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Chiptechnologia a gyogyszerkutatasban
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Osszefoglalas

A gyobgyszerkutatasok soran olyan gydgyszer-jellegii
kismolekulakat probalnak azonositani, amelyek specifikus
kolcsonhatasba 1épnek kiilonbozo, betegséget meghatarozo
célfehérjékkel. Ahagyomanyos megkozelitések mellett egyre
fontosabbak az olyan 0j modszerek, amelyek atfogo globalis
szlirémodszerekkel dolgoznak, mint amilyen a kismolekula-
, DNS- és fehérje-chip technoldgia. Ezekkel a modszerekkel
nem csak a hatéanyagok nagy ateresztOképességl szlirésére
nyilik moéd, hanem a hatéanyagok mechanizmusanak,
esetleges mellékhatasainak  korai  azonositdsara is
felhasznalhatok. Gyogyszerhatdoanyagok hatasanak
felderitésére a DNS- ¢és fehérje-chip technika olyan
esetekben lehet nagyon hasznos, amikor a potencialis
gyogyszermolekula hatdsmechanizmusat vagy molekularis
célpontjait nem ismerjiik. A chipmddszereknél nagy elény,
hogy néhéany kisérletben nem csak néhany, gyantsithato
célmolekula mennyiségi vagy mindségi valtozasa
hatarozhaté meg, hanem eclvileg lehet6ség van tobb ezer
fehérje vagy akar a teljes génadllomany valtozasainak
detektdlasa is. fgy olyan informacié halmazhoz jutunk,
amely az eddigi modszerekkel nem volt lehetséges. Ennek
a forradalmi technologianak a 1étrejottét a miniatiirizalds, a
robot-technika €s az informatika fejlédése tette lehetové.

Ebben a cikkben réviden megemlitjiik a DNS- és fehérje-
chip technologia lényegi elemeit. Az egyik legmodernebb
moddszerrdl, a kémiai-chiptechnolégiarol is beszamolunk,
els6sorban a gyodgyszerkutatdsban betdltott és a jovoben
betdltendd szerepérol.

I. DNS-chip technoldgia

A human genom projekt keretében ma mar korlatlan
hozzaférési lehetdség van a gének szekvencidit és
lokalizaciojat tartalmazé adatbazisokhoz, nagyban segitve
ezzel a kromoszoéma rendellenességek felderitését, a
génexpresszios mintazat szisztematikus meghatarozasat,
mely nemcsak a sejtek normalis mikodésének megértése
szempontjabol nagyon fontos, hanem hozzajarul olyan uj
gének azonositdsahoz, melyek adott betegségcsoportra
markerként jellemzdek €s terapias szempontbol potencialis
gyogyszercélpontok  lehetnek. A  huszadik szazad
masodik feléig a gének funkcdjanak és szabalyozasanak
tanulmanyozasa egyedi gének Iépésrdl 1épésre torténd
vizsgalatan alapult. Tekintve, hogy egyre tobb organizmus
genomjanak szekvencidja valt és valik teljesen vagy
részlegesen ismertté, szdmos Uj technika fejlédott ki,
melyek a génfunkcidk szisztematikus analizisét teszik
lehetévé. A technikak koziil egyik nagykapacitast, konnyen
automatizalhaté modszere a DNS-csip technologia, mely
forradalmasitotta a molekularis biologiat, a funkcionalis
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genomikat és napjainkban a klinikai diagnosztikai
modszereket is [1-3].

A DNS-chip egy olyan meghatarozott mintazatban felvitt
¢és kihorgonyzott nagy szamu (100-1.000.000) koélesonhatd
DNS mintat tartalmazé szilard hordoz6 (legtobbszor iiveg,
de lehet arany, vagy specialis miianyag feliilet is), amely
a hibridizalas soran (az egyszali DNS komplementer
szakaszok specifikus kdlcsonhatdsabol adodo kettds szal
képzddés) alkalmas adott bioldgiai mintabdl kinyert DNS
vagy RNS mennyiségi jellemzésére (1. abra). Minden egyes
kdlesonhato minta egy génre vagy DNS szakaszra specifikus,
amelynek poziciojat ismerjiik a szilard feliileten.

