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1. Bevezetés

A protein kinaz D1 (PKD1) a protein kinaz D enzimiéslba tartozik masik két
kalcium/kalmodulin altal szabalyozott kindzok (CAMKsoportjdba tartozik, mig
funkcié tekintetében pedig szerin/treonin kindz.a8es jelatviteli Gtvonal
részvewje, mint fontos szabdlyoz6 faktor, részt vesz pdidé génexpresszio
szabalyozasaban a hiszton deacetilazok (HDAC) ivekt foszforilacioja révén,
az oxidativ stressz kivédésére aktivalodd sejt léaié folyamatokban, a
sejtmigracié szabalyozasaban, illetve a Golgi-reedsen elsegiti a vezikulak
lefiiz6dését és transzportjat. A normal fiziologids fubkaiellett a PKD1 szerepét
leirtdk tobb patolégids mechanizmusban is. Az agajgiezis folyamataban
dominans szerepet be®lWVEGFR2 jelpalya egyik kulcsszeréf, ezaltal részt
vesz érendotél sejtek proliferacidjanak, migraciéja valamint az angiogenezis
folyamatdban fontos gének a szabdalyozasaban. Ismeéba a PKD1 funkcidja
kilénb6d immunsejtek gyulladassal kapcsolatos folyamataibamt példaul
neutrofil granulocitak Fereceptor altal indukalt szuperoxid termelésében,
hizésejtek Fereceptor aktivacio soran bekovetkez degranulécidjaban,
makrofagok toll-like receptoron keresztiil tofiéaitokin termelésében, vagy B-
limfocitak B-sejt receptor szignalizaciojaban. Amgi#genezis és a gyulladas
folyamata tobb megbetegedésben is 6sszefiigg eggtngsddaul: reumatoid
artritiszben, Crohn-betegségben, érelmeszesedéstagly bizonyos tumoros
megbetegedésekben. A krénikus gyulladas teriletden jlevy immunsejtek,
tovdbba az elburjanzé sejtek a hipoxias allapotekeztében angiogenikus
faktorokat termelnek. Az ennek kévetkeztében Ujonképdds vérerek pedig
Gjabb immunsejteket szallitanak a gyulladas hefgsei sulyosbitva ezzel a
gyulladas allapotat, és annak karosité hatasatt Miegtobb betegség esetében, az
angiogenezis és gyulladas folyamataban is meghgyek rendellenes médon
mitkdds jelatviteli Utvonalak, amelyek kinazgéatld vegyélet célpontjaiként
szolgalnak. Kinazgéatlé vegylleteket vilagszerte esken hasznalnak a
gyogyaszatban, disorban a tumoros megbetegedések kezelésére, belegrt
tumor angiogenezist is, tovabba a gyulladas elterdpidban is egyre nagyobb
teret héditanak ezek a gatlészerek. Annak elleridrgy a PKD1 egy potencialis
gyogyszercélpont tdbb megbetegedésben is, mégemdisikai fazisvizsgalatban
PKD1 géatld molekula, illetve a kutatasi célra fedhmalhaté PKD1 inhibitorok
szama is kevés.



2. Célkitiizések

Egyre tobb kisérleti adat tamasztja ala, hogy a PKDbb betegségben is
potencialis gyogyszercélpont lehet. llyenek példauhasnyalmirigy tumor, a
patoldgias angiogenezis, illetve a gyulladassat&alatos megbetegedések. Ennek
ellenére a klinikumban, illetve klinikai fazis vigélatokban nincsen jelenleg PKD1
inhibitor, tovabba a kisérleti célra felhasznalhak&reskedelmi forgalomban
kaphaté PKD1 inhibitorok szama is igen csekély. &lififolydlag PhD munkam
céljaul azt tiztik ki, hogy a Vichem Chemie Kutatd Kft. kindzgéatlegyulettarat
felhasznalva, olyan (] kinaz inhibitort, illetvehibitor csaladot azonositunk, amely
hatékonyan géatolla a PKD1 enzimet, és egydlBs gydgyszer-hatdanyag
fejlesztés alap vegydulete lehet.

A fentieknek megfelélen a PhD munkam sordn a kovetke®makorokkel
foglalkoztam:

- A Vichem Kft. tulajdonaban lévkinazokra optimalizalt vegyulettar nagy
ateresziképesséq eloszirése,in vitro médszerrel rekombinans PKD1
enzimre.

