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1. Bevezetés

Nagyon sokdig ugy gondoltdk, hogy a reaktiv oxigén szdrmazékok
(ROS), fiziol6gids koriilmények kozott kizarélag a normdl aerob
metabolizmus melléktermékeiként jelennek meg a mitokondrium, a
mikroszomadlis elektron-transzport ldncok, a fagocita sejtek és
enzimrendszerek bioldgiai reakcidi soran. Reaktivitdsuknak megfeleléen
olyan kdros molekuldkként tartottdk szdmon Oket, melyek a
szervezetben taldlhaté makromolekuldk irreverzibilis oxidativ sériilését
okozzik, és feleldssé tehetdk tobbek kozott az dregedésért.

A nikotinamid-dinukleotid-foszfat-oxidazok (NADPH-oxidaz, NOX)
voltak az els6ként azonositott olyan enzimek, melyeknek elsddleges
funkcigja a ROS termelése. Mikodésiikk sordn elektronokat
transzportdlnak bioldgiai membrianokon keresztiil. Az elektron akceptor
az O,, az elektron transzfer végterméke pedig szuperoxid. Jelenleg a
NOX enzimcsaldd hét tagot szamldl: NOX1-5 valamint DUOX1 és
DUOX?2. Habédr a NOX enzimcsaldd minden tagja a molekuldris oxigén
redukciéjat katalizdlja, az egyes izoenzimek kiilonboznek szoveti
megoszldsukban, alegység igényiikben, domén struktirdjukban és
aktivalédasi mechanizmusukban.

A NOX4 enzim legnagyobb mennyiségben az endotél sejtekben,
simaizom sejtekben, hematopoetikus 6ssejtekben, fibroblasztokban és a
vesesejtekben expresszdlodik. Mig a NOX enzimek tobbségének
miltkodéséhez a p22°"™*

(p40P"™ ill. p47"™* és p67™™* vagy azok homolégjai NOXOI és

, valamint aktivdlo és szervezd alegységek

NOXAT1) jelenléte sziikséges, a NOX4 olyan sejtekben is aktiv, melyek



nem expresszaljak az utobbi faktorokat. Jelenlegi ismereteink szerint a
phox.

NOX4 kizéarélag egy alegység (p22""") jelenlétét igényli, és azzal
komplexet alkotva minden tovabbi aktivdl6 mechanizmus nélkiil
konstitutivan aktiv.

A NOX enzimek felfedezésével, az utébbi évtizedek Kkutatisai
rdvilagitottak, hogy a ROS-nak olyan alapvetd sejtfunkciok
biztositasaban van kiemelkedd szerepe, mint a normadlis sejtmitk6dés
szabdlyozdsa, a sejten beliili jelzések tovabbitdsa és a sejtek osztéddsa
vagy apoptdzisa.

Aktivitdsuk folytdn a NOX enzimek egy ,.kétélli kardot” jelentenek a
szervezet homeosztizisa szempontjabol. Egyrészt olyan fiziol6gids
folyamatokban jatszanak szerepet, mint az endotél funkcié fenntartdsa
és a vaszkuldris tonus szabdlyozdsa, a szervezet védelme, hormon
bioszintézis, fertilizacid és a celluldris jeldtvitel. Masrészt, a ROS relativ
foloslege (oxidativ stressz) szamos a vesét, valamint sziv- és érrendszert
érintd patolégids folyamatban szerepel, beleértve az endotél
diszfunkciét, magas vérnyomdst, érelmeszesedést, angiogenezist,
fibrézist, extracellularis matrix depoziciét, gyulladast, hipertrofiat,
kardiovaszkuldris és vese remodelinget és szivelégtelenséget.

A killonbozd NOX izoformdk komplex expresszidt mutatnak az
érrendszer kiilonbozd sejtjeiben €s régidiban. Habdr a NOX1, NOX2 és
a NOXS5 egyarant megtaldlhat6 az érendotél sejtekben a NOX4 tlinik a
leggyakoribb izoformdnak, €s ennek expresszidja korreldl leginkdbb a
sziv- és érrendszer teljes NADPH-oxidaz aktivitdsaval.