1. Abra. A DNS-chipen tbb ezer (akar szézezer) kiilonbozé gén
aktivitasat is nyomon tudjuk kdvetni. Minden egyes pont egy génre
jellemz6 szekvenciat tartalmaz. A bioldgiai mintabol kinyert, majd
fluoreszcensen megjelolt RNS a gén aktivitasaval aranyos fluoreszcens
jelet ad.

Két (gyogyszerrel kezelt illetve kezeletlen kontroll) mintabol
szarmazd RNS két spektralis tulajdonsagaiban eltérd
fluoreszcens festékkel jel6lhetd, amelyeket egy DNS-chipen
hibridizdlva, majd egy nagyfelbontasi 1ézerszkenneres
leolvasas utdn meghatarozhatok az egyes gének relativ
kifejez6dése. A gén aktivitasa az adott pontban detektalhato
fluoreszcens jel intenzitasaval aranyos. Ha egy pontban
a kezelt mintabol szarmazo fluoreszcens jel erdsebb, az
azt jelenti, hogy a kezelés hatasara az adott gén aktivitasa
megemelkedett. Ha torténetesen az a gén egy olyan majban
kifejez6d6 gén, amely a toxikus anyagok lebontasaért
felelos fehérjét kodol, akkor nagy valdsziniiség szerint a
gyogyszerhatéanyag toxikus mellékhatasu is.
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1. Fehérje-chip technoldgia

Az emberi genomot alkotdé mintegy 30.000 fehérjét
expresszald gén koziil csak egy relative kisebb alcsoport johet
szamitasba terapias alkalmazas céljabol. A hatéanyagokkal
megcélozhatd géntermékek szamos esetben nem vart és
kivételes lehetéséget nyujtanak a kutatoknak betegségek
kivaltd okainak tanulmanyozasara. Ebbe az alcsoportba
kb. 3000 olyan fehérje tartozik, amelyek gyogyszer-
hatéanyagszeri kismolekulakkal (molekulatomeg < 500,
kozepesen lipofil) kolcsonhatasba képesek 1épni. Masfeldl,
nagyszamu “knock-out” egereken végzett kisérletek alapjan
jelenleg kb. 3000-re becsiilik az olyan gének szamat,
amelyek valamilyen kéros folyamat kialakulasaval hozhatok
kapcsolatba [4]. A két csoport k6z0s része képviseli azt
a koriilbelil 600-1500 fehérjébdl allo csoportot, amely
gyogyszerhatdbanyagok szamara célpont lehet, azaz
célfehérjének (targetnek) tekintheté. Egy kozelmultban
kozolt felmérés szerint a mostandig azonositott célfehérjék
szdma mindossze 500-ra tehetd [5].

A DNS-chip technologiaval hasonlé modon késziilnek el a
fehérje-chipek, azzal a kiilonbséggel, hogy a lecseppentett
pontokban nem kolcsonhatdo DNS molekulak, hanem
fehérjékkel specifikus kolcsonhatasba 1ép6 (altalaban)
antitestek vannak kihorgonyozva. A bioldgiai mintabol
nem RNS-t vagy DNS-t vonunk ki, hanem fehérjét, amelyet
szintén fluoreszcens festékkel jeldliink, majd a fehérje-chip
feliiletén inkubaljuk a jeldlt fehérjek elegyét. A detektalas
szintén a DNS-chipeknél mar emlitett lézerszkenneres
leolvasas, amelyet az intenzitasértékek meghatarozasa és
kezelt és kezeletlen mintak relativ fehérje mennyiségének
meghatarozasa kovet. Ezzel a mddszerrel egy kisérletben
tobb szaz vagy akar ezer fehérje mennyisége hatarozhato
meg, igy azonosithatok olyan fehérjék, amelyeknek
mennyisége egy gyogyszeres kezelés soran megvaltozott.

111. Genomikai farmakolodgia, kémiai genomika

Amig a megfejtett génszekvencidk szama évek soran
gyorsan nott, addig funkcioik legtobb esetben ismeretlenek
maradtak. E nem vart mennyiségii informacié kezelése a

posztgenomika korszakanak egyik legfobb kihivasa.