- Az eldszirés soran kivalogatott PKD1 gétlé vegylletek tovabb
karakterizalasa, szerkezet-hatds Osszefliggésémsigalata, tovabba a
gatloszerek szelektivitas vizsgalata.

- Az in vitro vizsgalatok alapjan kivalasztott inhibitor(ok) ®i®os
ADME-Tox paramétereinek meghatarozasa.

- Olyan kisérleti sejtes modellek kivalasztasa édlitesa, amelyekben a
PKD1 egy potencidlis gyégyszercélpont lehet.

- Aszirévizsgalatok alapjan igéretesnek itélt gatloszerkakakterizalasa a
munka soran beallitott patolégias sejtmodellekén] aizsgalni kivantuk
a gatlészer sejten bellli hatasmechanizmusat ésbegp PKD1
szempontjabol relevans, sejtfunkcidkra gyakorolébat.



3. Mddszerek
Rekombinans kinaz vizsgalatok
IMAP® médszer

A kinaz inhibitorok PKD1 géatlé hatasat a Moleculaevices altal kifejlesztett
IMAP® moédszerrel vizsgaltuk. A médszer lényege, hoggkombinans kinazt és
ATP-t tartalmazoé reakcidelegyhez egy fluoreszcesstékkel konjugalt peptid
szubsztratot adunk, ami foszforildlatlan allapotabalacsony fluoreszcencia
polarizacio értéket produkdl. Azonban ha az enziszforildlja ezt a szubsztratot,
az ebszor egy, az elegyben megtalalhaté haromériékionhoz koidik, ezutan
az egész komplex egy nanogyongyhoz kapcsolodikdlden a mobilitasa, ami
magas fluoreszcencia polarizacié jelet eredméngezpedig a kinaz aktivitasara
utal.

Transcreenét médszer

A rekombinansin vitro VEGFR2 inhibitor tesztelést a BellBrook Labs altal
kifejlesztett Transcreenermédszerrel végeztik el. A moédszer lényege, hogy a
reakcioelegyhez fluoreszcens festékkel konjugaleXa633) ADP-t, és anti-ADP
ellenanyagot adunk. A enzimreakcié soran felszaldadDP leszoritja az ADP
ellenanyagrol a fluoreszcens festékkel konjugaltPAigy annak megvaltozik a
fluoreszcencia polarizacio értéke, atfilibkdvetkeztetni tudunk az enzim
aktivitasara.

Sejttenyésztés

Erendotél sejtes modellként az EA.hy926 (ATGGCRL-29272") hibrid érendotél
sejtvonalat hasznaltuk, amely a primer endotél HO\&S a tiid adenokarcindma

Citotoxicitas vizsgalat MTT-mddszerrel

Az inhibitorok EA.hy926 sejtekre gyakorolt citotéwis hatasat MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromidjpddszerrel hataroztuk meg. A
maodszer [ényege, hogy ad &ejtek az MTT kristélyokat a mitokondridlis redékt
enzimrendszeren keresztil lila dziformazan kristalyokka alakitjak, amelyeket
feloldva, mérjiik azok optikai denzitasat, és azderényekidl kovetkeztetni
tudunk az & sejtek mennyiségére.



Membran permeabilitas vizsgalata PAMPA modszerrel

A PAMPA vizsgalathoz a BD Biosciences Aaltal erre célra gyartott,
foszfolipidekkel ebkezelt mesterséges membrant tartalmazé 96 Iyukde pla
rendszerét hasznaltuk. Ez a médszer kivaléan nexlell kilonb6é hatéanyagok
sejtmembranon keresztil tértépassziv transzportj vitro korilmények kdzott.

A kisérlet soran 20QM téménység oldatokkal dolgoztunk. A méréshez hasznalt
vegyuleteknek a mérést megmien felvettiik a fényelnyelési spektrumat, és ennek
megfeleben az oldatok abszorbancidjat is ezen a hullambaskataroztuk meg,
amelylbl kiszamoltuk a vegyuletek penetraciojat.

Sejtproliferacio vizsgalat

A gatlészerek EA.hy926 sejtek proliferacidjara gyait hatasat tripankék festést
kove®H sejtszamolassal (Countess — Invitrogen) hatarartedy.