A NOX4 enzim sziv- és érrendszeri megbetegedésekben betoltott

szerepe irdnt hatalmas az érdekl0dés. Az antioxiddnsok hatdsfoka



ardnyosan csokken a ROS koncentracié novekedésével, ezért
alkalmazdsuk kevésbé eredményes olyan patolégids folyamatok
esetében, ahol a NOX4 enzim tulmiikodése figyelheté meg. A
tudomdnyos irodalom, kiilondsen a NOX4 deficiens egereken végzett
tanulmanyok alapjan egyre vildgosabb, hogy a NOX4 enzim gatldsa,
egy igéretes farmakoldgiai koncepcié az oxidativ stresszel kapcsolatos
betegségek kezelésére. Mindezek eredményeként, az elmult évtized
sordn, egyre inkdbb megndtt az igény a specifikus NOX inhibitorok
azonositdsara, egyrészt a lehetséges terdpids alkalmazdsuk miatt,
masrészt mert egy tokéletes eszkozt jelentenének az enzimfunkcid
pontosabb megismerésében.

Az eddig leirt inhibitorok vagy nem kozvetleniil az enzimet blokkoljak
(az aktivitashoz vezetd jelatvitellel interferdlnak valamilyen mddon),
vagy mint antioxiddnsok, gyokfogdk hatnak, mint a szuperoxid
dizmutiz (SOD) és a peroxiddz mimetikumok vagy az N-acetil cisztein.
Mais molekuldk ugyan direkt médon az oxiddz komplexre hatnak, de
blokkoljdk mindazon enzimrendszerek miikodését is, melyek azonos
struktirdju kotéhelyekkel rendelkeznek (tobbek kozott citokrom P-450,
mitokondridlis elektron-transzport ldnc, nitrogén-monoxid szintdz). Az
elektrondonorként szerepld NADPH mennyiségét csokkentd vegyiiletek,
pl. a pentéz-foszfat dtvonal gatléi, végsé soron szintén NOX gatldst
eredményeznek.

A nem specifikus NOX inhibitorok alkalmazdsa esetén a szervezet
0sszes NOX izoformdjanak gatldsdval, nem kivant események egész
sordval kell szdmolnunk. Aggodalomra adhat okot a NOX inhibitorok

haszndlata emberekben, hisz a NOX2 funkcidjanak teljes elvesztése



krénikus  granulomatézis betegségben (CGD) az immunrendszer
alulmikodése révén, a korokozok fertdzésével szembeni ellenallas
csokkenésével jar. Azokndl a CGD-ben szenvedd betegeknél, akiknél a
neutrofil sejtek 5-10%-a képes a ROS termelésre, nem figyelhetéek meg
sulyos tiinetek. Mindez azt sugallja, hogy megfeleld6 mozgastér all
rendelkezésre a NOX enzimek 4altal megndvekedett ROS termelés
gatlaséra.

Jelenleg egyetlen specifikus NOX4 inhibitor sem 4ll készen a biokémiai
és/vagy  klinikai felhaszndldsra. Az in vitro kisérletekben
legelterjedtebben haszndlt difenil-jodénium (DPI) ugyan hatékony, de
nem specifikus és toxikus. A novényi eredetli apocynin, mely dallati
modellekben szintén hatékonynak bizonyult olyan oxidativ stressz
eredetli tiinetek csokkentésében, mint a hipertenzid, ateroszkler6zis és
stroke, ugyan nem toxikus, de a NOX enzimekre gyakorolt gitld hatdsa
eddig még nem bizonyitott megfeleld médon. Mivel az enzim
mikodésének megismerése szempontjabél az elmilt évtizedek
kutatdsainak eredményeként a kialakult kép komplexitdsa csak ndtt,
talan még siirgetébb az 1j, szelektiv NOX4 inhibitorok felfedezése és

kifejlesztése.



2. Célkitiizések

Munkénk sordn a kémikus partnerekkel egyiittmiikddve, kis-molekulds
NOX4 gatl6 hatéanyagok oxidativ stressz eredetli megbetegedések ellen
torténd kifejlesztését, és hatdstani karakterizalasat tiztiikk ki célul. A

fentieknek megfelelden, a kovetkezd stratégiat dllitottuk dssze:

> A NOX4 gitld vegyiiletek azonositidsdra egy egyszerl, de
hatékony sejtes alapi rendszer bedllitdsa, majd a ROS termelés
dézisfiiggd gatldsanak mérése alapjan  torténd  vezérmolekula
optimaliz4cid.

