen nehéz feladat. A leginkdbb feltiind
tulajdonsaga az eddig leirt és az dltalunk azonositott molekuldknak a kiterjedt konjugalt
kettOskotés-rendszer, mely képes az elektroncserére [S1]. Ez a redox reakciokban
ugyanugy fontos jellemzd, mint a ROS termelésben. Tekintve, hogy a NOX4 enzim 3D
szerkezete nem ismert, a gatld molekuldk hatdsmodjardl is csak feltételezések
vonhat6ak le. A hatdsos molekuldk szerkezeti diverzitdsa vagy egy nagy kotézsebet
feltételez, mely a molekulaszerkezetek széles spektrumdnak teszi lehetdvé az
interakcidt, vagy diszkrét kotohelyeket. Atkins és munkatdrsai egy hasonléan nagy
kotdzsebet irtak le a cytokrom P-450 enzimeknél is, amely szintén az aktivitdshoz
elengedhetetlen hem csoportokat tartalamaz, és amellyel koztudottan nagyszamu
molekula hat kdlcson, még tavoli pozicidkbol is [184].

A sziv és érrendszerben elsOsorban a NOX2 a NOX4 és a NOXS enzimek jelenléte a
meghatidroz6. Woodman €s munkatarsai kimutattdk, hogy a CGD X-kromoszémahoz
kot6do valtozatdban, azokndl a ndknél, akiknél a neutrofil sejtek egy része képes a ROS
termelésre, nem jelennek meg sulyos tiinetek [174]. Ez azt jelenti, hogy a NOX2
részleges gatldsa esetén nem kell sulyos kovetkezményekkel szamolnunk. Ugyanakkor a
NOX2 hidnyos miikodése esetén, lassul a fagocitdzis sordn a fagoszomdkba keriilt
,hulladék” lebomldsa, a gyulladdsos sejteknek ROS jelatvitel fiiggd apoptézisa (IL-8
termelés és Ca’* jeldtvitel gitldsa) és nem miikodik megfelelden a gyulladdst serkentd

faktorok oxidativ inaktivdldsa. Mindezek eggyiittese egy elnytjtott gyulladdsos
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folyamatot eredményez [45]. Fontos tehdt szem eldtt tartanunk, hogy mig a NOX4 és
NOXS enzimek egyiittes gatldsa akar elonyos is lehet, addig a NOX2 enzim normalis
miikodése elengedhetetlen a megfeleld immunfolyamatok fenntartdsdban. A neutrofil
granulocitdkon végzett sejtes vizsgélattal, a hatékony molekuldk ezirdnyu
szelektivitdsanak ellendrzését valdsitottuk meg. Megéllapitottuk, hogy a kivélasztott,
NOX2 enzimet nem, vagy csak kis mértékben gatl6 molekuldk esetében minimum egy
nagysagrend az eltérés a NOX4 enzimen €s a NOX2 enzimen mért I1Cs értékek kozott.
Ez elegend6 mozgasteret biztosit ahoz, hogy ezeket a vegyiileteket NOX2 gétlas
tekintetében szelektivnek tekinthessiik.

Ahogy azt mér lithattuk, a NOX4 enzim sejten beliili lokalizacidja még szdmos
ponton tisztdzasra vér, de az bizonyos, hogy a NOX4 enzim 4ltal termelt H,O, az
intracellularis térbol, a membranokon atdiffundalva eléri az extracellularis teret. Ennél
fogva a ROS szintjének csokkentése a NOX enzimek gatlasa nélkiil is elérhetd
antioxiddns hatds révén. Egy kordbban (szelektiv) NOX gatloként leirt vegyiiletrdl
sokszor csak késdbbi vizsgilatok sordn deriil ki, hogy val§jdban antioxiddns, ami
jelentOsen alddshatja a molekula megitélését. J6 példa erre az apocynin sok szempontbdl
kérdéses hatdsmddja, mellyel az 1980-as évek ota (felfedezése) a mai napig sdmos
szerz0 foglalkozik [51, 164, 185]. Heumuller és munkatarsai azt 4llitjdk cikkiikben,
hogy az apocynin csak a fehérvérsejtekben miitkodik NOX gétloként, mig a sziv- és
érrendszeri sejtekben megfigyelt ROS szintet csokkentd aktivitisa valdjdban csak
antioxiddns hatasdnak koszonhetd [164]. Kisérleteinkben mi is vizsgdltuk a sejtes €s
biokémiai vizsgélatokban hatékonynak bizonyul6 vegyiileteket, hogy minimalizaljuk az
antioxiddns hatdsmdd valdszintiségét. A NOX2 tesztben 50%-ot meghalad6 gétlast
okoz6 18 vegyiiletr6l ugyan nem tudtuk eldonteni, hogy nem szelektiv NOX gétlok
és/vagy antioxiddnsok, de ez nem is volt célja kisérleteinknek. A neutrofil
granulocitikon végzett mérések eredményeként egy Ilépésben zartuk ki azokat a
molekuldkat a tovdbbi fejlesztések folyamatdbdl, amelyek nem eléggé specifikusak
és/vagy antioxidansként mikodhetnek.