SDS-PAGE és Western blot

Az EA.hy926 sejteket 1 éran keresztibladzeltik a gatlészerekkel, majd 25 nM
PMA-val, vagy 25 ng/ml VEGF-fel aktivaltuk 20 pegciEzt kdveben a sejteket
RIPA pufferben lizaltuk. A fehérjekoncentraciot Bfard modszerrel hataroztuk
meg. A mintdkat 8 illetve 10%-0s SDS-poliakrilangéleken futtattuk, majd a
fehérjéket PVDF membranokra transzferaltuk. A \@gsdehérjék kovetkeik
voltak: pSer473-Akt és teljes Akf-actin, pSer498-HDACS és teljes HDACS,
pSer744/748-PKD1, pSer916-PKD1, illetve teljes PKPTyr951-VEGFR2, és
tejes VEGFR2. Az eredményt ECL-mddszer segitségiatektaltuk.

Sejtmigracié vizsgalat wound healing médszerrel

A wound healing moédszer Iényege, hogy a szintegel) konfluens sejtréteget
megkarcoljuk példaul egy pipetta heggyel, és kiike§j sejtek vandorlasat erre a
karcolt, sejtmentes fellletre. A karcolast kdest a kezdlszereket tartalmazdé
médiumot hozzaadtuk a sejtekhez, majd 18 oran k@ldsvettiik a sejtmigraciot.
Az eredmények kiértékelése soran a karcolasi felsziiletét hataroztuk meg, ahol
a kezdeti idpont értékébl kivontuk a végpont tertleteinek értékét, igy megak

a ,seb” Osszezar6ddsanak mértékét. A kiértékelésizetmage] képkiértékel
szoftvert hasznaltuk.



In vitro angiogenezis vizsgalat

Az in vitro angiogenezis vizsgalatdhoz a tube formation, vgegbképzés”

mdédszert hasznaltuk. A modszer azon a jelenségagpulalhogy ha érendotél
sejteket extracellularis matrix alapra helyeziinkkoa azok érkapillarisokra
hasonlitd, csszefi képdményeket hoznak létre. Az inhibitorokkal kezelitede

cHképzését 18 oran keresztil kovettik, és fotokawzitetink faziskontraszt
mikroszkop segitségével. Az eredmények kiértékelés® ImageJ program
Angiogenesis Analyzer Plugin szoftverének segiteélgéégeztik el.

Szuperoxid termelés vizsgélata AmplékRed mddszerrel

Az EA.hy926 sejtek szuperoxid termelését Ampldxed moédszer segitségével
hataroztuk meg. A moédszer soran az AmPléxed reagens, a szuperoxidbdl
keletke®d hidrogén-peroxid jelenlétében 1:1 aranyban renomaf alakul,
amelynek a fluoreszcencijat detektaljuk, és kémattni tudunk a képeott
szuperoxid mennyiségére.

Neutrofil granulocitak izolalasa

A neutrofil granulocitakat egészséges oOnkéntes mdnoperiférids véréll
izolaltuk. A dextranos Ulepitést kdven, a feluliszot ficoll gradiensen keresztiil
centrifugaltuk, majd a maradék vorésvértesteket INddattal lizaltuk. A neutrofil
granulocitakat 20 mM HEPES tartalm(, kalcium és méagimmentes
HBSS/Hepes oldatban vettik fel, és dolgoztunk velidkabb az alabbi
kisérleteknek megfeléén.

Neutrofil granulocitdk szuperoxid termelésének vizgalata

A kisérleteket 96 Iyuki ELISA sejttenyé§ztlemezeken végeztik el. Az
immobilizalt immunkomplex aktivalashoz human széralioumint és anti-human
szérum albumin ellenanyagot hasznaltunk. Az adhizjgé aktivacibhoz a
sejttenyészt lemez lyukait 150 pg/ml fibrinogén tartalma PBSlaital kezeltiik
elé, majd a sejtek kihelyezését kddeh human TNE&-at adtunk a lyukakhoz 20
ng/ml végkoncentraciéban. A PMA-val tortémktivalas soran a lyukakat 10%
FCS-tartalmu PBS-sel kezeltikéglés a sejtek kihelyezéses#l100 nM PMA-t
adtunk a lyukakhoz. A neutrofil granulocitakat ankzekre tortéh kihelyezést
megebzéen 30 percig 3T-on ebinkubaltuk a gatlészerekkel 0,5 mM Ca
tartalmi, Mg*-mentes HBSS/Hepes pufferben. Kozvetlenil a kitmdge és
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aktivacié ebtt 1 mM Mg ot és 100 pM ferricitokrém c-t adtunk a
sejtszuszpenziéhoz, amely segitségével detektalkdépbdott szuperoxidot.