> A sejtes rendszerben hatékony NOX4 inhibitorok doézis-fliggd

gatlasdnak tesztelése biokémiai assay-ben.

> A hibdsan azonositott vezérmolekuldk kiszlirése és a NOX4 gatlas

specifitdsdnak ellendrzése.
> Szerkezet-aktivitds Osszefiiggés felallitdsa.

> Az igéretes molekuldk korai ADME(T) paramétereinek

vizsgélata.



3. Modszerek

- Vizsgadlt vegyiiletek: a vegyiilettar 108 alapvdz koré tervezett, 6sszesen
tobb mint 1000 molekuldbdl 4llt. Tisztasdgi kritériumuk nagyobb, mint
98%, melyet NMR, LC-MS és analitikai HPLC moddszerekkel igazoltak.

- Sejtvonalak: 293 FS (vese sejtek), EA.hy926 (érendotél sejtek).

- H,O/Tyr/LPO sejtes assay: a NOX4 enzimet overexpresszal6 293 FS
sejteket H-médiumban szuszpendaltuk (5x10° sejt/ml), majd 384 luki
mikrotdlcan 30 percig inkubaltuk a tesztelendd vegyiiletek jelenlétében.
A H,0; kimutatdsdhoz 1 mM tirozint és 1 pg/ml laktoperoxidazt (LPO)
tartalmazé H-médium oldatot adtunk a lyukakba, és a fluoreszcenciat fél
6rds inkubdciét kovetden hatdroztuk meg (exciticié: 330440 nm,

emisszio: 40510 nm).

- SDS-PAGE és Western blot: a mintdkat 10% akrilamid koncentracidju
gélen vilasztottuk el, 90V-on. A fehérjéket a gélr6l PVDF vagy
nitrocellul6z membranra blottoltuk 1 6ran keresztiill (400 mA). A
membrdn nem specifikus kotShelyeinek blokkoldsdra 5%-os BSA-t és
0,1% Tween 20-at tartalmazé TBS-t hasznaltunk, majd anti-NOX4 vagy

anti-p22/"°*

antitestte] inkubdltuk egy éjszakdn 4t 4°C-on. A
tormaperoxiddzhoz (HRP) kapcsolt anti-nyil IgG-t az elsédleges
antitesthez kotottiik, végiil ECL Advanced Western Blotting Detection

kit protokollja szerint detektaltuk a jelolt fehérjéket.

- Amplex Red assay: a H,0O, mennyiségének kimutatdsa 50 pM Amplex
Red reagenst és 0,1 U/ml HRP-t tartalmaz6 H-médium vagy KRPG



oldat felhaszndldsaval tortént. A 30 perces inkubéciés id6 elteltével a

rezofurin fluoreszcenciat 590 nm-en detektaltuk.

- Immunhisztokémia: 24 lyukd szovettenyésztd edényekben,
feddlemezeken tenyésztett sejteket (5x10* sejt/well) 10 percig fixaltuk,
illetve permeabilizdltuk PETMF-ben, majd haromszori mosast kovetéen
elsddleges antitestekkel inkubdltuk 5% BSA tartalmi PBS-ben. Ismét
haromszor mostuk PBS-sel, majd Cy3 konjugdlt masodlagos
antitestekkel inkubdltuk 5% BSA tartalmi PBS-ben. Hoechst 33342-t

haszndltunk az elsddleges antitestekkel a sejtmag festésére.

- Konfokdlis lézer pdsztdzo mikroszkopos mérések: a mintakrél °Zeiss
LSM 510 META’ konfokadlis 1ézer pasztdzé mikroszképpal készitettiik a
felvételeket. A Cy3 fluoreszcens festéket a He-Ne lézer 543 nm-es
hulldmhosszdval gerjesztettiik, emissziéjat egy 560 nm-es longpass
sziirOn keresztiil detektaltuk. A Hoechst 33342 fluoreszcens festéket
higanygéz ldmpa UV emisszidjdval gerjesztettik 405 nm-en.
Emisszidjat egy 420-480 nm-es BP sdvsziron keresztiil detektaltuk. A
gerjesztd és emittdlt fotonokat egy 405/488/543 nm haromszoros

dikroikus szirével valasztottuk el.

