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1. Koszonetnyilvanitas

Halaval tartozom témavezetéimnek, Dr. Tigyi Gabor és Dr. Simegi Baldzs professzor
uraknak a lehetéségért, hogy kutatoként két évet télthettem az Egyesiilt Allamokban, a memphisi
University of Tennessee Health Science Center Elettani Intézetében. Ezen évek alatt, Tigyi professzor
ur munkacsoportjanak tagjaként megismerhettem a lizofoszfolipidek izgalmas vilagat és szamtalan
apoptozist indukalo és detektalo kisérletes mddszer elsajatitdsara nyilt lehetéségem. Tigyi professzor
ur tanacsai és biztatasa altal vezetve valdra vélthattam azt az almom, hogy ratalaljak egy sikeres
kutatasi témara, bliszke lehessek a munkamra és az eredményeimre és elsdszerz6s cikkeim rangos
nemzetkozi folydiratokban jelenjenek meg.

Hala és kdszonet illeti korabbi kollégaimat a Tigyi professzor ur munkacsoportjabdl, Ryoko
Tsukahara-t, Yuko Fujiwara-t, Dianna Liu-t, James Fells-t, Sue-Chin Lee-t, Alyssa Bolen-t, Mari
Gotoh-t és Billy Valentine-t, akik egyben a barataim is voltak. Mindnyajan kivalé kutatok és nagyszer(
baratok, akiktél nagyon sokat tanultam tudomanyos és személyes értelemben is.

Nagyon sokat készonhetek Simegi Balazs professzor urnak, aki lehetévé tette, hogy
befejezzem a témamhoz kapcsolodd kutatasokat, segitett a fokozatszerzési eljaras lebonyolitasaban
és tamogatott abban is, hogy minél tébb idét télthessek Ujszllott kislanyommal. Nagyra értékelem azt
a baratsagos és segitbkész légkodrt melyet kollégaim és barataim a Simegi professzor ur
munkacsoportjabdl, tébbek kdzott Bognar Eszter, Solti |zabella, Bartha Eva, Szabé Aliz, Lengyel
Anna, Zalan Petra, Fekete Katalin, Jakus Péter, Berente Zoltan, Giran Laszl6, Horvath Bertalan és
Safrany Ernd biztositottak szamomra az alatt a nehéz id6szak alatt, amikor egyszerre kellet idét
forditanom a kutatasra, az oktatasra és Ujszulétt kislanyomra.

Végul, de nem utolsé sorban szeretném megkdszénni a férjemtdl, Nagy Lérandtol kapott
végtelen szeretetet, illetve kdszonetet mondok a sziileimnek, Kiss Sandornak és Kiss Margitnak
valamint a férjem szileinek, Nagy Jozsefnek és Nagy Anna Marianak mindazért a tirelemért,
megértésért, szeretetért és segitségért melyet a maganéletemben nyujtottak, és amely lehetévé tette

szamomra, hogy minél teljesebb mértékben koncentraljak kutatasaimra.
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3. Bevezetés

A lizofoszfatidsav (LPA) specieszek szamos alapvetd sejtes valaszt szabalyoznak, tdbbek
kozott a sejtek tulélését, szaporodasat, motilitasat és migraciojat. Biolégiai hatasaikat specifikus G
proteinhez kotott sejtmembran receptorokon (GPCR; LPA receptor 1-6, LPAR 1-6) és a nuklearis
peroxiszéma proliferator-aktivalt receptor gamman (PPARY) keresztul fejtik ki (Tigyi, 2010).