Neutrofil granulocitdk migraciojanak vizsgalata

migracios lemezeket (Corning) hasznaltunk. A Traaibimzertek alja polikarbonat
filterrel boritott, amin 3um atmésji porusok talalhatéak. Ezt a filtert a kisérlet
megkezdése é&ft fibrinogénnel vontuk be. A neutrofil granuloditt C&'-ot
tartalmazé HBSS/Hepes oldatban °G%n, 30 percig @éinkubaltuk az
inhibitorokkal, majd az inzertbe toriérkihelyezéskor a sejtekhez Kept is
adtunk. A sejtmigraciét 100 nM fMLP kemoattraktaaissdukaltuk. Az atjutott
sejtek szamat para-nitrofenil-foszfataz enzimre@akeigitségével hataroztuk meg.

Statisztikai analizis

Minden kisérletet legalabb harom alkalommal isnétéd meg. A statisztikai
kiértékelést a Graph Pad Prism 5 szoftver segitetgégeztik el, ezen kivil a
rekombinans kinaz vizsgalatok eredményeinek megbzdddhoz a Microsoft
Excel és XLfit (IDBS) szoftvereket is hasznaltukz i vitro rekombinans kinaz
vizsgalatoknal meghataroztuk az un. Z' értéket, lgrmaemérés megbizhatésagarol
ad informaciot. Az |G, értékeket nem-linearis regresszid6 modszeréverdetik
meg. A statisztikai analizist egymintas ANOVA, ésrigtt teszttel végeztik el, és
szignifikancia hatarnak a p=0,05 értéket tekintetti



4. Eredmények

In vitro rekombinans kinaz vizsgalat
A kindzgatlé vegyilettar édzirése

Els5 lépésként elvégeztik a Vichem Kft. tulajdonabandleismert kinaz
inhibitorokat, és azok szerkezeti analdgjait tanetd vegyllettar, az EVL
(Extended Validation Library — kiterjesztett valoids konyvtar) elszirését
rekombindns PKD1 enzimre, IMAPmoédszer segitségével. A 2000 vegyiilet
letesztelését kovéen a 75%-nal nagyobb gatlasi értéket mutatd vetgkie
valogattuk ki, ami 72 db vegyduletet jelentett 10 {blh. Ezt kdveéien azokat a
molekuldkat valogattuk ki, amelyek a dézisfliggémssgalatokban 1 uM alatti kg
értéket mutattak, ez 24 db molekula volt. Megvittsfiaa vegyiletek szerkezetét
és azt figyeltik meg, hogy a 24 db vegylitl20 db ugyanabba a
molekulacsaladba, vagyis a pirido[ZRpirimidin-7-onok kdzé tartozik. A tovabbi
vizsgalatokban ezekre a vegylletekre helyeztlikngdiyt.

Szerkezet-hatas dsszefliggés

Megvizsgaltuk, hogy taldlunk-e 0&sszefliggést a pjd@B-d]pirimidin-7-on
alapszerkezétvegyiletek szerkezete és PKD1 gatl6 hatasa kdzbttez az EVL
kényvtarbdl olyan molekuldkat is kivalogattunk, dype& szintén pirido[2,3-
d]pirimidin-7-on alapszerkezettel rendelkeznek, dmon a PKD1 enzimet nem
géatoltdk az éisZirés soran. A vegylletek dsszehasonlitdsakor agtlfick meg,
kapcsolodd molekularészen bazikus tercier (esedlgkunder) amin csoportot
tartalmaznak. Megfigyeltik tovabba azt is, hogyatékony PKD1 géatlé6 molekuladk
a 6-0s poziciéban egyaltalan nem tartalmaznak fdskasoportot