- EA.hy926 sejtek sejtmag frakciojanak prepardldsa: az EA.hy926
sejteket 260 g fordulaton centrifugaltuk és a pelletet tizszeres
térfogatban, hipoténids pufferben (NB) szuszpenddltuk, majd 20 percig
inkubdltuk jégen. Ezt kovetden a sejteket Dounce homogenizatorral
tartuk fel, mikroszkdppal ellendrizve a folyamatot. A lizdtumot 30%-os

szacharéz oldatra rétegeztilk, majd 800 g fordulaton centrifugdltuk. A



pelletet ismét NB-ben szuszpendiltuk fel és a nagyobb tisztasdg

érdekében az utolso 1€pést megismételtiik.

- Biokémiai assay: 384 lyuki mikrotiter lemez lyukaiba 10-10 pM
tesztelendd vegyiiletet mértiink, majd KRPG pufferben szuszpendalt
sejtmagokat adtunk hozzd (1,5x10" sejtmag/ well). A kimutatdsi
reakcidhoz 25 mM NADPH, 20 mM FAD, 100 uM Amplex Red és 0,2
U/ml HRP enzimet tartalmazé KRPG oldatot adtunk minden lyukba. Fél

6ras inkubdciot kovetden, a fluoreszcencidt 590 nm-en hatdroztuk meg.

- Lumineszcens sejt viabilitds vizsgdlat és MTT vizsgdlat: a sejteket
kiilonb6z6 inhibitorokkal kezeltiik 10 uM végkoncentraciéban, 72 6rdn
keresztiil. Eletképességiiket a lumineszcens sejtviabilitds assay esetében,
a ’CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay’ kit segitségével
hatdroztuk meg a gyartd leirdsdnak megfeleléen. Az MTT assay
esetében a sejtekhez 5 mg/ml MTT oldatot adtunk, majd a 2 6rés
inkub4ciét kdvetden a formazan kristdlyokat MTT olddszerben feloldva,

650 nm-en detektaltuk a jelet.

- Aramldsi citometria: a sejteket az inhibitorok 1 és 10 pM
koncentracidjaval kezeltiik 72 6ran keresztiil, majd tripszines kezelést és
centrifugdldst kovetéen a pelletet 70%-os etanolban szuszpenddltuk. A
citometrias méréshez a sejteket lecentrifugéltuk, az alkoholt ledntottiik
roluk, és 0,5 mg/ml ribonukledzzal kiegészitett 200 mM Na,HPO, (pH
7,8) oldatban szuszpendaltuk. 20 perc inkubéciot kovetéen 50 pg/ml
propidium jodiddal festettiikk meg a DNS-t, majd dramldsi citométerben
vizsgéltuk a mintdkat. Az eredményeket a WinList 32 szoftver

segitségével értékeltiik ki.



- IMAP assay: 384-lyukd mikrotiter lemez Ilyukaiba tesztelendd
vegyiileteket mértiink 14 pM koncentraciéban, majd kindz szubsztratot
(100 nM 5FAM-GRTGRRNSI-NH2 vagy 400 nM S5FAM-
IPTTPITTTYFFFK-NH2), ATP-t és 4 nM kinazt tartalmazé kinaz
puffert adtunk hozzd és 1 6ran keresztiil inkubdltuk. A kimutatast
IMAP™  Evaluation” kit (Molecular Devices) felhasznalasaval
végeztilk, a gyartdl leirdsainak megfelelden. Az fluoreszcens jel
detektalasa fél 6ra inkubdciés id6 utan tortént (excitacid: 458+30 nm,

emisszio: 530+£25 nm).

- NOX2 assay: a humdn neutrofil sejteket egészséges onkéntesek vénds
keringésébdl nyertitkk. A mintdkat dextrdn szedimentdciénak és Ficoll-
Paque gradiens centrifugdldsnak vetettiik ald. Ezt kdvette a megmaradé
eritrocitdk hipoténids lizise. A sejteket szobahOmérsékleten tartottuk
Ca™- és Mg**-mentes médiumban tovébbi felhaszndlsig, és 37°C-ra
melegitettiik az aktivacié el6tt.