Az LPA-hoz kot6dd jelatviteli folyamatok zavarait szdmos human megbetegedés
patogenezisével hoztak Osszefiggésbe. Kimutattdk, hogy az LPA; és az LPA; receptorok
szivérrendszeri aktivacidja befolyasolja a szivizomsejtek kontraktilitasat (Cremers et al., 2003) és
szivizom hipertréfidhoz vezet (Chen et al, 2008). Az LPA, és az LPA; receptorok aktivalasan
keresztll az LPA el8segiti a tumorsejtek invazidjat, a metasztazisok kialakulasat és az angiogenezist
(Kato et al., 2012; Pustilnik et al., 1999), mig az LPA; receptor aktivacidja gatolja ezeket a
folyamatokat (Yamada et al., 2009). Kulénb6zd tanulmanyok osszefliggést mutattak ki az LPA;
receptor aktivacioja valamint a szervfibrozis (Tager et al., 2008), a neuropatias fajdalom (Inoue et al.,
2004) és az oszteoartritisz (Mototani et al., 2008) kialakulasa kozott, az LPA; receptor hianya és a
skizofrénia (Harrison et al., 2003) kialakulasa kozott, illetve ravilagitottak az LPA, receptor gatld
hatasara kolera toxin indukalta szekretoros hasmenésben (Li et al., 2005).

Az egyes LPA receptorok felfedezése, valamint a receptor-altipus szelektiv agonistak és
antagonistak kifejlesztésére iranyuld torekvések elbsegitették az LPA-hoz kapcsolodd jelatviteli
folyamatok megértését és felvetették az LPAR farmakoterapias befolyasolasanak lehetségét (Im,
2010). A ligand kotott GPCR kristalyszerkezetek hianya ellenére, a mutagenezist és a szamitégépes
szerkezeti analizist kombinalé tanulmanyok szamos LPAR agonista és antagonista jelolt
kifejlesztéséhez vezettek (Im, 2010). Az LPA alapu gyoégyszerjeldltek kifejlesztése a lipid természetl
ligandumokra korlatozédott, amely teljesen értheté a GPCR ligandkétd helyek hidroféb kérnyezetének
ismeretében (Valentine et al., 2008). Minddssze néhany nem-lipid LPAR ligandum ismeretes, melyek
kézll az LPAj,3 antagonista Kil6425 (Ohta et al.,, 2003) és az LPA; szelektiv AM095-152
vegylletcsalad bir jelentéséggel (Swaney et al., 2011).

Mar egy évtizeddel ezel6tt kimutattuk, hogy az LPA jelent6s apoptozist megel6z8 hatassal bir
illetve az apoptotikusan elkotelezett sejteket is megvédi az apoptotikus kaszkad progresszidjatol
(Deng et al., 2002; Deng et al.,, 2007). Kifejlesztettink egy hosszu hatasu LPA analdgot, az
oktadecenil tiofoszfatot (OTP; Durgam et al., 2006), mely az LPA-nal in vitro és in vivo is sokkal
hatékonyabb, és védi a sejteket és a kisérleti allatokat a besugarzas indukalta apoptézissal szemben
(Deng et al., 2007). Sejtes modellben az LPA és az OTP azon tul, hogy kivédték a besugarzas
indukalta apoptozist, a besugarzas el6tt alkalmazva, ugynevezett sugarzas enyhité (radiomitigating)
hatassal is rendelkeztek, azaz megvédiék az apoptotikusan elkotelezett sejteket a besugarzast
kovet6 ket 6ra utan alkalmazva is (Deng et al., 2002). Tulélést elésegitd hatasukat az LPA és OTP az
LPA; receptoron keresztil fejtették ki. Annak ellenére, hogy az OTP nagyon hatékonynak bizonyult az
akut sugarbetegség kivédésében kisérleti allatmodellen, a gydgyszer fejlesztés szemszdgébdl nézve
lipid szerkezete, az optimalisnal alacsonyabb megoszlasi hanyadosa, valamint az LPA receptor-

altipus iranti specificitas hianya hatranyt jelent. Pan-agonista tulajdonsaga gyengitheti az OTP



antiapoptotikus hatékonysagat olyan sejtek esetén, melyeken az LPA; és LPA, receptorok
egyidejlleg expresszaldédnak, mivel az LPA;-rdl leirtdk, hogy aktivacidja apoptézishoz vezethet
anoikis sejthalal altal (Funke et al., 2012).