A posztgenomikai farmakolégiaban az olyan tobb iranyu

megkozelitést — amelyekben  kismolekula  kezeléssel
kivaltott sejtvalaszt mériink genomikai (génexpresszios
mintazat) illetve proteomikai (fehérje expresszids

valtozasok) modszerekkel 0Osszefoglaldo néven kémiai
genomikanak nevezziik. A kémiai genomika tSbbnyire
azokat a kolcsonhatasokat vizsgalja, amely egy valtozatos
kismolekulastulyt kémiai molekulakdnyvtar és a human
genom Osszes génterméke kozott fennallhat. Szlikebb
értelemben a  kémiai genomika  gydgyszer-jellegii
kismolekulak tesztelését jelenti, annak érdekében, hogy
a kevésbé jellemzett, betegséggel kapcsolatos fehérjék
felhasznalhatosadgat a gyogyszerfejlesztés szempontjabol
meghatdrozza.

Kisméretii molekulakkal azonosithatjuk a
gyogyszerkolcsonhatasra  és  -fejlesztésre  alkalmas
célfehérjéket és igazolhatjuk elsé szinten a sejtszintll
funkcioikat, ugyanakkor a fehérjeszintli kdlcsonhatasbol

visszakovetkeztethetink a  kismolekuldk  bioldgiai
aktivitdsara, aminek ismerete a hatdanyag-tervezéshez
nytjt segitséget. Igy pl. az elsd sziirdvizsgalat alkalméval
kivalasztott hatast mutatdé molekulakkal (un. “hit”-
vegyliletekkel) nyert sejt ill. genom-szintli ismeretanyag
lehetévé teszi a gydgyszeripar szamara Uj hatéanyagok
hatékonyabb kifejlesztését.

Laboratoriumunkban egy olyan 0j megkozelitést
fejlesztettiink ki, mely egy valtozatos molekulakdnyvtar
egyes elemeibdl adott fehérjével torténd kolcsonhatast
kémiai-chip felhasznalasaval oldja meg [6]. A kémiai-
chip segitségével tobb ezer kémiai vegyiilet gyors, egy
Iépésben torténd tesztelését tudjuk megvalositani, igy egy
elészelektalt kisebb konyvtar szolgalhat tovabbi sziirésre
vagy kémiai genomikai alkalmazasra [7-9].

A sejt allapotanak valtozasait gyakran komplex hatasok sora
idézi eld. A sejteken végzett kémiai genomikai vizsgalatokkal
a kismolekula kolcsonhatdsait tobb ponton (valdjaban
egy adott jelatviteli utvonalhoz a membrantdl a sejtmagig
tartoz6 Osszes fehérjén) teszteljiik, amely nem korlatozodik
egyetlen sejtfelszini receptor vagy rekombinans géntermék
kotoédéséhez, mint a tisztan fehérje szintli bioldgiai szlirés
esetén [8, 9]. Itt valdjaban sejtvalaszt mériink a jelatviteli
utvonal kismolekula altal kivaltott gatlasa vagy aktivalasa
révén. A sejtvalaszok fenotipusos, funkciondlis vagy
génexpresszios  (génkifejezOdéses) valtozasok szintjén
jonnek létre.

A kémiai genetikaval ellentétben, amely egyedi gének
megfigyelését célozza, a kémiai genomika a teljes genomot
tanulmanyozza gyakran felhasznalva a funkcionalis
genomika eszkoztarat is [7].

1V. Kismolekula v. Kémiai chipek

A kémiai chipek létrehozéasa valdjaban gyogyszer illetve
gyogyszerjelolt vegyiiletek feliileti immobilizalasat jelenti
olymodon, hogy azok a biologiai aktivitasukat és a kotohely
szelektivitasukat megtartsak.