Immunkomplex-szel torténd aktivalds esetében a mérések sordn a 384
lyukd mikrotiter lemez feliiletét 20 pg/ml humdn szérum albuminnal
(HSA) kezeltik, blokkoltuk (10% FBS), majd HSA antitesttel
inkubdltuk. A kezelést 0,5 mM CaCly-vel és 10 mM MgCl,-vel
kiegészitett HBSS oldatban végeztiik.

Forbol-mirisztoil-acetat (PMA) aktivalas esetében, a mikrotiter lemez
feliiletének 10% FBS-el torténd blokkoldsat kovetden, a sejteket 0,5 mM
CaCl,-vel és 10 mM MgCl,-vel kiegészitett, HBSS-ben oldott PMA-val
(100 nM) aktivéltuk. A kisérletek sordn a neutrofil granulocitdkat
kiilonb6z6 inhibitorok 1 vagy 10 puM koncentrdcidji oldatdval

inkubdltuk 20 percen keresztiil. A szuperoxid produkciét citokrém c

10



(100 puM) redukciés teszttel detektdltuk, 550 nm és 540 nm

hullamhosszokon mérve az abszorbanciat.

- Permeabilitds vizsgdlat: a mintdk 5 mM-os, tomény DMSO-ban
feloldott torzsoldatdit PBS pufferben higitottuk a kivdnt 200 pM
eléréséig. Az 1{gy kapott oldatokkal végeztik a permeabilitasi
vizsgdlatokat. A méréseket BD Gentest 96 lyuki PAMPA mikrotiter
lemez  felhaszndlasdval  végeztik a  gyartdé  ajanldsainak
figyelembevételével. Az akceptor lemez (200 pl minta) donor mikrotiter
lemezbe (300 pl minta) valé helyezését kovetden 5 6rds inukbdcid
kovetkezett. Az oldatok abszorbancidjidnak detektdldsa UV/VIS

spektrofotometridval tortént.

4. Eredmények

Munkdnk sordn a NOX4 enzim gitldsdra, 4j tipusi kis-molekulds
inhibitorokat azonositottunk és fejlesztettiink a napjainkban mar széles
korben elfogadott raciondlis hatéanyag tervezés nyujtotta lehetdségeket

felhasznalva.

- Els6 1épésként egy sejtes alapi assay, kozepes dteresztoképességii
szirés (MTS) kompatibilis rendszerré alakitasat, és a kémiai
partnercsoport dltal rendelkezésiinkre bocsdjtott vegyiilettdr hatdstani
vizsgdlatat végeztiik el. Az LPO dltal katalizalt kimutatasi reakcidban a
ditirozin képzéssel kozvetett médon detektdlhaté a NOX4 enzim 4ltal
termelt H,O, mennyisége. A megfelelden elokészitett sejteket a kémiai

partnercsoport dltal kifejlesztett szerves kismolekuldkkal kezelve, a
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NOX4 enzim mitkodését mértiik. Az egy pontos (10uM) tesztelések
sordn, a vizsgdlt 1100 vegyiiletbdl 68 molekuldt vélasztottunk ki,
melyeket kiemelkedé hatékonysdguk folytdn tovdbb vizsgéltunk. Az
ICs, értékek meghatdrozdsdt kovetden jutottunk el azokhoz a
molekuldkhoz, melyek az irodalom alapjan is maximadlisan elfogadhaté
2 uM alatti ICs, értékekkel rendelkeztek és a tovabbi vizsgélataink

targyat képezték.