Szelektivitas vizsgalat

A kovetkedkben kivancsiak voltunk arra, hogy az A&ltalunk logatott

leghatékonyabb PKD1 gatlok mennyire szelektivek kiddzokkal szemben. A
vizsgalathoz olyan kinazokat valogattunk dssze,lgekefunkcio, illetve szerkezet
szempontjabdl nagy hasonlésagot mutatnak a PKDimemazl. Az eredmények
alapjan a VCC251801-es molekula volt a legszelektly igy ezt a vegyiiletet



valasztottuk ki tovabbi karakterizalasra. Kéki in vitro kindz vizsgalatok soran
kiderllt, hogy a VCC251801 masik fontos célpongaVEGFR izoformak is.
Mivel a VEGFR kindzok kozil a legjobban kutatotts éalan legfontosabb
gyogyszercélpont a VEGFR2, igy a tovabbi kisénddeén erre az enzimre is
fékuszaltunk, mint a VCC251801 egy masik fontogpoétjara a PKD1 mellett. A
VCC251801 PKD1 gétlé hatasat vizsgéalva azt figyeltieg, hogy a kereskedelmi
forgalomban kaphat6é egyik legjobb gatldszerrel, ®NB142-70-nel azonos
mértékben gatolta az enzim ikddését. Tovabba, a VCC251801 szintén
hatékonynak bizonyult a VEGFR2 gatlasdban, méghozza klinikai
felhasznalasban IévVEGFR gatloszerrel, az Axitinibbel hasonlé mérgkb
gatolt. Mivel a PKD1 és VEGFR2 bizonyitottan szetegatszik patologias
angiogenezis, valamint kulénb®zgyulladasos folyamatok kialakulasaban és
fenntartdsdban, a tovabbi vizsgalatokhoz az angemis és a gyulladas
folyamatdban szerepet jatsz6 sejtes modellekesztaiunk.

Korai ADME-Tox paraméterek meghatarozasa

A korai ADME-Tox paraméterek kozil megvizsgaltuk ®CC251801
citotoxicitaséat, illetve meghataroztuk a mestersédmid membranon valo

Citotoxicitas vizsgalat

A citotoxicitas vizsgalathoz az erre a célra széf&ben hasznalt MTT mddszert
alkalmaztuk. Jelen esetben az érendotél sejtekequ®-t6l 50 pM-ig terjed
koncentracio tartomanyban kezeltik az inhibitorokébandé 0,5%-0os DMSO
tartalom mellett. A VCC251801 jelenlétét relativagas dozisban is toleraltak a
sejtek, és 24 6ra és 48 Ora elteltével sem totj@Es sejtpusztulds. A kélsbi
sejtes kisérletekhez a citotoxicitasi eredményekdigyelembe véve valasztottuk
ki a kezelési koncentracidtartomanyt.

Membran permeabilitds vizsgalat (PAMPA)

A moddszer sordn egy specialis, sejtmembrant madellendszert hasznaltunk,
amelyen keresztil megtdrténhet a gydgyszerjeldlitekubdk transzportja. Az
eredmények azt mutattak, hogy a VCC251801 hatékonéapes passziv
transzporttal atjutni a mesterséges lipid membranon

8



Angiogenezis modellen végzett vizsgalatok

Angiogenezis modellnek a széles kdrben hasznéiidétél ereddit, immortalizalt
EA.hy926 sejtvonalat valasztottuk

Erendotélsejt proliferacio vizsgalat

A VCC251801 24 és 48 ora elteltével 0,5 és 1 uMighén nem okozott
szignifikans sejtproliferaci6 csokkenést, azonbam 8§, 10 és 50 uM
koncentracioban tortérkezelések mar jelefgen csokkentették az érendotélsejtek

e

Erendotél sejten beliili hatasmechanizmus

A kovetked kisérletekben megvizsgaltuk, hogy a VCC251801 &é&peatolni

érendotél sejtekben az endogén PKD1-et illetve VR&E valamint az altaluk
szabdlyozott jelpalyakat. Ehhez a vizsgalathoz ék&tfaktivacios stimulanst
véalasztottunk, amelyekkel a VEGFR2 és PKD1 aktbatagyitt és kilon-kilon is
j6l vizsgalhaté, ezek a forbol-észter PMA illetv BGF voltak.