Az ADME(T) paraméterek koziil manapsag egyre nagyobb hangsulyt kap az
abszorpcié jellemzésére haszndlt mennyiség, a permeabilitds. Mar a kutatdsok korai
fazisdban tudnunk kell az adott gydgyszerjelolt komponensrdl, hogy ordlisan

adagolhat6-e, képes-e felszivodni a bélen keresztil. A permeabilitds az egyik
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legfontosabb, bioldgiai hozzaférhetdségrdl informéciét add paraméter [186]. A 11
legigéretesebb molekula esetében megvizsgaltunk két fontos korai ADME(T)
paramétert a lipofilitast és a permeabilitdst. Mig a lipofilitds szempontjabol a molekuldk
nagyobb része optimdlisnak volt mondhatd, addig minddssze harom molekula
rendelkezett optimélisnak mondhaté permeabilitdssal. Mivel a PAMPA vizsgdlat csak
az anyagok passziv transzportjardl szolgéltat informdaciokat, nem zarhatjuk ki annak a
valOszinliségét, hogy az alacsony permeabilitdsu molekulak is képesek bejutni a sejtbe
valamilyen aktiv transzport mechanizmussal. Sokkal valdszinlibb azonban, hogy az
enzim 293 FS sejtekben val6 difftiz megjelenése a meghatirozo ebbdl a szempontbdl.
Mivel a kiilonb6z6 NOX izoformdk és alegységek akdr ugyanabban a sejtben is
kiilonboz6 szinten és eltérd lokalizdcioval expresszdlodnak egyértelmil, hogy egyéni
feladatuk van. Az ezirdnyud kutatdsok kapcsdn egyre tobb alapvetd kérdés meriil fel. Azt
sem tudjuk még, mi a NOX4 (vagy a tobbi NOX enzim) alapaktivitdsdnak pontos
funkcidja, ill. hogy melyek azok a specidlis molekuldris utvonalak, amelyeket az egyes
izoformak céloznak. Szintén megvdélaszolasra varé kérdés, hogy a NOX fiiggd redox
jelatvitel specifitisa hogyan pdrosul egy olyan diffizibilis medidtorhoz, mint a
hidrogén-peroxid. Gyogyszerfejlesztési szempontbdl ennyi tobbszordsen tesztelt, és
eltérd szerkezeti csalddokba tartozé hitmolekula koziil valésziniileg j6 eséllyel tudunk
szabadalomképes molekuldt kivélasztani és fejleszteni. A szelektiv NOX4 gétlok
alkalmazasa tovabba segithet a NOX4 enzimet €rintd kérdések megvalaszoldsaban, az
enzimfunkcié és a hidrogén-peroxid fiiggd redox jeldtvitel pontosabb megismerésén

keresztiil.
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6. Osszefoglalas