-  Munkdnk méisodik felében szerettik volna tovdbbi n.
keresztsziirésekkel validdlni a kivéalasztott vegyiiletek hatékonysagat. A
hatékony molekuldk sejtek életképességére gyakorolt hatdsdnak
vizsgdlata egyrészt a korai ADME(T) karakterizdlas szempontjabdl
jelentds, mivel ily médon képet kaphatunk arrél, hogy mely molekuldk
képesek a sejtek metabolikus aktivitisdnak moddositdsidra. Mdsrészt, a
kordbban  elvégzett MTS  vizsgdlatban esetlegesen  hibdsan
célmolekulaként azonositott vegyiiletek tovabbi felesleges vizsgélatat
segit megelézni. A vegyiiletek sejtes assay-ben torténd tesztelésével
parhuzamosan illetve azt kovetden, egy tovabbi sziirési 1épést is
beiktattunk a vegyiiletek életképességére, és proliferaciéra gyakorolt
hatdsdnak vizsgdlatdra. A hatékony molekuldk mindegyikét MTT assay,
lumineszcens viabilitds assay és FACS moddszerekkel vizsgéltuk. A
hirom életképességet vizsgdlé mddszerrel dsszesen 16 olyan molekuldt
azonositottunk, melyek a NOX4 enzimen mért ICsy értékeiknél joval
magasabb, egy nagysdgrendet meghaladé koncentridciéban mutattak
csak életképesség gatlast. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
hatékony vegyiiletek keresése sordn alkalmazott kisérleti paraméterek

(40 perc inkubécids id6, 0,15 uM - 10 uM koncentracid) mellett a
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vegyiiletek antiproliferativ, esetleg toxikus hatdsa nem érvényesiilhetett,
legaldbbis olyan mértékben, hogy kétségbe kéne vonnunk a mérési
eredményeket. Ugyanakkor a késébbi fejlesztéseknél mindenképpen

érdemes figyelembe venni a molekuldknak ezen tulajdonsigait is.

- Tudomdasunk szerint nem ismert olyan jelatviteli mechanizmus, mely a
NOX4 enzim miikodését ,upstream” foszforildcié révén gitolnd. A
vizsgélt vegyiilettar egyes vegyiileteinek bizonyitott, és tobb helyen leirt
kindz gétl6 tulajdonsigai folytdn azonban mindenképpen szerettiik volna
kizarni annak a lehetdségét, hogy az inhibitorok valamilyen mads
célmolekuldn hatva okozzdk a NOX4 enzim aktivitdsdnak csokkenését.
Erre a célra egy biokémiai assay bedllitdisat taldltuk a
legmegfelelébbnek. Hogy ez kivitelezhetdvé véljon, megvizsgaltuk
mind a sejtes assay-ben haszndlt vese epitél (293 FS), mind a NOX4
enzimet endogén moédon termelé érendotél (EA.hy926) sejtvonal
esetében a NOX4 enzim sejten beliili lokaliz4ci6jdt. Mig a transzfektalt
293 FS sejtekben a NOX4 enzim difftiz eloszldst mutatott, addig az
endotél sejtekben a sejtmagban koncentrdlédott. Az EA.hy926 sejtek
sejtmag frakcidéjanak hasznédlatdin alapulé biokémiai tesztekben
vizsgdlva az inhibitorokat, 14 molekula még 10 uM koncentracioban
sem mutatott semmilyen aktivitast, mig tjabb 11 molekulat a biokémiai
assay-ben végzett ICs, értékek meghatdrozdsa utdn taldltunk alacsony

aktivitdstinak a tovabbi vizsgélatokhoz.

- Az eddigi kutatdsi eredményeink alapjdn, a kémiai partnercsoporttal
egylittmiikodve szerettiink volna megdllapitani valamilyen ko6zos

szerkezeti sajdtsdgot, ami a hatékony molekuldkra egyardnt jellemzd.
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Sajnos az aktiv vegyiiletek szerkezeti sokfélesége miatt, a pontos
szerkezet-aktivitds Osszefiiggés megdllapitdsa igen nehéz feladatnak
bizonyult. A leginkabb feltiiné tulajdonsaga az eddig leirt molekuldknak
a kiterjedt konjugdlt kettdskotés-rendszer, mely képes az
elektroncserére. Ez a redox reakciékban ugyantigy fontos jellemz6, mint
a ROS termelésben. Tekintve, hogy a NOX4 enzim 3D szerkezete sem
ismert, a gatlé6 molekuldk hatismodjardl is csak feltételezések vonhatéak
le. A hatdsos molekuldk strukturdlis diverzitdsa vagy egy nagy
kotézsebet feltételez, mely a molekulaszerkezetek széles spektrumaval
teszi lehetdvé az interakcidt, vagy diszkrét kot6helyeket. Egy hasonldan
nagy kotdzsebet irtak le a cytokrém P-450 enzimeknél is, amely szintén
az aktivitdshoz elengedhetetlen hem csoportokat tartalmaz, és amellyel
koztudottan nagyszamu molekula hat koleson, még tavoli poziciokbol
is.