A kémiai-chip egy altalunk szabadalmaztatott kémiailag
modositott liveg feliiletre nagy stiriiségben felcseppentett
¢és felkotott molekulakdnyvtarat tartalmaz [7, 9]. A mintak
felcseppentése elétt mind a molekulakdnyvtarat alkotd
vegyileteket mind az alkalmazott iiveg feliiletet modositani
kell az allandd felileti mintamennyiség biztositasa
érdekében. A mintak modositasa a szintézis utan hozzajuk
kapcsolt tavtartd kar (linker) létrehozasaval jar, amely
egyben tartalmazza a mddositott iivegfeliilettel kovalens
kapcsolatot 1étrehoz6 funkcids csoportot is (amino csoport).
Kémiai chipek Iétrehozasara szilard hordozoként iiveg
mikroszkop lemezek alkalmazhatok. Az altalunk alkalmazott
iveg feliileteket tobb 1épéses kémiai reakciok soran
modositottuk. Igy a feliileten egy elagazo lancu, fa-szerti
rendszert alakitottunk ki, melyen a lancok végén aktivalt
funkciés csoportok talalhatok, melyek a kikotni kivant
molekulak megfeleld részeivel kémiai kotéseket hozhatnak
létre. Az ilyen tipusu szerkezetek eldnye, hogy az elagazasok
kovetkeztében nd a feliilet kapacitasa (nagyobb mennyiségii
minta kothetd a feliiletre), illetve megfeld tavolsagot képez a
felvitt molekula és az iiveg feliilete kozott, ami a molekulak
hozzaférhetdséget biztositja.
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Az altalunk modositott feliiletre 500 linkerrel ellatott
kismolekulatomegli ~ vegyiiletet  vittink  fel  egy
nagypontossagli chip készité robot segitségével. (Az 500
linkerrel eldallitott vegyiilet CMT [10] nagykapacitast
parhuzamos  szintézistechnologiaval a  ComGenex
laboratoriumaban késziilt egy 240,000 vegyiiletbdl allo
molekulatar felhasznalasaval) (2. abra).

A kémiai-chip segitségével kémiai vegyiiletek gyors, egy
lépésben torténd tesztelését tudjuk megvalositani, ahol
meghatarozhatjuk adott fluoreszcensen jelolt fehérjéekkel
kolesonhaté molekuldkat.

melanémabol és melanocitakbol nyert jelolt fehérjék
vizsgalatara hasznaltuk fel. A jelolt fehérjék a kémiai-
chipen torténd inkubalasa utan intenziv fehérje specifikus
fluoreszcens jeleteket kaptunk a megfeleld feliiletre
kotott kolesonhatd molekuldk helyén. Azokra a pontokra
Osszpontositottunk (és igy azokra a kémiai anyagokra),
amelyek erdsebb jelet adtak a melandéma mintaval, mint a
melanocita esetében. Ezek koziil egy anyagot melanéma
sejtvonalon (A375) is kiprobaltunk, ahol erds citotoxikus
hatast tapasztaltunk. Human majkarcinoma sejtvonalakon
specifikus fenotipust és sejtelhalast detektaltunk. Tovabbi
kisérleteinkben a molekula fehérjecélpontjat kivanjuk
meghatarozni €s tovabbi in vitro és in vivo kisérleteket
terveziink.
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Laboratoriumunkban az altalunk gyartott kémiai-chipeket
L

A

= il

&

&
L N

1@

oo

YTels I:} —=
IR @@
Ry A
AR TS OO

iareg
lemez

2. Abra Kémiai-chip létrehozasa elére megszintetizalt linkerrel ellatott molekulakonyvtarbol. A vegyiiletek egyenként kis foltokban vannak kihorgonyozva

egy specialisan aktivalt iveg feliileten.

Osszefoglalva, az emberi géntérkép befejezésével, egy
kérdéses betegség megértéséhez és gyogyitasahoz sziikség
van a genomika, proteomika, és ujabban a kis molekulakbol
allo konyvtarak korai alkalmazasanak integralasara abbol
a célbol, hogy sokkal hatasosabb hatéanyag-felfedezési
megkozelitést épitsiink fel. A posztgenomikai felfedezés
6 feladata a célfehérjék novekvo szama és a kis molekulak
kozotti szinergizmus szamos szempont figyelembevételével
torténd megalapozasa. Az 0j célpontok a hagyomanyos és az
Ujabban felmertild betegségekre specifikusabb, hatékonyabb
¢és biztonsagosabb kismolekuldkkal torténd, uj terapias
beavatkozasokat biztositanak, mig a hatdanyag-felfedezésre
forditott id6 jelentdsen lecsokken és megnovekszik a
felfedezési folyamat valosziniiségének sikere.