Kutatécsoportunk olyan metabolikusan stabil LPA analégok kifejlesztésén dolgozott melyek
az LPA receptorok altal kozvetitett tulélésért felelSs jelatviteli folyamatokat tartésan aktivaljak. Ezek a
kutatasok az LPA, receptor egy olyan korabban fel nem ismert szerepére vilagitottak ra, miszerint a
C-terminalis részén talalhaté egyedulallé szekvencia motivumokon keresztll egy makromolekularis
jelatviteli komplex kdzponti részét képezi (E et al., 2009; Lin et al., 2007). Felfedeztik, hogy az LPA,
receptor egy Cas11xXC fél cinkujj-szer(i motivumon keresztll megkéti a Lin-11, Isl-1 and Mec-3 (LIM)
fehérjecsaladhoz tartozé Siva-1 proapototikus fehérjét, majd az igy létrejétt komplex kivonddik a
GPCR korforgasbdl, poliubikvitinalodik és lebomlik a proteoszémaban (Lin et al., 2007). Egy ezt
kévetd tanulmanyban meghataroztuk, hogy az LPA, GPCR ternar komplexet képez két masik PSD-
95, DIgA, és ZO-1 (PDZ) kété domént tartalmazo fehérjével, a thyroid receptor kdélcsénhato protein 6-
al (TRIP6) és a Na'-H' kicserél6dést regulald faktor 2-vel (NHERF2). Az LPA, — TRIP6 —
2X(NHERF2)-bdl felépllé ternar komplex a GPCR LPA-val térténé stimulacidjat kdvetéen alakul ki és
az LPA; receptor antiapoptotikus hatasahoz sziikséges tulélést elGsegitdé jelatviteli utvonalak, a
mitogén aktivalt protein kinaz/extracellularis szignal reguldlt kinaz (MEK)-extracelluléris szignal
regulalt kinazok 1/2 (ERK1/2), valamint a foszfatidil-inozitol 3-kindz (PI3K)-protein kinaz B (Akt)-
nuklearis faktor kB (NF«xB) Utvonalak fokozott és hosszantartd aktivacidjahoz vezet (E et al., 2009).
Az LPA, receptor aktivaciojat kovetd ternar komplex képz6dés kivételes szerepet jatszik a

kemorezisztenciaban (Tigyi et al., 2010).



4. Kutatasi célkitlizések

4.1 Uj, nem-lipid természet(i, az LPA, receptor-altipusra specifikus, gyogyszer jellegii vegyiiletek
azonositasa:

4.1.1 Az NSC12404, [2-((9-ox0-9H-fluorén-2-il)karbamoil)benzoe sav], egy véletlenszeriien
azonositott, gyenge LPA, receptor agonista molekula azonossagi szlrévizsgalata az
University of Cincinnati Drug Discovery Center (UC-DDC) kémiai adatbazisaban.

4.1.2 Az uj, nem-lipid LPA, agonista analdgok kisérletes jellemzése az LPA;5, GPR87, és
P2Y10 receptorokon, stabil az egyes LPA receptorokat egyénileg expresszald
sejtvonalakon, illetve vektor transzfektalt kontrol sejteken, receptor medialt ca”
mobilizacios esszé segitségével.

4.2 A vezérmolekula sejtndvekedésre gyakorolt hatasanak meghatarozasa LPA; és LPA, kettés
kiutott (DKO) egérbdl szdrmazd vektor és LPA, receptorral transzfektalt egér embrionalis
fibroblaszt (MEF) sejteken.

4.3 A vezérmolekula tumorsejt invaziéra gyakorolt hatasanak meghatarozasa invaziv patkany
hepatoma sejt (MM1) és egyrétegli human koélddkzsinér véna endothél sejt (HUVEC) kulturak
felhasznalasaval.

4.4 A kivalasztott nem-lipid természetli LPA, agonista antiapoptotikus hatasainak jellemzése
kilénb6z6 intrinszik és extrinszik apoptdzis modellek segitségével:

4.4.1 A vezérmolekula antiapoptotikus hatékonysaganak meghatarozasa Adriamicin és
szérummegvonas indukalta apoptézis modellekben, LPA; és LPA, DKO egérbdl
szarmazo6 vektor és LPA, receptorral transzfektalt MEF sejteken, Bcl-2-asszocialt X
protein (Bax) transzlokaciot, kaszpaz 3, 7, 8, 9 aktivaciot, poli (ADP-ribéz) polimeraz
1 (PARP-1) hasitast és DNS fragmentaciot detektalod esszék alapjan.