- Neutrofil granulocitidkon végzett sejtes vizsgélat keretében ellendriztiik
a hatékony molekuldk specifitisit. A NOX4 enzimet hatékonyan gatld
molekuldk mindegyikét két koncentricidban (1 pM és 10 pM)
teszteltilkk, hogy megéllapitsuk, gatoljdk-e a neutrofil granulocitak
NOX2 enzimének miikodését. Mig alacsony koncentrdcidban egyik
sem, addig 10 pM koncentraciéban, mar 18 vegyiilet okozott 50%-ot
meghaladé gdatldst. A neutrofil granulocitdkon végzett mérések
eredményeként nem csupan arrdl szerettiink volna megbizonyosodni,
hogy mennyire szelektivek az inhibitorok.

A ROS szintjének csokkentése a NOX enzimek gatlasa nélkiil is
elérhetd antioxiddns hatds révén. Mivel a NOX4 és NOX2 gitlds

mérésének alapelve megegyezett, amennyiben egy vegyiilet mindkét
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sejtes rendszerben aktivnak bizonyult, antioxiddnsnak és/vagy nem

szelektiv vegyiiletnek tekintettiik.

- A 11 legigéretesebb molekula esetében megvizsgdltunk két fontos
korai ADME(T) paramétert, a lipofilitdst és a permeabilitdst. Mig a
lipofilitds szempontjabdl a molekuldk nagyobb része optimdlisnak volt
mondhatd, addig minddssze hdrom molekula rendelkezett nagy
permeabilitdssal. Mivel a PAMPA vizsgilat csak az anyagok passziv
transzportjardl szolgéltat informdcidkat, nem zdrhatjuk ki annak a
valészintiségét, hogy az alacsony permeabilitdsi molekuldk is képesek
bejutni a sejtbe valamilyen aktiv transzport mechanizmussal. Sokkal
valészinlibb azonban, hogy az enzim 293 FS sejtekben valé difftz

megjelenése volt a meghatdrozé ebbdl a szempontbdl.

5. Kovetkeztetések

> Egy kordbban publikdlt sejtes alapi ROS detektdldsi mddszer
modositott véltozatdt sikeresen alkalmaztuk a NOX4 enzimet gitld
vegyiiletek azonositdsdra. Az szlirés sordn tesztelt vegyiiletek t6bb mint
6%-a hatékonynak bizonyult. A NOX4 inhibitorok nagy szdma tehdt
igazolta mind a kimutatdsi médszer megbizhatésdgat, mind a kozepes

méretll, de diverz vegyiilettdrak tesztelésének koncepcidjat.

> A sejtes vizsgalatokban aktiv vegyiiletek nem a sejteken beliil
lejatszod6 egyéb folyamatok, illetve célmolekuldk gatldsan keresztiil
okozzdk a ROS mennyiségének csokkenését. Ez a megéllapitds arra

alapozhat6, hogy a sejtfrakcié alapd biokémiai tesztekben szintén jé
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hatasfoki, egyértelmien NOX4 aktivitdst gatldé vegyiileteket

azonositottunk.

> Az inhibitorok szelektivnek bizonyultak a NOX2 enzimmel
szemben is, mikézben nem mutattak jelentds életképesség csokkentd,
illetve antioxiddns hatdst. Mindezek alapjan megéallapithatjuk, hogy
alkalmasak a szelektiv NOX4 gitlast igényld kisérletekben valo
felhaszndlasra, és a jelenleg haszndlt alacsony hatdsfokd és/vagy nem

szelektiv NOX4 gitl6 vegyiiletek helyettesitésére.

> A rendelkezésre all6 adatok alapjan az egyes molekulacsalddok és
a hatékony molekuldk fiziko-kémiai sajitsdgainak figyelembevételével
felallitottunk egyfajta szerkezet-hatds Osszefiiggést. Ezzel megadtuk a
NOX4 enzimet gitlé vegyliletek szerkezet-keresésének lehetséges
irdnyait.