El6sz6r a PMA indukalt PKD1 aktivaciot vizsgaltuk werst blot médszerrel. A
VCC251801 koncentraciofiiggmodon csokkentette a PKD1 autofoszforilacios
helyének, illetve a PKD1 szubsztratjanak, a HDA@%-a foszforilacidjat, tehat a
PKD1 mikddése is csOkkent. A PKD1 szerin 744-es és 748ransz-
foszforilaciés oldallancainak foszforilaltsagi §l#ta azonban valtozatlan maradt,
amibsl arra kdvetkeztettiink, hogy a VCC251801 nem gatalPKD1-et aktivald
PKC-izoformakat, példaul a PK& vagy a PKE-t.

A kovetked kisérletekben a VEGFR2 jelpalyara fokuszaltunk, esnek
megfeleben a gatldszerekkel valosikzelést kovélen VEGF-el stimulaltuk az
érendotél sejteket. A VCC251801 hatékonyan gat@taVEGFR2 jelpalya
aktivaciét, amelyet tébb fehérje foszforilacidjaerésztil kovettiink nyomon:
VEGFR2, PKD1, HDAC5 és Akt. A hatas koncentracid@gigvolt, és 5uM
VCC251801 koncentracié mellett volt szignifikans @gszes vizsgalt enzimen.
Erdekes volt megfigyelni azt, hogy a kb-NB142-7@diés az Akt foszforilaciojat
jelenttsen megemelte. Ez azonban nem meglegyanis kordbban mar leirtdk a
jelenséget, miszerint a PKD1 egy negativ visszat&arévén alulszabalyozza az

9



Akt kindz mikodését, igy a PKD1 gatlasa az Akt aktivaciéjanakekedését idézi

elé. Az Axitinibbel tortérd kezelés soran jol lathatban mar a receptor, azaz a
VEGFR2 szintjén gatlas torténik a jelatviteli Utetlman, amit a PKD1 és Akt
foszforilaciéjanak csokkenése is jol mutat, azonbanDACS5 foszforilacidja nem
csokkent szignifikans mértékben. A VCC251801 azanbaindkét enzim
foszforilaciéjat hatékonyan csokkentette.

Elmondhaté tehat, hogy a VCC251801 képes volt laugkn gatolni a PMA
indukalt PKD1, illetve a VEGF indukalt VEGFR2 jelpa aktivaciot érendotél
sejtekben.

Erendotél sejt migracio

A kovetked kisérletekben mar a VCC251801 endotélsejt funkcikifejtett

a sejtmigracid vizsgalatara széles kdrben haszmaltvound-healing vagy ,seb-
gyogyulas” technika segitségével kovettiink nyomoA. sejtmigracios
kisérletekben az inhibitorokat a mar korabban hétzmazaz 1, 2,5 és pM
koncentraciokban alkalmaztuk. A VCC251801 kezetdsrs j6l megfigyelhét a
koncentraciofigg hatas: 1uM mellett 35%-kal, 2,5uM koncentracidban pedig
55%-kal csokkent a sejtmigracid6 mértéke. AzuBl koncentracioval tortéh
VCC251801 kezelés esetében a sejtmigracié gatiAssés markans volt, viszont
ekkor a sejtek kezdtek feluszni, ami valosilgg sejtpusztulas miatt kdvetkezhetett
be.

In vitro angiogenezis

Az angiogenezif vitro vizsgalatanak egyik médszere az Un. tube formatagy
,.CS6képzés” mddszer. A technika lényege, hogy éretslték extracellularis
matrix alapra tortéhkilltetése utan a sejtek kapillarisszenalozatos struktirakat
hoznak létre. Ezt a mddszert széles kdrben alkalakaaz érképilés vizsgalatara