4.4.2 A vezérmolekula antiapoptotikus hatékonysaganak meghatarozasa tumor nekroézis
faktor a (TNF-a) altal indukalt apoptdzis modellben, 6-0s patkany bélham
sejtvonalon (IEC-6), DNS fragmentacids esszé alapjan.

4.5 A kivalasztott nem-lipid LPA, agonista sugarzas enyhité hatasanak jellemzése in vitro és in
vivo:

45.1 A vezérmolekula sugarzas enyhit6 hatékonysaganak meghatarozasa y-sugarzas
indukalta apoptézis modellben, LPA; és LPA, DKO egérbdl szarmazd vektor és
LPA; receptorral transzfektalt MEF sejteken, Bax transzlokaciot, kaszpaz 3, 7, 8, 9
aktivaciot, PARP-1 hasitast és DNS fragmentaciot detektalo esszék alapjan.

452 A vezérmolekula antiapoptotikus hatékonysaganak meghatarozasa y-sugarzas
indukalta  ugynevezett szomszédsagi (bystander) apoptézis modellben,
besugarozatlan IEC-6 sejtek és besugarozott human monocita limfoma sejt
vonaltél (U937) szarmazé kondicionalt meédium (CM) felhasznalasaval, kaszpaz 3

és 7 aktivacio alapjan.



4.5.3

454

A vezérmolekula sugarzas enyhitd hatékonysaganak meghatarozdsa hemopoetikus
akut sugarbetegségben, 6.6 Gray (Gy) teljest test y-sugardézisnak (~ halalos dozis,
LD100r20) kitett C57BL6 egereken.

A vezérmolekula y-sugarzasnak kitett sejtek malignus transzformaciéra gyakorolt
hatasanak meghatarozasa LPA; és LPA, DKO egérbdél szarmazé LPA, receptorral

transzfektalt MEF sejteken puha agar esszé alapjan.

4.6 A kivalasztott nem-lipid LPA, agonista altal aktivalt tulélést el6segité jelatviteli utvonalak

jellemzése:

46.1

4.6.2

A vezérmolekula indukélta ERK1/2 aktivacié meghatarozasa LPA; és LPA, DKO
egérbdl szarmazé vektor és LPA, receptorral transzfektalt MEF sejteken, immunoblot
analizis alapjan.

Az LPA,, a TRIP6 és a NHERF2 kdzott a vezérmolekula hatasara kialakulé ligand
indukalta szupramolekularis komplex képz6dés meghatarozasa in vitro kotési kisérlet

és immunoblot analizis alapjan.



5. Diszkusszio és kovetkeztetések

El6z8 munkank soran, melynek célkitlizése az LPA; specifikus vegyuletek virtualis keresése
volt, véletlenszerlien azonositottuk az NSC12404-et, amely egy gyenge de specifikus LPA, agonista
(Perygin, 2010). Jelen tanulmanyunkban ezt a vegylletet hasznaltuk fel az UC-DCC kémiai
adatbazisanak virtualis szlirésére. Ez a megkozelités harom Uj, szelektiv nem-lipid természetl LPA;
agonista talalatot eredményezett: a GRI977143-t [2-((3-(1,3-dioxo-1H-benzo[de]isokinolin-2(3H)-
il)propil)tio) - benzoe sav], a H2L5547924-t [4,5-dikloro-2-((9-ox0-9H-fluorén-2-il)karbamoil) benzoe
sav], és a H21.5828102-t [2-((9,10-diox0-9,10-dihidroantracen-2-il)karbamoil) benzoe sav]. A receptor
medidlta Ca®* mobilizaciés esszék alapjan 10 pM koncentracidig alkalmazva az NSC12404, a
H2L5547924, a H2L.5828102, és a GRI977143 egyedil az LPA, receptort aktivalta az altalunk tesztelt
igazolt és feltételezett LPA GPCR-ok koézil. Az emlitett vegylletek 10 pM koncentracidinak
feltételezett gatlé hatasat teszteltik az LPA 18:1 ~EC;5s koncentracioja altal kivaltott Ca*" valaszra
azokon a receptorokon melyeket a vegylletek 10 uM koncentraciéja nem aktivalt. Eredményeink
alapjan az NSC12404 és a GRI977143 ebben a magas koncentracidban gatolta az LPA; receptort,
ugyanakkor a tobbi altalunk tesztelt receptorra sem aktivalé sem gatldé hatast nem fejtett ki. A
H21.5547924 aktivalta az LPA,-t de részlegesen gatolta az LPA;, LPA;, LPA,;, GPR87, és P2Y10
receptorokat. A H2L.5828102 szintén az LPA, specifikus agonistajanak bizonyult, de teljesen gatolta
az LPA;-t és részlegesen gatolta az LPA;, GPR87 és P2Y10 receptorokat. Mivel alacsonyabb ECsg
koncentraciéban aktivalta az LPA, receptort, mint az NSC12404 illetve a H2L vegylletekkel
Osszehasonlitva egyedll az LPA; receptort gatolta ezért a tovabbi sejt alapu vizsgalatainkhoz a
GRI977143-t valasztottuk.