Kdszdnetnyilvanitas

A kozlemény P.L.G. az MTA Kémiai Tudomanyok Osztalya
2005. évi majusi kozgyuléshez kapcsolodd tudomanyos
iilésen elhangzott eléadas anyagabdl allt 6ssze (Budapest,
2005. majus 4). A cikkben bemutatott sajat eredmények

az Oktatasiigyi Minisztérium Biotechnoldgia 2002
palyazat (BIO-0006/2002) és a GVOP (3.1.1-2004-05-
0280/3.0) tamogatasaval valosultak meg. Koszonettel
tartozok a Funkciondlis Genomikai Laboratériumaban
dolgozé dr. Hackler Laszlonak és Fehér Lilidnanak, a
ComGenex vezetdinek, dr. Darvas Ferencnek és dr. Urge
Laszlonak a palyazat létrehozasa és végrehajtasa soran
nyujtott tdmogatasukért, dr. Dorman Gydrgy tudomanyos
igazgatonak, valamint a Pharmatest munkatarsai altal
nyujtott szakmai segitségért.

Irodalomjegyzék

1. Nguyen, D.V.; Arpat, A.B.; Wang, N.; Carroll, R.J. DNA
microarray experiments: biological and technological
aspects. Biometrics 2002, 58, 701-717.

2. Zvara, A.; Hackler L.Jr.; Nagy, Z.B.; Micsik, T., Puskas, L.G.
New molecular methods for classification, diagnosis and
therapy prediction of hematological malignancies. Pathol
Oncol Res. 2003, 8, 231-240.

3. Raetz, E.A., Moos, P.J. Impact of microarray technology in
clinical oncology. Cancer Invest. 2004, 22, 312-320.

111 évfolyam, 3. szam, 2005. szeptember



146 Magyar Kémiai Folyoirat - Eléaddsok

4. Hopkins, A.L.; Groom, C.R. The druggable genome. Nature
Reviews Drug Disc. 2002, 1, 727.

5. Terstappen, G.C.; Reggiani, A. In silico research in drug
discovery. Trends Pharmcol. Sci. 2001, 22, 23.

6. Hackler, L.Jr.; Dorman, G.; Kele, Z.; Urge, L.; Darvas, F.;
Puskas, L.G. Development of chemicaly modified glass
surfaces for nucleic acid, protein and small molecule
microarrays. Mol. Divers. 2004, 7, 25-36.

7. Darvas, F.; Dorman, G.; Krajcsi, P.; Puskas, L.G.; Kovari, Z.;

Chip technology in drug discovery

Identification and selection of disease-specific targets is one of
the most critical steps in post-genomic drug-discovery. Altered
expression of genes and their protein products is often the best
starting point for dissecting the pathways that are responsible for
the development of specific diseases. In this article I review those
technologies, which are enable us to perform global monitoring
at the genome, transcriptome and proteome level. Microarray
technology is capable of screening the expression of thousands
of gene products or proteins in a parallel way. Here I describe the
technical background of production and application of DNA- and
protein-microarrays. Chemical genomic studies intend to identify
small, drug-like molecules, which specifically interact with different

Ambrus G.; Urge, L. Recent Advances i Chemical Genomics
Curr. Med. Chem. 2004, 11, 3119-3145.

8. Stockwell, B.R. Frontiers in chemical genetics. Trends in
Biotechnology 2000, 18, 449.

9. Puskas, L.; ifj. Hackler, L.; Dorman, G. Kismolekulachipek a
kémiai genomikaban. Biokémia 2004, 28, 61-67.

10. Darvas, F.; Dorman, G.; Urge. L.; Szabo, 1.; Ronai, Z.;
Sasvary-Székely, M. Combinatorial Chemistry.Facing the
Challenge of Chemical Genomics. Pure Appl.Chem. 2001,
73, 1487-1498.

protein targets. By using complex molecular biological tools (like
chemical- or DNA-microarrays) it studies those interactions, which
are among the specific gene products of the human genome and a
diverse chemical library. We used chemical-microarray technology
to reveal the mechanisms of action of potential drugs by monitoring
protein expression changes caused in melanoma cell cultures.
A novel approach by using chemical-microarrays, where a hit
molecule (interacting with a specific protein) can be selected from
a complex library with one step has been developed. Identification
of new compounds by these novel approaches and application of
microarrays in pharmacological studies serve for more effective
drug development strategies.
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