in vitro kordlmények kozott. Az inhibitorokkal tort@nkezeléshez a 18 ora
inkubacios idt valasztottuk, ugyanis — korabbi kisérleteink sr#er ekkor mar
kialakulnak a tébb sejth all6 kapillarisszeit szerkezetek. A kisérlet soran a
szakirodalomban is hasznalt harom paramétert atdraneg: a csévek szama, a
csovek hosszanak Osszegét és a csOvek altal botéailet nagysaga. A
VCC251801 koncentraciofiggmddon csokkentette a csévek szamat, hosszat és
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az altaluk boritott tertilet nagysagat. A hatadvilesetében kevésbé volt markans,
a statisztikai analizis alapjan is csak a csovekshiinak ¢6sszege csokkent
szignifikdns mértékben, a csdvek szama illetve évalskel boritott terilet
nagysaga nem. Azonban 2,5 ésull VCC251801 koncentracié mellett mar
mindharom vizsgalt paraméter szignifikans mértékkemsokkent. Ez a gatlas 5
uM koncentracio esetében igen drasztikus volt, ami@oszitileg kdzrejatszik a
mar az €z, sejtmigraciot targyald fejezetben emlitett potéligan bekdvetkey
sejtpusztulas. Osszességében elmondhatd, hogy a254BC1 hatékonynak
bizonyult az angiogenezis folyamatanak csokkengsséh vitro korilmények
kozott.

Erendotél sejtek szuperoxid termelése

Az érendotél sejtek altal patologias kortlményekdtit termelt szuperoxid tébb
betegség velejaroja illetve kivaltd ténypz lehet. Erendotél sejtekben a
szuperoxid termelésért fetal dominansan expresszalddé NADPH-oxidaz
izoforma a NOX4. Kivancsiak voltunk arra, hogy a®@251801-nek van-e hatasa
az érendotél sejtek szuperoxid termelésére, vadywgly a PKD1-nek van-e
szerepe ebben a folyamatban ugyaniél enég nincsen adat a szakirodalomban. A
kisérletek sordn az érendotél sejteket 30 perdmlalbaltuk a gatloszerekkel,
mindegyikkel egységesen 1M koncentraciéban, majd az Amplex Red reagens
hozzdadasaval mértik a termelt peroxid mennyiséyginban az eredmények
alapjan sem a VCC251801, sem pedig a referencialPgdiloszer kb-NB142-70
nem okozott cstkkenést az érendotél sejtek szujpdmmelésében.

Gyulladasos sejtmodellen végzett vizsgalatok

A mésik fontos, gyulladassal kapcsolatos sejtmédé&ll a huméan neutrofil
granulocitak voltak, amelyek azéékzervezet els védelmi vonalat képezik a
kilénb6d bakteriadlis és gombas féresekkel szemben, viszont szamos patol6gias
folyamatnak is fontos résztvév

Neutrofil granulocitak szuperoxid termelése

A neutrofil granulocitdk egyik fontos valaszreakaiba NOX2 NADPH
enzimrendszeren keresztll todészuperoxid termelés, amely tébb kulondhoz
stimulussal is aktivalhatd. A kisérleteinkhez kéeafikus, illetve egy aspecifikus
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kinaz aktivaciot didéz indukalast valasztottunk. &z6r az Fg-receptoron
keresztll tortéhh immunkomplex medialt autoimmun gyulladas folyarhata
modelleztik. A VCC251801 az §sszes alkalmazott &ntrécioban csokkentette a
neutrofil granulocitak szuperoxid termelését: B3L@M esetében nagyjabol 50%-
kal, viszont a 3 illetve 1@M dézis kdzel 100%-0s gatlast idézets.eA PKD1
szerepét mar leirtak ebben az aktivaciés mechamsizamny és ennek megféieh a
referencia PKD1-inhibitor kb-NB142-70 szintén sifigdns mértékben
csOkkentette a szuperoxid termelést. A koveikddsérleti korilmény az
adhéziofigg, TNFo altal tortéd stimulacid volt, amely a gyulladasos
kérnyezetben torténneutrofil aktivaciét modellezi. Ebben a mechanizbmn a
PKD1 szerepét még nem irtak le. Meglepetésinkrak@roazt tapasztaltuk, hogy
a VCC251801 ebben az esethen is egy igen masdidstgédézett € a szuperoxid
termelésben, ugyanis mar a legalacsonyabb 0,3 uMekdraciéban kdzel 50%-
kal csokkent a sejtvalasz, 1 uM esetében a hatgshmaékansabb volt, kortlbelll
70%, mig 3 illetve 10 uM koncentracié mellett al@gszinte 100% volt. A kbNB-
142-70-nel tortéh kezelés soran 0,3 pM esetében nem tortént valtazasban 1
és 3 uM koncentracié mellett a gatlas mar jélenhagyjabol 70%, mig 10 uM
esetében a hatast kozel 100% volt. A harmadik souwjeke termelést indukalo
maodszerink a nem fiziologéas, aspecifikus, a kil@ibgejtfelszini receptorok
aktivacioja nélkil megvaldsuld6 PMA aktivacio volEzt a sejtvalaszt a
VCC251801 nem gatolta 1M koncentracidban sem.