Jelen munkank soran kimutattuk, hogy az LPA, receptor-altipus specifikus aktivacioja
el6segiti a sejtndvekedést. Ez az elsd farmakoldgiai bizonyitéka annak, hogy ez a receptor-altipus
mitogenezist kdzvetit. Meglepé modon az LPA receptor pan-agonista OTP valamint a GRI977143
egyforma er8sen serkentette a sejtproliferaciot. Megfigyeltik, hogy harom nap elteltével az OTP és a
GRI977143 a vektor transzfektalt MEF sejtek proliferacidjat is elésegitette, valdszinlleg masodlagos,
ugynevezett off-target hatasokon keresztil. Nem zarhatjuk ki annak a lehetéségét sem, hogy az OTP
és a GRI977143 valamilyen mdédon erdsitette a sejtes médiumban talalhaté 1.5% szérum hatasat.
Eléfordulhatnak farmakokinetikai eltérések a két ligand kozoétt, melyek magyarazhatjak az altalunk
tapasztalt kilonbségeket. A két ligand hatasara a sejtndvekedésben bekdvetkezett eltérések
hatterének megismeréséhez tovabbi kisérletek sziikségeltetnek.

Az LPA-rdl kimutattak, hogy el6segiti a tumorsejtek invazidjat és a metasztazis képzddést
(Kato et al., 2012; Pustilnik et al., 1999). Megvizsgaltuk a GRI977143 hatasat egy in vitro invaziés
modellben, mely egy valésaghli metasztazist modellez6 esszének szamit (Mukai et al., 2005;
Uchiyama et al., 2007). MM1 hepatokarcindbma sejtek stimulacidja GRI977143-vel dézisfiiggé maédon
fokozta az egyrétegi HUVEC sejtpopulacion athatold6 MM1 sejtek szamat. Ugyanakkor, a 10 uM
GRI977143 hatasa szerénynek bizonyult az LPA hatasahoz képest. Kvantitativ RT-PCR alapjan az
MM1 sejtek az LPA; >> LPA; > LPAg; > LPA; > LPA,4, mig a HUVEC sejtek az LPAs >> LPA, > GPR87
~ LPA; > LPA; receptorokat expresszaljak (Lee és Tigyi — nem publikalt adatok). A GRI977143 altal



indukalt fokozott MM1 sejt invazié hatterében valdsziniileg inkabb az MM1 semmint a HUVEC
sejteken talalhato LPA; receptorok szelektiv stimulacidja all, hiszen a HUVEC sejteken ezen receptor-
altipus expressziéja nagyon alacsony (Gupte et al., 2011).