A tudomanyos irodalom, kiilondsen a NOX4 deficiens egereken végzett tanulmanyok
alapjan egyre vildgosabb, hogy a NOX4 enzim gitlasa, egy igéretes farmakoldgiai
koncepcid az oxidativ stresszel kapcsolatos betegségek kezelésére. Jelenleg egyetlen
specifikus NOX4 inhibitor sem 4ll készen a biokémiai és/vagy klinikai felhasznalasra.
Munkédnk sordn a NOX4 enzim gatldsara, Gj tipusd kis-molekulds inhibitorokat
azonositottunk és fejlesztettiink, a napjainkban mar széles korben elfogadott racionélis
hatéanyagtervezés nyujtotta lehetdségeket felhaszndlva.
- Bedllitottunk és tobb mérési paraméter figyelembevételével optimalizaltunk egy sejtes
alapi mérési rendszert, melyben egy kozepes dateresztoképességli hatdstani sziirés
keretében kozel 1100 molekulat vizsgaltunk a NOX4 enzim gatlés tekintetében.
- A NOX4 enzim érendotél (EAhy.926) sejtekben vald kifejezddésének vizsgalatat
kovetden a molekuldk specifitidsanak ellenOrzésére egy sejtfrakcid alapi biokémiai
assay-t allitottunk be, melyben meghatiaroztuk a hatékony vegyiiletek ICsq értékeit, és
kizartuk azokat, amelyek valdsziniileg nem a NOX4 enzim gétldsan keresztiil fejtik ki
hatasukat.
- Hasonl6 céllal, a gatl6 vegyiiletek szelektivitisat egy NOX2 enzim alapi sejtes
rendszerben is vizsgdltuk. Ennek eredményeként nem csupdn a NOX2 gatlokat (nem
szelektiv NOX4 gétlokat) azonositottuk, de az antioxidans vegyiileteket is.
- Harom életképességet vizsgdlé moddszerrel (lumineszcens sejtviabilitds-, MTT- és
FACS assay), két sejtvonalon (293 FS és EAhy.926) teszteltiik a vegyiiletek toxicitasat
€s antiproliferativ hatdsat.
- A korai ADME(T) karakterizalds részeként megvizsgaltuk az egyes molekuldk
lipofilitisat és penetracids képességét.
- Végiil, a rendelkezésre all6 adatok alapjan az egyes molekulacsalddok és a hatékony
molekuldk fiziko-kémiai sajitsdgainak figyelembevételével feléllitottunk egyfajta
szerkezet-hatds Osszefiiggést, mellyel megadtuk a NOX4 enzimet gitld vegyiiletek
szerkezet-keresésének lehetséges irdnyait.

Mindezek eredményeként olyan, alacsony (mikromolaris) koncentraciétartoményban
hatékony vegyiileteket azonositottunk, melyek segithetnek a NOX4 enzim
funkciéjanak, valamint oxidativ stressz eredetli betegségekben betoltott szerepének

pontosabb megismerésében €s kezelésében.
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7. Summary

Based on the scientific literature, in particular on studies with NOX4 deficient mice
models, it is increasingly clear, that the inhibition of NOX4 is a promising
pharmacologic concept for the treatment of oxidative stress-related diseases. At present
no specific NOX4 inhibitor is available for biochemical and/or clinical applications. In
our work we aimed to identify and develop novel small-molecule inhibitors of NOX4
enzyme based on the widely accepted strategy of rational drug design.

- A cellular assay measuring NOX4 mediated H,O, production was developed and
optimized. About 1100 compounds were tested in this assay for NOX4 inhibition in the
frame of a medium high throughput screening.

- Following the examination of the intracellular localization of the NOX4 enzyme in
vascular endothelial (EA.hy926) cells, a broken cell assay was developed to check the
specificity of the compounds. In this assay we have determined the ICsy values and
excluded the compounds with potential off-target activity.

- For the same reason, the selectivity of the molecules was also tested in a NOX2 based
cellular assay. As a result of this assay we could identify not only the NOX2 inhibitors
(not selective NOX4 inhibitors), but also the ROS scavengers.

- The toxicity and antiproliferative effects of the compounds were successfully
characterized in three different assays (luminescence cell viability-, MTT- and FACS
assay) using two different cell lines (293 FS and EA.hy926).

- As a part of early ADME(T) characterization, we also tested the lipophilicity and
permeability of the compounds.

- Last but not least, applying the physico-chemical properties of the effective NOX4
inhibitor compound families, eventually structure-activity relationship (SAR) model
was developed. Based on the SAR model, we could show the possibly beneficial
structural properties of a NOX4 inhibitor.

As a result of our scientific work, promising NOX4 inhibitory compounds with low
micromolar ICsy values were selected. These compounds might help to puzzle out the

function of NOX4 enzyme and treat the oxidative stress-mediated diseases.
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