Neutrofil granulocitédk transzmigraciéja

A kovetked sejtfunkcié amit neutrofil granulocitdkon vizsgalk, a mesterséges
membranon keresztil tort®nsejtvandorlds. Ez a modszer a neutrofilek
granulocitak vérarambol az érfalon keresztil tdrtéiépését tehat az extravazacio
folyamatat modellezi in vitro korilmények kozott. A kisérletiinkben
kemoattraktansként 100 nM fMLP-t hasznaltunk, améldgul bakterialis
fertozések sordn szabadul fel. A transzmigraciés lemeerijeinek membranjait
mindkét oldalon #-integrin ligand fibrinogénnel fedtiik, aminek késh@ten a
neutrofilek ki tudnak tapadni a membran fellletéh&z inhibitorral nem kezelt
sejtek esetében az fMLP szignifikAnsan megnovelt@eatrofil granulocitak
transzmigraciéjat, az fMLP-t nem tartalmazé minthképest. Azonban a
VCC251801 nem okozott valtozast az fMLP altal irdok neutrofil
transzmigracioban.
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5. Kovetkeztetések

A PhD munkam eredménydiblevont kdvetkeztetéseket az alabbi pontokban
foglaltam 6ssze:

1. Azonositottunk pirido[2,3-d]pirimidin-7-on alageskezettel rendelkéz
vegylleteket, amelyek igen hatékonyan gatoltak @DPkenzimet. A vizsgalt
vegyiletcsaladban megfigyeltiik, hogy a PKD1 géatléampontjabdl a pirido[2,3-
d]pirimidin-7-on alapvaz 2-es poziciéjaban sziukséemg bazikus szekunder vagy
tercier amin csoport jelenléte, valamint az alapw#iz6-0os pozicibban ne
tartalmazzon aril vagy tienil funkcioés csoportot.

2. Kivalasztottuk az altalunk leghatékonyabbnaklt itéegyiletet, a
VCC251801-et, amely szelektivnek bizonyult a PKR¥-mikbédésben (példaul
PKC izoformak) és szerkezetben hasonlo (CAMK, MLG#)azokkal szemben.
Tovéabbé kimutattuk, hogy a VCC251801 egy masikdsraélpontja a VEGFR2,
amelyet a Klinikai felhasznalasban deWEGFR inhibitorral, az Axitinibbel
hasonlé koncentraciétartomanyban gatolt.

3. ADME-Tox vizsgalatok alapjan megallapitottukglycaz érendotél sejtek
a VCC251801-et relative magas dozisban is toldralf@mutattuk, hogy az
inhibitorunk hatékonyan képes atjutni mesterséged membranon, amid arra
kovetkeztettiink, hogy a VCC251801 passziv transtglors képes bejutni a
sejtekbe.

4, Erendotél sejtekben a VEGFR?2 jelpalya hatékaitliagahoz sziikség volt
a VCC251801 altal torténPKD1 és VEGFR2 szimultan inhibicidjara. A VEGFR2
jelpdlya VCC251801 &ltali gatlasa hatékonyan csiitdtee az érendotél sejtek
5. Az érendotél sejtek szuperoxid termelését nerfoly@solta sem a
VCC251801, sem pedig a kb-NB142-70, abhilarra kovetkeztettiink, hogy a
PKD1 nem vesz részt ennek a jelpalyanak a szaladgban.

6. A VCC251801 képes specifikusan gatolni a neiitrgfanulocitak
kilonbdz  stimuldnsokkal (Ggymint immobilizalt immunkomplexjlletve
adhéziofig§ TNFo indukalt aktivacio) kivaltott vélaszreakcidjat. daban az
immunkomplex aktivacioval ellentétben, a PKD1 spétemég nem irtdk le az
adhéziofiigg TNFo aktivacios Utvonalban, ami felveti annak a Iékégét, hogy a
PKD1 részt vesz ebben a mechanizmusban.
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