Az LPA, receptor szerepét a sejtek apoptézis elleni védelmében mar szamos tanulmany
igazolta (Deng et al., 2002; E et al., 2009; Lin et al., 2007). A GRI977143 LPA, specifikus agonista
tulajdonsagai lehetévé tették, hogy teszteljik ezt a hipotézist LPA, génbejuttatott MEF sejteken
valamint IEC-6 sejteken, melyek kézll az utdbbiak endogén médon expresszalnak szamos LPA
GPCR-t (Deng et al., 2002; Deng et al., 2007). Kisérleteink azt mutattdk, hogy az LPA, receptor
aktivalasan keresztll, a GRI977143 hatékonyan csokkenti az Adriamicin, a szérummegvonas és a y-
sugarzas indukalta intrinszik apoptdzissal 6sszefliggd citoszolikus Bax transzlokaciot, iniciator és
effector kaszpéz aktivaciét, DNS fragmentaciét és PARP-1 hasitast. A vektor transzfektalt sejtekre a
GRI977143 nem volt hatassal, leszamitva egy minimalis DNS fragmentacié csokkentd hatast az
Adriamicin altal indukalt apoptézis modellben, amely a vegyllet egy még ismeretlen masodlagos
hatasanak kovetkezménye lehet. A szérummegvonas, illetve a y-sugarzas indukalta apoptodzis
modellekben a GRI977143 ehhez hasonlé hatasa nem volt detektalhatd. Ugyanakkor megfigyeltik
azt, hogy ellentétben a GRI977143-vel, az LPA és az OTP enyhe védé hatast fejtett ki a vektor
transzfektalt MEF sejtekre. A kvantitativ RT-PCR analizis kimutatta, hogy az LPA; és LPA, DKO egér
embriokbdl szarmazé MEF sejtek jelentés mennyiségli LPA4ss €s P2Y10 receptort expresszalnak,
amely magyarazhatja az LPA és OTP antiapoptotikus hatasat. Fontos felismerni azt is, hogy a
GRI977143 az IEC-6 sejteket is megvédie az apoptdzistdl, melyek endogén mdédon expresszalnak
tobb kilénb6zé LPA GPCR-altipust. Az irodalmi adatok alapjan ez az eredmény az elsé bizonyitéka
annak, hogy az LPA, specifikus aktivacidja elegend® egy antiapoptotikus hatas kivaltasahoz és ez a
hatas nem korlatozodik az LPA, génbejuttatott MEF sejtekre. Mindezek alapjan felvetjik, hogy az
LPA, specifikus aktivacidja elegend6 ahhoz, hogy a sejteket megvédje az apoptozistol. A GRI977143
specifikus agonista tulajdonsagai elényt jelenthetnek az LPA-val illetve mas nem receptor szelektiv
LPA analoéggal szemben, melyek az LPA; receptort is aktivalhatjak, amelyrél kimutattak, hogy tumor
sejteken (Furui et al., 1999), szivizomsejteken (Chen et al., 2006) és pulmonalis epithel sejteken
(Funke et al., 2012) elésegitheti a sejthalalt anoikis révén.

Megvizsgaltuk az LPA és a GRI977143 hatasat egy in vitro, sugarzas indukalta
szomszédsagi apoptézis modellben is. Ennek a modellnek az LPA analégok sugarzas enyhité hatasa
miatt van jelentésége, hiszen az allatkisérletekben az LPA analégok a besugarzast kovetd elsé 24
oraban, azaz a sugarzas indukalta apoptozis elsé hullama alatt nem voltak jelen. Mindemellett a
GRI977143 vagy az OTP (Deng et al., 2007) alkalmazasa a besugarzast kovetd 24 ora elteltével
hatékonyan el6segiti a kisérleti allatok tulélését. Feltételezzik, hogy a szdvetekben talalhatéd
GRI977143 altal aktivalt LPA, receptorok y-sugarzas elleni védé hatasa részben a szomszédsagi
hatas csOkkentésén keresztil nyilvanult meg, mely a besugarzast kdvet6 24-48 ora elteltével
jelentkezik és kialakulasaban valdszinlleg az in vitro modellinkben (Kim et al., 2008) szerepl6
besugarzott U937 sejtek CM-ban fellelhet6 faktorokhoz hasonlé agensek felelések. A GRI977143-el
kapott eredményeink a kiilénb6z6 y-sugarzas indukalta karosodas modellekben kdvetkezetesen azt