> A korai ADME(T) paraméterek meghatdrozasdval, akdr
gyogyszerfejlesztési  szempontoknak is megfeleld vegyiileteket
szelektdltunk.  Ennyi tobbszorosen tesztelt, és eltérd szerkezeti
csalddokba tartoz6 hitmolekula koziil jo eséllyel vdlaszthatd és

fejleszthetd szabadalomképes vegyiilet.

Mivel a kiilonbdzd NOX izoformdk és alegységek akdr ugyanabban a
sejtben is kiilonb6z6 szinten, és eltérd lokalizacidval expresszalodnak,
egyértelmii, hogy egyéni feladatuk van. Az ezirdnyu kutatdsok kapcsin
egyre tobb alapvetd kérdés meriil fel. Az is tisztdzdsra var tobbek kozott,
hogy mi a NOX4 (vagy a tobbi NOX enzim) alapaktivitdsdnak pontos
funkcidja, ill. hogy melyek azok a specidlis molekuldris ttvonalak,

amelyeket az egyes izoformdk céloznak. A szelektiv NOX4 gatlok
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alkalmazésa segithet ezek megvdlaszolasaban, a NOX4 enzimfunkcid,
és a hidrogén-peroxid fiiggd redox jeldtvitel pontosabb megismerésén

keresztiil.
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Osszefoglalas

A tudomdnyos irodalom, kiilonosen a NOX4 deficiens egereken végzett tanulméanyok alapjin egyre
vildgosabb, hogy a NOX4 enzim gétldsa, egy igéretes farmakoldgiai koncepci6 az oxidativ stresszel
kapcsolatos betegségek kezelésére. Jelenleg egyetlen specifikus NOX4 inhibitor sem 4ll készen a
biokémiai és/vagy klinikai felhaszndldsra. Munkank sordn a NOX4 enzim gatldsdra, Gj tipusd kis-
molekulds inhibitorokat azonositottunk és fejlesztettiink, a napjainkban mar széles korben elfogadott
raciondlis hatéanyag tervezés nyujtotta lehetdségeket felhaszndlva. Bedllitottunk és tobb mérési
paraméter figyelembevételével optimalizaltunk egy sejtes alapi mérési rendszert, melyben egy
kozepes ateresztoképességli hatdstani sziirés keretében kdzel 1100 molekulat vizsgaltunk a NOX4
enzim gatlas tekintetében. A NOX4 enzim érendotél (EA.hy926) sejtekben val6 kifejezédésének
vizsgélatat kovetden a molekuldk specifitdsdnak ellenérzésére egy sejtfrakcié alapu biokémiai assay-t
allitottunk be, melyben meghatdroztuk a hatékony vegyiiletek ICsy értékeit, és kizartuk azokat,
amelyek valésziniileg nem a NOX4 enzim gétldsan keresztiil fejtik ki hatdsukat. Hasonlé céllal, a
gdtlé vegyiiletek szelektivitdsit egy NOX2 enzim alapd sejtes rendszerben is vizsgdltuk. Ennek
eredményeként nem csupdn a NOX2 gatlokat (nem szelektiv NOX4 gitlokat) azonositottuk, de az
antioxiddns vegyiileteket is. Hirom életképességet vizsgalé mddszerrel (lumineszcens sejtviabilitds-,
MTT- és FACS assay), két sejtvonalon (293 FS és EA.hy926) teszteltiik a vegyiiletek toxicitdsat és
antiproliferativ hatdsat. A korai ADME(T) karakterizdlas részeként megvizsgaltuk az egyes
molekuldk lipofilitdsdt és penetracios képességét. Végiil, a rendelkezésre dll6 adatok alapjan az
egyes molekulacsalddok és a hatékony molekuldk fiziko-kémiai sajatsdgainak figyelembevételével
feldllitottunk egyfajta szerkezet-hatds Osszefiiggést, mellyel megadtuk a NOX4 enzimet gatlo
vegyiiletek szerkezet-keresésének lehetséges irdnyait. Mindezek eredményeként olyan, alacsony
(mikromoldris) koncentriciétartomdnyban hatékony vegyiileteket azonositottunk, melyek segithetnek
a NOX4 enzim funkcidjanak, valamint oxidativ stressz eredetli betegségekben betoltott szerepének

pontosabb megismerésében és kezelésében.
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