sugalljak, hogy ez a vegyllet sugarzas enyhitdé hatast fejt ki és képes az apoptotikusan elkotelezett



sejtek megmentésére in vitro és in vivo. Ebben az 6sszefliggésben meglepve tapasztaltuk, hogy a
GRI977143 kezelés nem fokozta a besugarzott, majd megmentett MEF sejtek malignus
transzformaciojat. Ez a megfigyelés, bar in vivo igazolast igényel, mar most felveti annak a
lehetéségét, hogy a GRI977143-vel kezelt sejtek képesek voltak DNS karosodasaik kijavitasara,
melyek egyébként nagymértékl transzformaciéhoz vezettek volna a puha agar esszé alapjan.

Az ERK1/2 sejttulélést el8segité kinazok LPA, figgd aktivacidja egy szikséges lépés az
antiapoptotikus jelatvitel soran (E et al., 2009; Lin et al., 2007). A korabbi, LPA-val és OTP-vel kapott
eredményeinkkel dsszhangban (Deng et al., 2007; E et al., 2009; Lin et al., 2007), a GRI977143
kezelés nagymérték(i ERK1/2 aktivaciéhoz vezetett. Korabban kimutattuk, hogy a pertussis toxin
érzékenység altal demonstralt Gi protein medialta szignalokon tulmenéen (Deng et al., 2002), az
LPA, figg6 antiapoptotikus hatashoz egy LPA,-t, TRIP6-t és NHERF2 homodimért tartalmazé, C-
terminalis makromolekularis komplex felépllése is szikséges (E et al., 2009; Lin et al., 2007).
Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a GRI977143 el6segitette a szignaloszoma feléplilését,
amely magyarazhatja a velejaré nagymértékii ERK1/2 aktivaciot.

Mindent egybevetve, a jelenlegi eredmények azt mutatjak, hogy a nem-lipid LPA, specifikus
agonistak, mint amelyeket tanulmanyunkban mi is bemutatunk nagyon jé kiindulasi alapot jelentenek
olyan vegylletek kifejlesztéséhez, melyek sugarzas enyhité hatassal rendelkeznek, és terapias
szerepuk lehet az apoptotikus sejthalal megel6zésében szamos degenerativ és gyulladasos
betegségben.



6. A tudomanyos eredmények Osszegzése

6.1 Olyan uj, nem-lipid természetl vegyileteket azonositottunk (GRI977143, H2L5547924, és
H2L5828102), melyek az LPA, receptor specifikus agonistai és nem aktivaljak az LPAy3/45,
GPR387 illetve P2Y10 GPCR-okat.

6.2 Vezérmolekulank, a GRI977143 bar kevésbé potens, de ugyan olyan hatékonyan védi a
sejteket a kuldnb6zd intrinszik és extrinszik apoptézis modellekben in vitro mint az LPA és az
OTP.

6.3 A GRI977143 elb6segiti a human koldokzsinér véna endothél sejtek karcindma sejtes
invazidjat és a fibroblaszt proliferaciot, ugyanakkor nem okoz malignus transzformaciét a
besugarzott, majd megmentett MEF sejteken.

6.4 A GRI977144 sugarzas enyhitd tulajdonsagokkal bir:

6.4.1 Megmenti az apoptotikusan elkodtelezett sejteket in vitro a nagy dézisu y-sugarzas
okozta karosodastél, a besugarzast kdvetd egy ora elteltével alkalmazva.

6.4.2 Hatékonyan el6segiti a halalos sugardozisnak kitett egerek tulélését a besugarzast
kovetd 24 ora elteltével alkalmazva.

6.5 A GRI977143 gatolja a besugarzott sejtek altal termelt szolubilis, proapototikus mediatorok
indukalta szomszédsagi apoptozist.

6.6 Az LPA, receptorok specifikus aktivalasan keresztil a GRI977143 erbteljesen aktivélja az
ERK1/2 tulélési utvonalat és egy az LPA,t, TRIP6-t és NHERF2-t tartalmazé
makromolekularis szignaloszéma felépliléséhez vezet, mely sziikséges ezen receptor-altipus

antiapoptotikus hatasahoz.



